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SUMMARY 

Two-dimensiona chtromatogra$hic reso&ion of [s”P] a;buri&c DNA oZigonnzccZeot+?es, 
on cethdose thin Zayers 

The resolution ,of a mixture of pyrimidine oligonucleotides obtained by acidic 
hydrciysis of a DNA previously:labelled with [32P] in tissue culture was ‘performed by, 
two :.dimensional ~chromatography on ,conimercially available cellulose .thin layers; 

j 

S&teen -iiucleotides were identified and their amounts ‘determined. This method does 
not re&ire,.tlie elimination of terminal phosPhory1 groups. Combined with a previously 
describ&l method involv<ng chromatography on silica gel thin layers, it permits the 
evaluation of .26 oligo&leotides from s&&p embryo kidriey ,akuri&c, DNA. . ‘. :‘.:’ ,, ,. ,, ,’ f , ;_. ..Y” ,..;, ,,. :; I:;, :: ,:, 

‘: ,, ,, ,. : :, ,,’ ‘,j ,._,. ,, 

,,Dans’un: travail~.pr&d&t~ nous’~avcns d&z& la resdlution rapide .d’un, melange 
,‘,’ ‘. ., 

d’oligpn6~~~qtid~s’sp.rrin;ib~~ueS, r&.&ant jde l~~yd;-~lj;7se’p,l_tie!le du ‘DNA; ,au,moyen,, 
de la,~ch~~~~t~~aphie~Jbidimen~~~nnelle sur:co,uche’mince de ‘gel:,& .silice.’ ; ‘, ‘: : :, ,, 

“. ,/ ,. C#6 ,,:in~~~ocl~“l:;d~:~:s8p~t8ticin: exige ~l~‘elimin,ation”’ pr&,al,a.ble de@ 1,. groupements ,,;,<, 2’ _: ,,(. ‘.‘. ,,,,, ., ‘Lo,,,.’ I;,,. 
~~~~~ph9ryl~S,~~~errmna~~,,,~,ousil’;ictlon’ ‘,de la’., Pliospliatase ,al,caline~, d’Esclzkk&lz koX 
11 en &t $msi&$+rien:t daiis~~,li+i&liodo c&2 I+RT+~ ,,?T, qE~~+iN?~4'~ util+nt la:. 
chro~~‘~~ogr~phie’bi~~~,endon~e~~:BurjpapieI;, “ainsi que dans celle, .de. ,HA$& ET.,,SIN+_. 
I&;,??,@ :qiii~,~~aliSen~l;IC,:Is~~,~rat~~, _des, nucl&ti,dds: ikplithes] stir ,colonne de DFAE:’ 
~qi@+i.,: go: $+t;+ticie dti ',,TETER$FN: ET '+E~%s~, signale la ‘++ili&. d’obtetiir 
,une.: s~~&~E$~~,,~ d~iso&&$ Ihoii;“~~phos~ho,rylBs” par :~&~~m~togra$hi& &r DE& 
S~pliailex’~~,-.~~Pr~~~.,.1I~~ution “&$i-&&i d’iifi ,,ti.&s: grand V.&me, d’un : gra,$lient $5 
NaCl_‘.en ‘pr&s&ce:&&e~ ,?:,; M.. C@p&datit i&i ‘~&co~~’ ,015, .ijfd+$$gi : quti dks @4?nges 
d’isdpli~~le’s’;~~‘.ieui;:resdlution,~ tilt&&i&“p&ie .les,,ni~rnes:~pr~blhmes lies a, l’existence’ 
,._J& ‘ph’&pj+yl& ‘&&,$,__&l;. ” ; ‘, ,, : ; : ‘,, 

~ ,._,,;Laidepllbsphol;yl~~i~n e&t ,surtout g&nante lorsqu’on opere sur du DNA marque 
‘$a? [92X’] i .b~&<u’oti p&d uhe’ fraction,. importan+e’ de, la ~ad@tictivit6 e! done ,de 1~ 
precision. de&losages, ~et,,,surtout parce’,que ,les”mononucldotides,:&happcnt & l’,ar$yse 
qusmti~a~i~~~:‘:*‘,,;::‘,‘,’ : ,..‘,!:I::,:‘, ,“i’ ‘. .,] ,” ‘1 ’ “, ,,’ :, ,, ” ” :, ” : I 1 : ,‘, ” 

,,,, ,,. 

: .I .). ; ‘,T ., / :.: I. :;. : ,,, ,.,:; - ,. 
,, y9u.s: ,a;on5:.dpnc,cherche, B eviter ,,cett,e d6phosphorylation,.pr~alable. Malge$, ,. >,.’ ,,.’ ,’ ,” ‘,. ., _‘.,, _,. .,. ,..; 

.I, .., , ,, ‘;, 
‘.~, : ,,; ,a .“T, ,&&&& ;a&uei,.;.;&Eit;i ~+&dr;:Sd.ic~, .& yiir&s 

, a~, I&e clu Docteur Roux, Siris (15’). 
,' .:,, ,',.',... ', ./ ,; ,. ,, ". ; 

sl~,cr;~~~-~~~~;,.~~:(i968j~:~~~2-00~~; : ,. 
:: ;’ : ,/ ‘. ‘.’ ._,,“’ .,. ,,‘. ;.; 

., :_‘. :: .,,.. . . .’ . . 
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S~~PARATION._D&[?~PJ N~ucI;OOTI~ES,~S,~R,COU~NES:MIN~ES DE,CE+ULO+-'.#‘, : : 5,031, >’ 
,, ;’ “,‘I 

.’ ., 
‘. :.‘. 

bien des tentatives, le.scouches de, sihce ne,,nous,,ont.pas:permi~,,,F1:aboutir,p~c,e::qu!elles.::. : 
; 

ne’ ~‘:tol&rent. :pas~,~les,;‘S~~ants.i’aqueux;: Nous: avons ,par:contre::,ohtenusatisfaction ei~ 
utilisant des couches minces de’cellulose que l’on trouve depuis-peu’ to,utes ,,preparees’l 
dans:ile. commerce; :.Le ;,pr&sent, travail-idecrit i cett,ei nouvelle :‘in8thode~,:~.nsi~,que !es, 
r&ultats.:que,nous:avons:obtenus~par, la:combin,a&on:,desdeuxtechniques dans.,!‘ana;,,, 
lyse‘du::DNA de. reinsde’ foetus de’mouton ,marqu& par [??PJ ,.en.culture cellukiire. “;.;:,,i ,+I.. 
/ ,’ .‘( : ,; ‘,,.,, :,‘. , ,‘,,‘, .;,:,.t .: A,,! “; “., ,,;..,,/,:,> ,;;. ,‘:!‘; ,,,. ,mII ,; ,; ‘., :, ,‘( .‘,I _‘. >.:a*. i, :. 

DBpartement.des Radioelements du C.E.A.;:Saclay),. ,.:I. ;,: (1 ; y-,;._. :.: 

Les cellules sont soumises a l’incubation B37” jusqu’a ce que la nappe cellulaire.. 
?‘8 : i .:, !, :,_‘,y *)- y’,:,; :‘:: ,,:,.,:; i.‘;“,,, ;“; ..! ‘,,,! :‘:! :,,::,.;.:;y; _,_,! I. : ‘,:‘,.,‘::)‘.., j .,,, 

:. 

~~k&baration dz~ DNA a$wuriizique i : ,, 
i ‘-7 ‘, , ‘. rl ,_.’ , . . : :t !:.:,: :> ::; .J,. ‘*’ ‘:‘, “‘,,, :::“‘_‘., ‘,,: :‘; %.,. (!, , ,.,, ),‘,,,/ 

’ “NoGs: ~~ori~, ‘s~i~;li: l~~~~th~de”de ~PURTON ET,:P~,~ER~~~ 
‘.’ 

,-.‘.‘ :::i”i .;- 
2’“c.~~pred.~~~~d~~~~se du’ 

: -$,NA,;,a+‘, ;I,a&& ‘f&_,ii+&t; ;I& ~~&p&_,~~~mi+.~; _i,les~,.pu~ries’:~bn~:~~~e’es::slu~ :$&; 

,~ COid~n’b’ :a~ ;Dd;wek ,50’.‘~.1.: ,~t” ,l~ !,d6’salifiicati~ki’ ‘des ~,nhdl~dtideK,-‘ijqi~~~~~~ ‘~)eff~~tu.~, 

.par. traitement, sur. colo,nne de’charbbn; selon les indications~pr&&h+nment 8publieesl. 
_ ,.,,,,, . ,/‘.. ,,. .:.. ” “, 

f,l?j&.= i!l%o&hat6 Lu~ffcre~.sali~~‘,‘.~~.,..~..~i,i y.,. ,..~i;: .:,, ,: :,c.::::, :;.:.:;Js :::. .tz::r:ij;l.::ti,i,. 
,,,,! *,-.‘:“‘, ,. .‘..‘,‘;‘.‘,. ,: 1 ;: ‘., ‘. : ; 1 : ; : : ,~, ~ ; ; :“, :‘. $: ‘.,. ,:, I .), ,,.._ ?‘_,I 

* *, DNA-de thymu&Wq,-jhirigto~. :: ,,I :_.; .,_ :;;... ,*: i ‘) ( : j i .’ j i ” ’ :,, ,.;; L,: .;_ .?ii -:,:.:!; ._.* 1 :::,;;“‘,‘;,, 
. . ” 
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io4; ‘,.:/ ,:, .(, ..” :,,. _.,,’ i D, :!I;AGDO;< J;“J+&D&,1 l$f; ,‘~diVAT.,DE’:GARI~HE.:,~ 1, : , \ 

Clz~omatog~a~hik~bidivviensionrzelle~szc~~~c~~ches ~bzctis~~de. ~eZZtZose .!. ,_ : : :‘:‘:,c ,I, ..’ ,I :‘r...:.C’f 

.‘, ‘: :~N,&S’$ivotis &ilis6 des couches minces de’cellulosedu col~irierce:prbtes,~,l~emploi,.: 
de’,dimenbions,&o x..&o’cm*,,‘:,;. ..I ,a ‘; ,, ,. :.:i; ,.. I;:, ,;i,.“::.p ,.:;!,_.‘,,. :;:,, ;l. :.;.,: ;‘,,: ‘,: ,,y.:!, .!,,,l;.,;;;;,!t 

.:.a I On ;applique::le solution de DNA, apurinique Qvqc ,un ;c,apillaire, p&s :d’un ,coin :a : 
3:.cr&s .‘cat& : d !:I : 1 s.. c a: p aqiie;,.i,5oo +g isont ‘n&essaires,pour :Sobtenir,.une~~tr&s‘: bonne? 
separation~:~dcs diversnucleotides; tout, ‘err gardant la~‘~possibil& he a. les localiser au 
moyen d’une lampe 2t rayonnement ultra violet. 

La chromatographie est pratiquee dans la cuve sandwich ‘Kodakl t ‘; ” ‘I ‘. 

Les solvants utilises sont : : 

Dans le, premier sens:, Propane-q-ol-acjde chlo~hyd~~~~e,‘~,.;‘N (5,o: so, v/v). ‘Le’ 
tenips: de deirolc;ppb~ent ‘ebb. d,~n(rifon, 8 hr.. : ;,’ ;;,, : , I, ,, .’ ~ 

;. ,,., 
,, :I%$~ le,‘,deuxi+&e sens i ‘Sulfa$, d~~nnio~niun~ satul’~-~~~~,~~~~:i~~!~e~~ d$$i++e I, 

i 

@aping, v/v/v)‘. ‘3 ‘a h li’ pertiettent ‘la m@%tion du s&ant sur, toute Ia; su$ice, de la, 
,:. ~ 

: ,, ,~ ._ ., :,, L, ;,: .I’.,. ‘. 



Tfzcires identifitkys 
‘., 

.E 280 ,.’ MBZanges ” , 
Ea60. ii pH 2.5 Btalons 

,:‘: 
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T,, 3.33 AZ.0 CT” ,_.’ ;’ ::*.: :‘: 2, ). :’ j 3*g2;* o’.__ 

Tc. s :, I 
-6.42 4 5.gH3 f 0.23 ;:(’ ‘, .,,,I ,:,; .,,_ 2;50;f, 0.32’ : ,, .i-..‘:..‘.+:. _..., .,, ,,.:,:: .,,,.,,: ., ‘:,_ ,. ..;;,; :) 6.-y ,, <_‘,“2.,-,, 

1.g2 zt msg., :. i :,.. ‘> I.Wf 0.17 ; ! ,,, 2.29.:.! (_ ::, . .,‘. 
i.05’ f’d.r6 .:‘, I 8.: :2;ol): * &To2.. : :: :.++ :, ‘. ._. ../ 

,CT” 3.54 =t 0.80 3.23 f 0.22 ‘,:3;f$5. :;; .‘,,:(: “,A, 

.Chf: t .: :‘, ; ; ,(. ,, ,,#. : I, ,!:a.64 f.o.28-;“, . !\:.:., ),:,:3;77,,& 9,.?6,.: ,.,: 1::: ,,a.92 :;..,i’i. 

.G3~,.z’i I.:, ,; ,:. ) ,,:.,y’ -7. ..’ ’ !:,, . . 0.74 f 0.09 :> :: ‘0,76.,, : 
T4 

;o;73 f’ &,og’ ..:.i “*)‘,. :;- : .:. bi6&. /. ,’ ‘, : .;.::; 
CT;.‘,+:::: ‘, ,: :‘: :’ ‘,,, :I 1.56 &0;33,:‘, ..’ ‘.,.:.i, ;S,i2_2g;~&:o,~3~ ,; : ,, .. ‘,, :,.I.g‘f.' ~..!:;:~l.~lj!. 

.C,T 
- &Sf3;y!z 0.13 .‘I ;,:’ ,;,,, ‘,,:f.If ,>:. ,: ‘II,.;,‘. ,:,‘, 
2.59 f o&7 t (:‘. ,, $63 f 0;+2 . 2.20. ‘;,, 

; ,.’ : -, “S. ; . ,; / ! ,, : : ,:; o.42 *.o,os ‘5 . . : ‘, .) :..: ‘;.&&2f.’ :: 

:, ! 0.27;&,0.10 I..;,s.. .: -:i,T ,,I .,,‘I,, . . : , : ,! . : 0.23’: ‘.::‘.,_ I:. ;t-.::_.!,: 

:.c: : ,.’ ..-:..~o..39’**‘,i I ,L’. :, ,; ,.o.B.G. ., ‘, ,I . ,. 

- .) ,_‘, .: !:&_ j j ;..: _I.. ,: ::,‘,; ‘, 

CT, 0.92’ & 0.20 -. 0.35 
C,T, -j- C,T,* l l 

- 1.91 f 0.14*** 0.68 * *., :< c-1 ‘, : ,::: “,: ,.I 

CT, 0.37 =t- 0.15 - O.&J.*” .” 
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montre que,seules Jes repartitions de C, T, T,, C,T, C, et CT, sent significativement 
diffkentes de la repartition 9a. plus probable, en admettant. unfintervalle de’ confiance 
95 p. (100. .P our C,’ la probabilite de distribution aleatoire est inferieure g I,’ p., IOO. 
C, T et .T2 sont en defaut ,par rapport B la repartition la plus probabte alqrs ,que C,T, 
C,etCT,sonten”exc&s.. .,: ‘. :“, 

I, .Les activit&. totales observees sur, une .plaque ont 8tr5 :dans la methode avec 
dephosphorylation de 50,000 a IOO,OOO c.p.m. et dans la ,mdthode sans dephosphory- 
lation de IOO,OOO a 

Les taches les 
environ 10~ crp.m. 

., d 

DISCUSSION 

1~0,000 c.p.m. 
plus radioactives ont fourni plus de 106 c.p.m. et les plus faibles 

‘, 
: I 

D,ans .cet, article essentiehement mefhodologi&re nous ne ferons pas l’&ude criti- 
que. des:r+sultats obtenus, qui seront !!objet d’une an,alyse:statist$qpe complete ddni 
un.: travail ult&ieur. ,Notons seulement que le DNA de rein .de foetus d’agneau’comme 
celui :de~thymus,,de veau ,$tudi& par. BURT,• N ET PETER&@'" et par ,SPENCER~ET 
C&.&i+lfi_$ montre une t&dance ZI former des sequences pyrimidiques’, ‘et par &to 
,puric&k; .pluS long&s que’ celles attendues dans le cas d’une distribution strictement 
al&at&e.‘. En, out& ie rapport’CT/TC ,to,ujours,,signifkatjvement superieur, a I (may- 
enne. x.59; ‘deviation standard & : 0.08) .indique avec ‘evidence une &partition ‘non 
aleato&e~, 11 sembkpourtant a ‘premi&re vue que Wdistribution des nucleotides dark 
ce,.,DNA%$t; :dans l’ensemble; plus ‘proche de la' repartition la plus probable que cello 
de thynius de veau. Un nombre plus ‘grand d’experiences est ‘necessaire pour l’affirmer 
et il n’est pas douteux que l’on puisse notablement reduire les fluctuations’expki- 
mentales. 

.’ 

A bien des 6gards le rnarquage par C32P] qui kite l’elution nous parait avanta- 
geux. Les composes cytidyliques notamment s’eluent plus difficilement que les thymi- 
dyliques de, la. cellulose. L’elution ,est par contre rapide et quantitative a partir des 
plaques de sihce. ‘, 

Mais le grand avantage de l’emploi de [92P] est le marquage du DNA des virus 
qui se multiplient dans le.‘syst&ne cellulaire interesse. Nous avons notamment 
applique cette’.mBthode a l.‘analyse du DNA du virus de l’herpes en culture cellulaire 
de reins .de ffetus de ,mouton (sotis presse) . ,,’ 

,Une +ariante intt+ressante ‘corisiste 2~ marquer le DNA apres chromatographie 
d&ectement,sur la plaque par activation neutronique (RUSHIZI~Y ET MILLER~Q, MURR~~T 

ET ,~FEoRD~!): De t&s p&es. quantitds de DNA peuvent alors 6tre utilisees maison 
peut ~videmment pasajouterd!entrdneur. .’ 

‘.. 

R’gSoM$’ 1 “, ; .‘,,, ‘,,I, : ;:. 

:I.. 

,:’ ::(., La::. r&oluti?n, d’un,, ,melange d’oligonucleotides pyrimidiques ,provenant de 
l'hydrolyse.~@de du..DNA .@&qu& par [a”P] en culture’ cellulaire : b’ Btd &&is&e par 
chromatograph& Wdimensionnelle sur couches ,minces de cellulose. Seize’ nucleotides 

. 
+rt &6~identifies et 'doses. &&e .m&hode n’exige pas ‘l%limin&oii prea!able’des grou- 
pements phosphoryles terminaux. Associee ,a une m6thod.e prec+demm,ent:publiee, 
utilisant des .couches de gel de silice, elk :a permis le. dosage de : z,o, oligonucleotides 
py,rmn#ques du’DNA ,de rein de, foetus, de’moutbm .. : ), ‘. , 

.T ,; 
: 1 ” .i . ’ 
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