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‘SUMMAI“Y ‘

Two-dzmenszonal ckromatographzc resolutzon of [%P] apurmzc DNA oligonucleotides,
on: cellulose thin layers . v :

The resolutlon of a nnxture of pyrmudme ohgonucleotldes obtained by ac1d1c ’
'hydrolysas ofa DNA prewously labelled with [32P] in tissue culture was ‘performed by
two’ dlmensmnal chromatography on commercially available cellulose thin layers.
- Slxteen nucleotldes were identified and their amounts determlned This rnethod does
‘not require; the ehmmatlon of terminal phosphoryl groups. Combined with a prevmusly
: descmbed method mvolvmg chromatogra.phy on silica gel thin layers, it permits the .

evaluatlon of 20 ohgonucleotldes f1 om sheep embryo kldney apurlmc DNA o

. Dans un travaﬂ précédent1 nous avons décrlt la résolutlon raplde d un mélangef :
d ohgonucléotldes pynrmdlques, résultant del’ hydrolyse partlelle du DNA, au moyen\f
' de la chromatographl 'lpdlmensmnnelle sur couche miince de gel. de slhce S
“Cette. méthod' .de. séparatmn emge 1 éhmmatlon préalable des groupements
,phosphoryle :
Il en. est ‘

'des phosphoryles ,termmaux : ‘
~La’ déphosphorylatlon est surtout genante lorsqu on opére sur du DNA marqué

"‘par [32P], pulsqu ‘on perd une fractxon nnportante de la radioactivité et donc de la -

‘ précxslon dqs dosages. et surtout parce que les mononucléot1des échappent al analyse fj_;_
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.SEPARATION D]: [32P] NUCL]’:OTIDES SUR COUCHES MINCES DE CELLULOSE 0 2oz

‘blen des tentatlves les couches de s111ce ne, nous ont -pas’ permls d’aboutn' pa.rce qu elleS' i

. ne-tolérent pas:les: sblvants ‘aqueux.. Nous;avons.par-contre; obtenu satlsfactlon en -
utilisant des couches minces ‘de’cellulose que l’on trouve depms peu toutes préparéesf”[ .

. 'dans:le: commerce.: Le* -présent. travail décrit, cettei nouvelle ;méthode;ainsi: que les
résultdts'que.nous:avons obtenus:par la:combinaison: des-deux: technlques dans l’ana- :
o lyse du: DNA de reins. de foetus de mouton marqués par [32P] en. culture cellulalre B

\

v MATL‘RIEL ET MLTHODES

C ulture des cellules et marquage du DNA i
" Les reins de foetus de mouton prélevés é. l’ B' t

‘vdu modéle en usage au servme des Vu us de l Instltut‘ Paste
boite, et incubée & 37°. -

& aason"de o. 500'1 par;" '
Lorsque lex/3 environ de la surface des bmtes est couvert par la. nappe cellulalre» B

(en’ ‘moyenne aprési48 h) ‘lé'miilienr est éliminé; la happe: ‘lavée trois fois'au ‘PBS, et le .

milieu est- remplacé pariun volume: égal de milieu frais‘de méme composxtlon sauf’ qu 11'(. -
a été préparé avec du'liquide de' EARLE sans phosphore ét‘que’le sérum’ de_veau qu'il’
contientaété dlalyse au préalable 24 'hcoritre du sérum’ ‘salé 1sotomque pour efi’éliminer:

les’ phosphates ‘On’aj oute a chaque boite2* m1111cur1es dek[”P] neutre’ sans’ entra1neur= L

f (phosphate de ‘sodium“en’ solution' isotonique sténle, "2° mC/ml pH 7, provenant du
Département des Radloéléments du C.EA., Saclay) SRR R LS i Crspne
Les cellules sont soumnises a l’mcubatlon z‘m 37 ]usqu é. ce que la. nappe cellulalre. ‘
-so:t continue (23 3 ]ours) : : o SIRTETIEEN i i
 UieosvLemiliew est:alors éliminé et la nappe- cellulalre est:lavée é. plus1eurs repr1ses au_t _
:":PBS ‘On . introduit- datis ‘chaque flacon-de -culture:50.ml:de: solution:4:0.02:/p. 100
- 'd’ethyléne diamine: tétraacétate (EDTA) dans.du PBS: pnvé de: Caz'het Mg2t+:et on
- reporte’d’3y°jusqu ‘Ace quela nappe:cellulaire:soit. détachée du' verre Les cellules: sont
= recuellhes par centnfugatlon a falble v1tesse et lavées a p1u51eurs reprxses da.ns du PBS

: I solement du DNA _ S
'1.e DNA marqué est 1solé selonv 1la méthode de MARMUR“ On. a]oute avantﬁ_
: yfjl extractlon 3 mg de DNA de thymus** de veau non marqué comrne entraineur ST

E 'Prepamtzan du DNA apurmzque ‘ AP
s @i “Nous' avons suivi' la’ méthode ‘de BURTON ET PETERSEN? : Apré ‘hydrolyse du'
- DNA‘par-1'acide” formlque et la" d1phénylamme, ‘les’ puriries’ ‘Sont" ‘élithinées’isur une’:

f{'colonne ‘dé Dowex ‘50+H+ et'la’désalification’ des:nucléotides” pynmldlques s effectueg -

| -par traltement sur. colonne de charbon, selon les 1nd10at1ons précédemment pubhée51 :

o PBS = “Phospha.te buﬁered sa.lme" v
** DNA- de thymus Worthmgton '
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Ckromalogmphze bzdzmenszomzelle sur: couches minces de. cellulose
+Nous'avons utilisé des couches minces de cellulose du commerce pretes é.l’emplm,.‘:l

de dlmensmns 20 X-20¢m* SR e e e b ;. SIS R
.On’applique:le: solutlon de DNA a.purmlque avec un capxllau-e prés cl un coin’ é.:'-_
3:cm des: ‘cotés: de! la: plaque:: :500° g isont: nécessaires: pour ‘obtenir: une: trés bonne:
'séparatlon ‘des divers nucléotides: tout ‘en’‘gardant la- p0551b1l1té de les locahser aulf.
moyen d’une lampe a rayonnement ultra violet.
La chromatographie est prat1quée dans la cuve sandw1ch Kodak
Les solvants. utilisés sont: ‘ ‘
Dans le _premier sens: Propane-z-ol-—amde chlorhydnque o 2 N (50 50 V/v Te
temps de développement est d’env1ron 8h. '
: Dans le deux1éme sens Sulfate d'ammomum saturé—-propane-z ol-—eau dlst1llée "
(79 219, V/v/v) 3a4h permettent 1a m1g1 atlon du solvant sur toute la surface de la_‘:f

couche e
(Ce second solvant a été recommandé par PATAKIlO ) e f'i

c kromalogmphee bzclzmenswnnelle sur couehes mmces cle gel cle szlzce o ‘
Cette. méthode exlge la. déphosphorylatmn préalable des nucléot1des termmaux )

et‘a‘ ‘été décnte dans un- tra ,all précédent1

-Lecture des mdzochromalogmmmes e .
Les taches, repérées sous: une lampe é. rayonnement u tra.vmlet Chromatolux;'

_.Pleuger munié d’un filtre 4,260 m,u.. sont cernées par un trait, de. crayon .On les’ hmlte. B
Ca l’alde d'un d1aphragme falt de e pleces rectangula1res en. ac1er.1noxydable de 60 <o
30:%. 5 mm. Un compteur:( G M Phlhps 13.514, dont la: fenétre a un'd1amétre de 35mm; -
est. pose SUr l’ouverture jainsi ménagée et est. raccorde 4:une echelle de. comptage;;l'.
- Philips:. PW. :4.035.:.Ce, dlspos1t1f trés 51mple donne toute lsat1sfact10n et -léusse "lesfj. “
'chroma.togramrnes 1ntacts STt T RN s Sy .

' Aulomelzogmpkze cles chromatogmmmes ' T e L
~Elle est. ut1le ;pour-localiser: trés. exactement les taches, plus partlcuhérement'

les taches falbles peu ‘visibles en lumiére-U.V. .enl’absence d’indicateur de ﬂuorescence o

: +On et en’ contact: dans tne cassette la cotiche. chromatographlque et un film. v

rad10graph1C1ue** Peuudnt un temps vanable selon la radxoactxwté-ﬁ;des-‘taches to

lmtensxté recherchée. v+ e e AT v

En prathue, le temps de pose do1t étre calculé pour fourmr ‘environ 109 coups

par tache 11 peut étre nécessa1re d’utlhser des temps d1fférents ‘pour le ":taches falbles?

et pourles ta' he\ ;fo ' es R T A

: Iclentz/‘ catwn cles laches , o e R SO
..»Les taches’ observées sous la lampe a. rayonnemen_,‘_ ’ultrawolet sont entourées,: et
e '1t‘de crayon,; découpées et éludes. dans ‘une:solution i ’

: "’15 Jo¥ é;"température du. laboratmre On entr 'uge:r

in'ad 3 -500 tours/mm

o * Couches de cellulose Koda.k No 6 064 (sans mdlcateur de ﬂuorescence AT
S aw I“xlms radxographxques Reguhx Kodak e e I e T
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- ~.S]fPARATION‘DE [3“P] NUCLﬁOTIDES SUR coucm:s MINCES DE CELLULOSE

3 'La densité: opthue du sumageant est mesurée ES 260 m,u. et é. 280 rn,u au spectrophot'
'_ rnétre Zelss PMQ II oES SRS L S

Calculs . ' _ 1
Les act1v1tés mesurées pour chaque ol1gonucléot1de sont apreés.. décomptage;
du brult de fond,: transformées en; quant1tés proportionnelles,aux: ‘nombres:de; moles;;
de: pynrmdmes par:100 atome-gramme de; phosphore en les lmult1p11ant par: 2] (1 ;
pour, les:expériences sans. déphosphorylatmn et par. #/ (n +—. 1) -pour;celles précédées‘
- de. déphosphorylat1on, M étant le nombre: de 1nononucléot1des de. 1’011g0nucléo1:1de§
considéré. Cette correction est. néghgée pour les taches non- 1dent1ﬁées ou d’1dent1ﬁ-
cation incertaine, l'erreur ainsi' commise’étant: néghgeable, ‘d'une  part’ parce que
" > 5 ‘et d'autre part parce’ ‘que la rad10act1v1té totale de ces: taches\e faible. .
- On. falt la- somme des act1v1tés a1ns1 corngﬁ t

'les deux méthodes. o

RESULTATS

-;‘Identz/‘catzon ‘ L mren o "
' Les résultats sont présentés dans le Tableau I ou les rapports E 28‘o/E 260 é. pH‘

,TABL]:AU Lo .1- TR ST PR Gt
' ANALYSE spECTnoPnoromtngun DE DIVERS OLIGONUCLEOTIDES PYRIMIDIQUES '/ .+

Taches identifies = .. R 280 . . . . Mdélanges
S R —— & pH 2.5 étalons
E 260 . . R [ ". . N
- -T4p5 -+ Tﬁp0 Wt 0.69 - .. 0.69
Y s 0.71 ... 0.69
- Tapg '; 0.69 0.69
Tpy o.71. .~ 0.69
CT,‘po + CT5P7‘ co 0-89 ‘ 0.88
. CTaps ; . 007 . 0.95
- CTaps : , 1.04 , ‘I1.07
L CTpy ¢ . .. 123 1.25
Cpa - - el 2,10 ‘ 2.10
CoTapg * * -, A 3% § S e I.20
CCalapy = - Y 142000 _ 1.25
" CaTpy - 1 1420 0 . 1.46
CaP3 - - .. . 180 [, . . - 2.10
+ CyTapg + CaTapy Soo L T2Ii o 1250
- CaTpg - 0 157 o o 165
CaPa,, .. 193 . - . 210
ClaPs s e e 2.10
o CAITPB S o  , Ge Ly e T, 75

0 Cette tache est ‘un’ mélange de Ty et des ohgonucléot:des supérleurs Tt
W 7 Cetteitache est' un‘mélangeide'CTy et des olxgonucléotldes supéneurs CT,, -p(n\ ).
cooe Identlﬁcatxon seulement probable. R R A P i e s R G

*j;fc':hrz;‘matag;;;fg;4gr'(iigés).-fé'b‘“z§;éa'g’r::_
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2.5 deés: d1vers ohgonucléotldes sont comparés a ceux de mélanges étalons élués dans
les mémes cond1t1ons. S ST
v “Les’ autorad10graph1es représentées sur les F1g I et 2 permettent de comparer
la. séparatmn sur couche mince de cellulose'a celle précédemment décritel sur ‘gel-de
silice: Dans’ ',celle-c1 les mononucléot1des ne’ sont-:pas.-visibles.:Dans: la premlére leur
,séparatlon ‘et'leiar mise'en’ év1dence sont au’contraire excellentes. En outre les nuclé-
otides cyt1dyl1ques plus longs que Ca, situés'dans une région’ étro1te ‘et compacte dans la
méthode sur’ sﬂlce sont trés b1en 1solés Jusqu‘é, C,l sur cellulose Il en’ est de: méme pour

a atographle bldlmensmnnelle sur couche de cellulose des"
:ohgonucléoudes pyr1m1d1ques provenant de: l’hyclrolyse acide’ ‘du DNA de’ mouton marqué' ‘par du
. phosphore ‘[32P]. Solvants:‘(1) Propane-2 z-ol-acide chlorhydrique 0.2 IV (50: 50, v/[v); (2) Propane~

z-ol-sulfate: d'a.mmomum saturé-eau :(2:79:19, v/v/v). Les. ta.ches sur la hgne horlzontale supé-
,jr1eure sont en réahté ‘des mélanges de nucléotldes Lt e e R et S E

b

[ X}

38
BRI
6‘ |
1 sens

(a)
- ]

1 ""radlograpme dune: chroma.tograpme bldxmensxonnelle sur. couche de gel de sxhce des“:
cléotxdes pyrimidique ’provena.nt_ de" l'hydrolyse acxde du:DNA. de mouton ma.rqué par.du;
¢!t [92P] . Solvants Prop: )i N b id i
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- dans: les deux méthodes Par contle T, etT5 trés blen séparés sur. 51llce‘ (qu1 a la rlgueur
_ donnerait méme To) isont: mélangés sur cellulose: a.vec ‘les; Tnlsupéneurs. D¢ méme CT;;
CTj et CT; b1en visibles'sut silice sont'confondus‘avecles CTy: supéneurs sur: cellulose.
Enﬁn, C;,Ta et Ca’l‘"‘"son , ndlscernables des nucléotides supéneurs CzT,; et:CyTpi 100
- 7. On voit. .que les: deux’ méthodes se’ complétent et se contrdlent: mutuellement
et qu elles permettent 1’1solement et: l'identificatiori'de:20 ohgonucléot1des comportant
,notamment tous les mono- d1- tr1— et’ tétranucléot1des et '3 pentanucléot1des sur: cmq

Analyse quantztatwe ot ; :

+ 'Le Tableau II donne la comp051t1on du DNA apunmque de rein. de foetus de
mouton ‘marqué par [32P] tel qu’il résulte de la’ combinaison; des deux’ méthodes
décrites plus haut. On peut 'y lire les pourcentages de- 20 nucléot1des représentant
env1ron 84 p IOO de l’ensemble des ol1gonucléot1des pyr1m1d1ques. Ces pourcentages

""'ceux obte‘ ' us sur cellulose la moyenne dé trms expénences ‘Les’ déwatmns standards
!vont été 1nscr1tes a c6té de chaque Valeur. Dans ces c" ndltlons le test t de St dent

TABLEAU II

COMPOSITION DU DNA APURINIQU’D DPE REIN DE FOETUS DL’ MOUTON
(Moles de pyrlmxdmes pour IOO atomes-grammes de phosphore du DNA)

1y

N.u.cléa@.u?esu- .u.S@ers'e.l-ﬂ!esz%w-;’:: . -v-~...$m‘°,.ellul.a.ss -»‘Dzsmbmwn ax,
i e 468 :i: 0.04
—_ . 6.56 == 0.12
.333:1.0;4 333:!:014 .
i ggz igg,:} 642 5 98 -L'- 023 Dty el
;. . 192 £0.59 ., . ..., v,169:l:017
a 205 £ 0a6 T U 2,04 002 T
7 3.54 = 0.80. ] 3.23 4 0.22
Sy ’-.‘»64 420287 v 03407752 .06
0.73 009 "
01,586 42033 o
., 2:59 057 263 k022 . 2.20
: : ‘ VLTI T e T 5 'o 42 :l: 005 LR g Ay
ST R T RN AR NN I « K-, A = 15 f - SRR s LTSS RREIN SR
DA gt PRI NOTE e 0.9)4 ;t0.14 ot e T S o 55090, ».~"’
c,T 4 o = e o “033&062' o
C2T3+C2T4"' . — ' . o 296:&05*** . ' "
CT : a 0,92 4 0.20 - . —
Ca’l‘ -+ Ca’la- ik : —_— ‘ I-.g:: + o.14"

CTu o v ' . ©37=%015 -

Valeurs de BUrTON' 1:'1* PETERSENI—4" pour le DNA de’ thymus de vea.u dont la composxtxon
en rbases g est pas sxgmﬁcatwement dxfférente de celle du DNA cle mouton (CHARGAFF ET: DAVID-

t . ' '
STy wax C;,Ta et CaT., sont proba.blement des’ mélanges de’ nucléotldes ‘

j Chromatog 34 (1:968) 202-—-209_



208 - D, ‘LAN,Do, J. DE RUDDER, M. PRIVAT DE GARILHE
montre que seules les répartitions de C, T T,, C.T, C, et CT; sont significativement
différentes de la. répartltlon la.plus probable, en admettant un. 1n1:ervalle de confiance
95 p. 100. Pour C, la probabilité de distribution aléatoire est inférieure &' 1 P 100.
C, T et. T, sont en défaut par rapport ala répart1t1on la plus probable a101s que C.T,
C, et CT, sont en exceés. .

. Les activités totales observées sur: une plaque ont été dans la méthode avec
déphosphorylatmn de 50,000 4 100,000 c.p.m. et dans la méthode sans déphosphory-

lation de 100,000 & 150,000 c.p.m.
Les taches les plus radioactives ont fourm plus de 10% c.p.m. et les plus faibles

env1ron 0% C. p m.

DISCUSSION

Dans cet art1cle essentlellement méthodolog1que nous ne ferons pasl’ étude cr1t1-
que. des résultats obtenus, qui seront 1’objet d’une analyse statlsthue compléte dans
un travall ultérieur., Notons seulement que le DNA de rein de foetus d’agneau comme
celu1 de: thymus de veau étudlé par BURTON ET PETERSEN2-4 et par SPDNCER ET
CHARGAFF“"‘“ montre une tendance & former des séquences pyrimidiques, et par suite
puriques; plus. longues que celles attendues dans le cas d’une distribution strictement
aléatoire.. En outre, le rapport’ CT/TC toujours significativement supéneur Az (moy-
enne. I. 59, “déviation standard 4+ o. 08) indique avec évidence une répart1t1on non
aléatoxre 11 semble pourtant a premlére vue que la distribution des nucléotides dans
ce DNA soit; dans I’ensemble; plus proche de la répartition la plus probable que telle
de thymus de veau. Un nombre plus grand d’expériences est nécessaire pour 'affirmer
et il n’est pas douteux que lon pulsse notablement rédmre les ﬂuctuauons expérl-
‘mentales. _

A bien des égards le 1 marquage par [32P] qu1 év1te 1’élution nous parait avanta-
geux. Les composés cytidyliques notamment s’éluent plus difficilement que les thymi-
dyliques de la cellulose. L’élution est par contre raplde et quantitative a partlr des
plaques de silice. .

Mais le grand avantage cle 1 emplo1 de [3"P] est le marquage du DNA des virus
qui se multiplient dans le- systéme cellulaire intéressé. Nous avons notamment
apphqué cette. methode A l’analyse du DNA du v1rus de I herpés en culture cellulalre
de reins de foetus de mouton- (sous presse). :

- Une: var1ante mtéressante consiste 4 marquer le DNA aprés chromatographle
d1rectement sur la plaque’ par activation neutronique (RusHIzZKY ET MILLERY, MURRAY ‘
ET OFI"ORDm) De trés petltes qua.ntltés de DNA peuvent alors étre utilisées mais, on

peut év1demrnent pas a] outer d’entrameur

RESUM]:

I.a résolut1on d’un mélange d‘ohgonucléotldes pyrimidiques provenant de
lhydrolyse ‘acide du-DNA marqué par [32P] en.culture cellulaire.a été réalisée par
chromatographle b1-d1men51onnelle sur couches minces de cellulose. Seize nucléotides -

ont été identifiés et dosés Cette méthode n’exige pas 1’élimination préalable des grou-

pements. phosphoryles terminaux. Associée & une méthode precédemment ‘publiée,
utilisant des couches de gel de silice, elle'a perm:s le dosage de 20 ohgonucleotldes.‘- i
pynm1d1ques du DNA de rem de foetus de mouton ‘ , o g '-

S ,,C.hr_omtag,. 34 ( 1968) : 292—2o9
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