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SUMMARY 

14C-labelled deoxyribonucleosides have been prepared by enzymatic 
transfer of deoxyribose from a d-nucleoside on to the labelled pyri- 
midine or purine base selected. The operation is effected in a single 
stage with a crude enzyme extract of Lactobacillus helveticus. With 
carefully studied reaction conditions donorlbase concentration ratio 
and temperature - the follouiing substances and yields were ob- 
tained : d-adenosine (95%) ; d-guanosine (95%) ; d-inosine(90yo) ; thy- 
midine (80%) ; d-cytidine (95%) ; d-uridine (73%). 

As the method employed has the advantage of not entailing isotopic 
dilution, the specijic activity of the substances obtained is the same as 
that ofthe initial labelled base. The purifying technique used ensures 
apurity of over 99.5%. 

The episodic formation oj’secondary radioactive substances indicates 
that certain cultures contain a deaminase which acts on purine 
deoxyribonucleosides. A nucleosidase activity affecting thymidine 
and d-uridine was demonstrated. 

R ~ S U M ~  

On a effectui la prdparation de desoxyribonucliosides marquis 
au 14C par transfert enzymatique de desoxyribose d’un d-nuclboside 
sur la base pyrimidique ou purique marquie choisie. L’opkration se 
,fait en une seule dtape auec un extrait enzymatique brut de Lacto- 
bacillus helveticus. L’ktude des conditions de rdaction, rapport des 
concentrations donneurlbase et tempdrature, a permis d’obtenir les 
produits suivants avec les rendements respectifs de d-adinosine 
(95%) ; d-guanosine (95%) ; d-inosine (90%) ; thymidine (80%) ; 
d-cytidine (950/,) ; d-uridine (73%). 

* Stagiaire boursier de 1’Association pour l’organisation des stages en France. Adresse 
actuelle : Radiochemistry and Isotopes Div. Atomic EnergyEstablishment,TROMBAY, Indes. 
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La mithode employee prisentant l’avuntage de ne pas entrainer 
de dilution isotopique, I’activiti spdcifique des produits obtenus est 
celle de la base marquee de ddpart. La technique de purijication 
employie garantit une pureti supdrieure a 99,5%. 

La jormation ipisodique de substances seconduires radioactives 
indique que certaines cultures contiennent une disaminase active 
sur les desoxyribonuclioside puriques. Une activitd nucleosidasique 
agissant sur thymidine et d-uridine a iti mise en ividence. 

INTRODUCTION 

La thymidine tritite a ett prtparte par FRIEDKIN et ROBERTS en utilisant 
I’enzyme desoxyribose phosphorylase de foie de cheval selon la rtaction : 

thymidine + phosphate F? thymine + desoxyribose 1 phosphate 
desoxyribose 1 phosphate + thymine 14C p thymidine 14C + orthophosphate 

Puis REICHARD (2) a montrt que les 2 reactions successives ci-dessus pou- 
vaient Ctre rtalistes simultantment selon le schtma rtactionnel 
thymidine + thymine l4C + orthophosphate p thymidine 14C +thymine + orthophosphate 

en utilisant une enzyme bacttrienne. Cette mtthode a Ctt appliqute Cgalement 
par T. SEKICUCHI et al. (3)  en utilisant un extrait enzymatique de foie de veau. 
Ces auteurs indiquent qu’il est possible d’obtenir ainsi de la thymidine 14C de 
haute activitt sptcifique bien que la mtthode elle-mCme conduise inevitablement 
a une dilution isotopique. Des rtsultats identiques ont ett  obtenus dans ce 
laboratoire avec le mCme systbme enzymatique par R. BAILLY*. La methode 
de DE VERDIER et VAN POTTER (4) qui utilisent la desoxyuridine comme donneur 
de desoxyribose a tt6 mise a profit par WINAND (’) pour prtparer la thymidine 
3H a partir de thymine 3H sans dilution isotopique. Le systbme enzymatique est 
extrait du foie de rat. 

Tandis que les prtparations enzymatiques dtcrites prkctdemment utilisent 
une phosphorylase, la mtthode utiliste par WILLIAM ( 6 )  fait appel la trans 
N-desoxyribosylase dicrite d’abord par Mc NUTT et KALCKAR, MC NUTT et 
HOFF J0RGENSEN (’) sous le nom de trans-N-glycosidase, puis etudite plus en 
dttail par ROUSH et BETZ (’). La prtparation prCsente une sptcificitk limitte au 
2-desoxyribose et se rtvele utilisable pour le transfert du 2-desoxyribose sur 
une base purique ou pyrimidique selon la reaction suivante . 

base-1 + base-2 desoxyriboside 8 base-2 + base-I desoxyriboside 

Dans le prtsent travail, les rtsultats de WILLIAM ont CtC confirmis avec des 
rendements sensiblement suptrieurs. De plus, la desoxyuridine et la desoxy- 
inosine ont t t t  prtpartes par voie enzymatique avec des rendements suptrieurs 
a 70%. 

* Stagiaire dktache de I’Universite de Toulouse. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

EXTRACTION DE L’ENZYME TRANS N-DESOXYRIBOSYLASE. Le Lactobacillus 
helveticus (NDC 0 30)* qui a CtC le plus souvent employ6 pour cette ttude 
est mis en culture a 45 “C dans le milieu : 

Peptone : 10 g ; extrait de viande : 10 g ; extrait de levure : 5 g ; Tween 80 : 
1 ml; phosphate dipotassique : 2 g ; sulfate de sodium (3H20) : 5 g ; citrate 
d’ammonium : 2 g ; sulfate de magntsium (7H20) : 200 mg ; sulfate de manga- 
nbse (4H,O) : 50 mg ; eau distillee : 1 1. 

Le pH est ajustt a 6,7 et le milieu sttrilist 120°C pendant 20 minutes et 
filtrt. On ajoute alors 20 g de glucose et on sttrilise 20 minutes a I1 8 “C. Le 
pH final doit Ctre de 6,l a 6,2. Les batteries sont centrifugtes, lavtes dans un 
tampon citrate pH 6,0, remises en suspension dans un tampon phosphate pH : 
6,O et l’enzyme est extraite par desintegration sonique** 9 kc pendant 12 mi- 
nutes, B O’C, puis B nouveau 20 minutes dans les m&mes conditions. Le mtlange 
est centrifugt a 8.000 g, 2 “C, pendant 30 minutes. La fraction active est extraite 
selon le proctdt simplifit de  WILLIAM'^'. Le l e r  prtcipitt au sulfate d’ammonium 
B 35% de la saturation (Lh-a) est elimine par centrifugation et au surnageant 
on ajoute de nouveau du sulfate d’ammonium jusqu’i 70% de la saturation. 
Le prtcipite est remis en solution dans l’eau distillte (Lh-b) et la solution est 
dialyste contre de I’eau distillte B 2°C pendant 24 h. Aprks lyophilisation, le 
rtsidu est remis en solution dans I’eau distillte. Cet extrait (Lh-lb) est utilist 
dans la majoritt des essais dtcrits ici. Un extrait brut (Lh-3), surnageant aprbs 
dtsinttgration sonique, a donnt des rtsultats tquivalents sauf pour la prtpara- 
tion de la desoxyadtnosine, desoxyhypoxanthine et desoxyguanosine (voir 
discussion). 

Conditions de rdaction. La rtaction a gtntralement CtC faite dans un tube 
B centrifugation dans lequel on met successivement la base marqute soit par 
le carbone 14C, soit par le tritium, le desoxyribonucleoside donneur, la solution 
enzymatique et 1 goutte de tolubne pour limiter la proliftration bacttrienne. Les 
difftrents constituants, A I’exception de l’enzymes, sont dissous dans un tampon 
phosphate (pH 6,O). Le tube fermt par une feuille de G Parafilm )) est porte a 37 “C 
pendant le temps choisi, aprbs quoi l’enzyme est prtcipitt par addition de 4 vo- 
lumes d’alcool bouillant et le tube maintenu ensuite a 65 “C pendant 20 minutes. 
Le milieu est refroidi alors a 0°C et conservt a cette temptrature pendant 
plusieurs heures avant centrifugation. Le surnageant est lyophilist, redissous 
dans I’eau et chromatographit soit sur papier, soit sur couche mince. a) Chroma- 

* Nous reniercions M. AUCLAIR du Centre National de Recherches Zootechniques pour 
le pr&t de cette souche et de nombreux details sur les conditions de culture et de conservation. 

Nous reniercions egalement Madame le Dr. l . U .  BOONE, LOS ALAMOS Scientific 
Laboratory pour l’envoi de la souche L. helveticus ATCC 12046 et de precieux conseils pour 
la culture et l’entretien de cette souche 

** Raytheon S. 102 A. 
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tographie sur papier. Thymidine, desoxyuridine. Les produits de la reaction 
sont deposts soit par taches, soit sur un trait sur une feuille de papier Whatman 
I11 cousue sur une bande de papier Whatman 1. La bande de papier Whatman I 
plonge dans l’augette de solvant et freine le debit de phase mobile realisant sou- 
vent de meilleures separations. Le developpement est fait en chromatographie 
descendante a 22”C, 15 h environ, a l’aide du solvant acetate d’kthyle ; acide 
formique ; eau : 60 : 5 : 35 (solvant 1). b) Desoxyhypoxanthine - Ce mCme 
procede a Ctt employe avec l’eau distillee comme solvant de developpement 
(solvant 2). Une substance radioactive formee a partir de l’hypoxanthine a un 
R, de 0.70 dans ce systeme. c) Desoxycytidine - Le papier Whatman I a ete 
utilise en parallde avec la technique sur couche mince - Sur papier - le solvant 
est : isopropanol, acide chlorhydrique (d = 1,19), eau : 170 : 17 : 49 (solvant 3). 
Le temps de developpement est de 30 heures environ a 22°C (voir tableau des 
RF). d) Chromatographie sur couche mince. Sur couche de cellulose (MN 300 
Merck) epaisseur 0,250 mm (les plaques sont utiliskes sans activation prealable). 
Le solvant de developpement est l’eau distillee et la temperature est celle du 
laboratoire (21-25 “C). Les separations obtenues sont rassembltes dans les 
tableaux l a  et Ib. 

Identijcation desproduits de la rkaction et calcul du rendement. - Les produits de 
la reaction sont identifies par comparaison avec les ttmoins correspondants, 
chromatographits dans les mCmes conditions, en alternant les essais et les 
tCmoins. Les taches sont dicelees en lumikre ultra-violette sur les chromato- 
grammes. La distribution de la radioactivite sur les chromatogrammes est 
determinee a l’aide d’un lecteur de radioactivitk a compteur 2 n sur les plaques et 
4 n pour les papiers. Le profil radioactif enregistre permet de calculer le rende- 
ment avec une precision suffisante en mesurant au planimetre les surfaces 
respectives de chacun des pics correspondant aux rtactifs et aux produits. 

R~SULTATS 

Avec les differentes preparations enzymatiques, nous avons cherche les 
meilleures conditions experimentales pour obtenir une conversion aussi com- 
plke que possible. L’enzyme a ete mis en concentration suffisante pour obtenir 
un Cquilibre rapide. Les points suivants ont t te etudiks : constante d’equilibre 
pour un certain nombre de combinaisons possibles (tableau V), influence des 
temps de reaction (tableau III), influence du rapport molaire donneur/base 
qui a toujours ete pris assez grand pour tendre vers une conversion aussi com- 
plkte que possible (tableau IV). Un essai a temperature ClevCe est egalement 
mentionne. 

a) Stcechiomktrie de la rkaction. Les travaux precedents (6, ’) montrent que 
les d-nuclkosides ne fonctionnent pas tous avec la mCme efficacite comme 
donneurs. En consequence, leur aptitude a t t t  tvalute en calculant le rapport : 
K = (d-nucltoside 1) (base 2)/(d-nuclCoside 2)  (base 1) pour des reactions dont 
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les rapports donneur/base initiaux sont voisins de 1. L’Ctude a ete faite avec un 
systkme enzymatique purifik (Lh-1 b) et avec un systeme enzymatique brut 
(Lh-3.) Le dernier est susceptible en particulier de donner avec les bases marquees 
des produits radioactifs secondaires (voir discussion). On note que les rapports 
(( K )) diffkrent sensiblement selon que l’on prend l’une ou l’autre des prtpara- 
tions enzymatiques, la preparation enzymatique purifiee donnant systematique- 
ment une reaction plus complkte. 

La valeur trouvee pour le systbme hypoxanthineld-guanosine est en accord 
avec celle de ROUSH et BETZ (0,34/0,35). Par contre, pour le systkme cytosine/ 
thymidine, nous trouvons une valeur sensiblement plus klevie (0,26 contre 0,18) 
et la reaction inverse nous fournit une valeur beaucoup trop faible : 0,03 alors 
qu’on devrait avoir : 1/0,26 - 4. Cependant, la figure 1 montre clairement que 
la reaction ne progresse plus ; les chromatogrammes ne portent aucune autre 
substance radioactive que la base marquee et le d-riboside correspondant. 
On observe donc que dans de nombreux cas la reaction s’arr&te avant d’avoir 
atteint l’equilibre vrai, peutQtre parce que l’enzyme est dejja en grande partie 
devenu inactif. Cette hypothkse est corroboree par le fait que les rapports K 
varient sensiblement d’une prtparation enzymatique a I’autre. Quoi qu’il en 
soit, les valeurs de K obtenues permettent de faire une estimation de l’aptitude 
des divers d-ribosides a servir comme donneurs, les conditions exptrimentales 
&ant identiques pour toute la strie d’experiences (tableau 11). On observe donc 
que les d-ribosides pyrimidiques sont de meilleurs donneurs que les d-ribosides 
puriques, comme I’avait deja observe W~LLIAM (6) et que la thymidine est meil- 
leur donneur que la d-cytidine. 

b) Influence des temps de rtaction. Le tableau I11 montre que de faqon 
generale pour des temps superieurs 5 h. la reaction ne progresse plus ou 
faiblement (thymineld-adenosine, thymineld-cytidine, cytosine/thymidine, ura- 
cileld-adenosine) ou regresse surtout pour des temps de reaction suptrieurs a 
1 5 h (thymineld-cytidine, thymineld-adenosine). Dans certains cas (guanine/ 
thymidine) une incubation longue donne naissance a une nouvelle substance 
radioactive. TI est interessant de noter Cgalement que deux extraits enzyma- 
tiques diffirents (Lh-1 b, Lh-3) utilises avec les mCmes substrats (thymine/ 
d-cytidine) donnent soit une reaction qui reste au m&me degrk d’avancement 
(env. 78%, Lh-1 b), soit une nette regression de 70 a 51% (Lh-3). Sans doute 
I’extrait brut Lh 3 contient-il un systkme enzymatique du type thymidine- 
hydrolase ou phosphorylase. 

c) lnfruence du rapport des concentrations donneurlbase. La determination 
des (( valeurs de K )) indique que le donneur doit &tre en excks pour obtenir 
une bonne conversion de la base marquee en desoxyribonuclkoside correspon- 
dant. Le tableau TV rksume les rtsultats obtenus avec quelques variations de ce 
rapport. En rkalitk, il apparait que le degrk d’avancement de la reaction prtsente 
une limite que l’accroissement du rapport des concentrations donneurlbase ne 
permet pas de depasser, notamment pour le systkme thymineld-adenosine. Pour 
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la reaction thymineld-cytidine, on note Cgalement qu’un tris grand excis de 
d-cytidine limite la reaction i une valeur beaucoup plus basse. 

d) Influence de la temperature. La temperature d’incubation a it6 de 37°C 
en general. Cependant, nous avons note que la rkaction guanine/thymidine est 
complkte avec un rendement de 100% en 45 minutes i 60°C et ne donne pas de 
substance radioactive autre que la d-guanosine. I1 en est de m&me pour la reac- 
tion cytosinelthymidine qui donne, dans ces conditions, un rendement superieur 
a 90%. 

e) Comportement des prtparations enzymatiques. Une preparation enzyma- 
tique Lh- 1 b obtenue par la mtthode de purification decrite, donne la conversion 
base + d-riboside sans autre produit radioactif. Par contre, une prkparation 
brute Lh-3 donne avec les bases puriques 1 ou 2 substances radioactives en plus 
des d-ribosides (fig. 2). Une autre preparation (meme souche, culture differente) 
Lh-4 fournit 3 fractions : L h 4 a  : precipitation par le sulfate d’ammonium 2 
35% de la saturation ; Lh-4b : 2“ precipitation par le sulfate d’ammonium a 
70% de la saturation ; Lh-4c : surnageant. Le tableau V montre que la formation 

onc. 
% 

I I I temps 
60 90 min. 10 30 

FIG. 1 .  - Cinetique cytosine/thymidine ; 0,20 p M  cytosine,0,25 p M  thymidine, enz.Lh-4b. 
En ordonnee : concentration de d-cytidine exprimke en % de conversion. 



PR~PARATION DE DESOXYRIBONUCLEOSIDES MARQUES AU 14c SUR LA BASE 41 

de substance YT est une particularitt de culture, l’activite: adenine* + thymidine 
+ YA* ne se trouvant dans aucune des fractions de la culture Lh-4. 

DISCUSSION 

Les rtsultats obtenus sont en accord avec ceux de ROUSH et BETZ (’) et 
de WILLIAM ( 6 ) .  Outre le point de vue pratique de la prtparation de d-nucltosides, 
trois phtnomhes suppltmentaires ont ttt observts. 

A. - Formation de produits secondaires, Dans certains tests, nous avons 
obtenu une ou deux substances secondaires radioactives dtrivtes de la base 
marqute introduite. Les rendements obtenus dam les conditions de reaction : 
rapport molaire donneur/base* 10, temps 16-32 h, tempkrature 3 7 T ,  enz. 
Lh-3, sont les suivants : Y, = 20% ; Y 

Ce phenomkne a donnt lieu a une serie d’observations compltmentaires : 
1. Toutes les bases puriques utilistes sont susceptibles de donner des pro- 

= 25% ; YA = 85%. 

duits secondaires Y. 
x 3 

K+d-T 

7 

c3 TI 

(3 x 

G8+d-T - 
FIG. 2. - Formation de produits secondaires - Profils de radioactivitk 

Chromatographies sur papier Whatrnan 1-111 - solvant eau distillee 

7 YA : produit secondaire derive de l’adenine; Y H  : produit secondaire derive de l’hypo- 
xanthine; YG : produit secondaire derive de la guanine 
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2. Les preparations enzymatiques brutes ne donnent pas toujours des 
produits Y, ainsi aucune des fractions de Lh-4 ne donne de produit Y.- I1 en 
resulte que l’activite enzymatique generatrice de Y est une caracteristique qui ne 
se retrouve pas dans toutes les cultures. 

3. Par chromatographie sur papier (fig. 2), on stpare pour l’adenine deux 
substances : Y,, et YAZ, pour la guanine une substance : Y,, pour l’hypoxan- 
thine une substance : Y H. Les R (tableau VI) semblent indiquer que : 

a> YA, d-H 
b) YA, YH Y ,  
4. Les produits Y sont hydrolysis par l’acide formique 1N et chromato- 

graphits sur couche mince de cellulose MN 300, solvant eau distillee. La 
d-adenosine est hydrolyste en adenine, la d-inosine en hypoxanthine et la 
d-guanosine en guanine, de plus, Y,,, apris hydrolyse donne une substance qui 
a le mCme R que I’hypoxanthine, Y,,  aprbs hydrolyse a le mCme R que le 
produit d’hydrolyse de Y H .  Par contre, il semble que le produit d’hydrolyse 
de Y, ait un RF different des produits de Y et Y,,. 

5. Le produit d’hydrolyse de Y, ,  et Y ,  n’est ni l’acide urique, ni la xan- 
thine, ni I’acide allantofque. 

6. La rtaction comportant tous les rtactifs sauf le donneur est ntgative et 
ne donne pas de produit secondaire marque. 
- De 6 ,  on peut inferer que les produits Y sont des d-ribosides ou substances 
derivtes. 
- De 6 ,3  et 4, on deduit que : 

Y,, d-H 
YA2 - Y H  #YG 

La culture Lh-3 contient donc en particulier une d-adenosine-desaminase 
trts active. Ce resultat parait en contradiction avec une remarque de SCHLENK (9) 

qui indique que L. helveticus contient une dtsaminase catalysant la dtsamina- 
tion de l’adtnosine, mais pas de la d-adtnosine. Peut-Ctre doit-on admettre que 
L. h. contient toujours une adenine-riboside dtsaminase et Cpisodiquement 
(selon les conditions de culture ?) une autre enzyme qui serait une adtnine- 
desoxyriboside dtsaminase. Par ailleurs, la nature des substances Y,,  (Y H) et 
Y, reste inconnue. 

7. L’extrait enzymatique Lh-3 trait6 a 55°C pendant 10 minutes, donne 
les memes rtsultats que le temoin non trait6 

8. La cinttique de la reaction adtnine + thymidine montre une tvolution 
des quantitts relatives de d-adenosine et YA1+, selon les courbes indiquees 
dans la figure 3, (rapport molaire donneur/base : I ) .  a) dans une premi5re 
ptriode la quantitt de Y,,+, croit au detriment de d-A. b) dans la deuxieme 
phase, l’tquilibre se deplace dans I’autre sens. 

Test avec enzyme traitee a 55°C d-A = 61 %, YAI + Y A ~  = 3 8 % ;  temoin non 
trait6 d-1 = 60%. Y A l  + YA2 = 39%. 
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- De 6 et 8a, on conclut que d-A est precurseur de Y,,+, et 86 suggkre que la 
deuxiime partie de la reaction est reversible selon le schema : 

1 2 
A* + d-A” Y*,1+, 

De plus, il est vraisemblable que k ,  > k ,  et k ,  > k,. Les donnees fournies ici 
ne permettent pas de discuter des rapports de Y,,  et Y,,  entre eux et avec d-A. 
- Par ailleurs, 6 indique que la desamination ne se fait pas sur I’adenine, ce 
qui confirme les resultats correspondants cites par SCHLENK (9). 

fonc. 

100% 
I 

- -  A-temDs 
50 150 00 mlh. 

FIG. 3 .  - Cinetique de formation de d-A et YA1+2 
Systkme adbnine/thymidine - rapport molaire 1. X = YAl+z, 0 = d-A, A = Adenine 

B - Inhibition par un exc2s de donneur. Les rCsultats montrent que le 
rapport des concentrations donneur/base doit &re assez grand pour obtenir une 
conversion rapide et importante base* + d-riboside*. Cependant, une valeur 
croissante de ce rapport ne permet pas de dCplacer la rCaction au-dela d’une 
limite variable selon les substrats, le donneur B forte concentration se compor- 
tant m&me dans quelques cas comme un inhibiteur de la reaction (thymine/ 
d-cytidine, rapport molaire 100) (tableau IV). A ce phtnomine general, s’ajoute 
une observation supplkmentaire. 

9. La proportion de d-A par rapport a YA,+, est dependante du rapport 

1 Pour la reaction adenine-d-cytidine, rapport molaire : 10, on obtient YA = 85% 
d-A = lo%, pour un rapport molaire de 1 on obtient Y A  = SO%, d-A = 40% et il reste 
environ 10% d’adenine. Le m6me phknomkne est observe pour le systkrne adenine-thymidine 
pour lequel les rendements dans les dernikres conditions citees sont : YA = 30%, d-A = 60%. 
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molaire donneur/base. Pour une valeur Clevee de ce rapport, la quantitk relative 
de Y ,  est plus tlevte. 

10. Un rapport molaire tlevC (9)  donne une cinetique plus rapide et la 
reaction ne progresse plus aprbs une heure, tandis que la proportion de Y ,  est 
beaucoup plus ClevCe. 

- Ces observations ne peuvent 2tre raisonnablement interprettes sans une 
etude plus rigoureuse de la cinetique et en particulier jusqu’ii I’obtention d’un 
equilibre veritable. 

C - Ritrogrudution pour des incubations prolongies. Le phknombne peut 
@tre explique par I’intervention d’enzymes du type desoxyriboside nucleosidase. 
Selon MANSON et LAMPEN ( l  O ) ,  E. Coli contient une pyrimidine desoxyriboside 
nucleosidase activesur thymidine, mais non sur d-cytidine, ce que nous observons 
Cgalement pour la preparation Lh-3. De plus, nous mettons en evidence que 
le m2me extrait contient Cgalement une enzyme active sur la d-uridine. Cette 
activite n’est pas g2nante car la reaction est sensiblement plus lente que la 
conversion base -+ d-riboside. 

En conclusion, les resultats obtenus montrent qu’il est possible d’obtenir 
avec de trbs bons rendements (tableau VII), la conversion des bases en deso- 
xyribonucleosides correspondants en s’adressant en particulier aux bases py- 
rimidiques comme donneur, les difficultts de separation qui avaient empCchC 
WILLIAM d’utiliser ce groupe de donneur ayant CtC surmonttes. Le rendement 
n’est pas sensiblement ameliort par des incubations longues qui, dam le cas 
des bases puriques, peuvent donner des produits secondaires radioactifs ou, 
pour les bases pyrimidiques, une retrogradation de la reaction. 

Le rapport des concentrations donneur/base ne permet pas ii lui seul de 
deplacer la reaction au-delii d’une certaine limite variable selon les substrats, le 
donneur B forte concentration dCplaGant parfois la reaction dans le sens oppose 
B celui qui est attendu. 

La formation Cpisodique de substances secondaires est un phenombne qui 
dipasse I’objectif pratique qui est celui du present travail. I1 parait ntanmoins 
Ctabli que certaines cultures de la souche employee contiennent une desaminase 
active sur les desoxyribonucltoside puriniques non observke jusqu’h prbsent 
par les auteurs chez cet organisme. De plus, une activitk nucliosidasique agissant 
sur thymidine et d-uridine a CtC mise en evidence. 

Nous remercions M. FROMAGEOT pour la discussion de ces rksultats ainsi 
que M. le Professeur COURSAGET, Chef du Dtpartement de Biologie pour I’inttrbt 
avec lequel il a suivi ce travail. Nos remerciements vont ii M. MAIER-HUSER 
pour d’utiles conseils dam la technique chromatographique. Nous remercions 
egalement M. Rent BUISSON pour une trbs efficace collaboration technique et 
Mile M. TSCHERNING pour la culture du L. helveticus. 
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TABLEAU Iu. RF (*) des bases et d-nucleosides dans diverses conditions 

Bases 
et d-nucleosides 

adenine 
d-adenosine 
guanine 
d-guanosine 
cytosine 
d-cytidine 
thymine 
thymidine 
uracile 
d-uridine 
hypoxanthine 
hypoxanthine d-riboside 
xanthine 

Conditions 
1 

0,09 
0 , l O  
0,12 

0,05 
0,04 
0,45 
0,32 
0,38 
0,28 

- 

- 
- 
- 

Conditions 
2 

0,38 
0,53 
0,33 
0,59 

0,78 
0,70 
0,81 

I 

- 
_- 

0,55 
0,65 
0,88 

Conditions 
3 

0,38 
0,28 
- 
- 

0,48 
0,62 
0,72 
0,78 
- 
- 

- 
- 
- 

Conditions 
4 

0,27 
0,51 
0,23 
0,57 
0,45 
0,72 
0,75 
0,80 
0,7 1 
0,7 1 
0,58 

0,52 
- 

* Valeurs moyennes avec une fluctuation de 0,Ol-0,03 principalement a cause des 

Conditions 1 : papier Whatman I -111 (voir texte)-solvant 1 - temperature 22°C & 1 .  
Conditions 2 : papier Whatman 1-111 - solvant 2 -temperature 22°C & 1. 
Conditions 3 : papier Whatman I - solvant 3 - temperature 22°C & I .  
Conditions 4 : couche mince - cellulose MN 300 - temperature 22-24°C - solvant : 

variations de temperature. 

eau distillee. 

TABLEAU 11. Etude des conversions base* -+ d-riboside* 

Base pM 

Hypoxanthine 1 pM 
Hypoxanthine 1 pM 
Hypoxanthine 1 pM 
Hypoxanthine 1 pM 
Hypoxanthine I pM 
Hypoxanthine 1 p M  
Hypoxanthine 1 pM 
Hypoxanthine 1 pM 
Cytosine 1 PM 
Cytosine 1 ELM 
Cytosine 0,22yM 
Cytosine 1 P M  
Uracile 1 , l I p M  
Uracile I , I l p M  
Thymidine 0,84pM 

Donneur pM 

d-adenosine 1 pM 
d-adenosine 1 pM 
d-cytidine 1 p M  
d-cytidine 1 pM 
d-guanosine 1 pM 
d-guanosine 1 pM 
thymidine 1 pM 
thymidine 1 p M  
d-adenosine 1 pM 
&adenosine 1 pM 
thymidine 0,25pM 
thymidine 1 pM 
d-adenosine 1 pM 
d-cytidine 1 pM 
d-cytidine 1 pM 

Systkme 
en z y m a - 
tique ** 

Lh-lb 
Lh-3 
Lh-lb 
Lh-3 

Lh-3 
Lh-lb 

Lh-lb 
Lh-3 
Lh-lb 
Lh-3 

Lh-3 

Lh-lb 

Lh-lb 

Lh-lb 

Lh-lb 

remps de 
reaction 

4 h  
5 h  
4 h  
5 h  
4 h  
5 h  
4 h  
5 h  
4 h  
5 h  
4 h  
5 h  
5 h  
5 h  
5 h  

% de 
onversion 

36 
34 
52 
44 
37 
27 
61 
51 
13 
13 
37 
21 
11 
26 
17 

- 
K*** 

0,32 
0,26 
1,17 
0,62 
0,34 
0,14 
2,45 
1,08 
0,02 
0,02 
0,26 
0,07 

0,14 
0,03 

0,02 

* Marque par 14C ou 3H. 
** Voir texte. 
*** Voir texte. 
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TABLEAU 111. Influence des temps de reaction sur le rendement de conversion 

thymine 

thymine 

__ 

Base Donneur 

d-adenosine 

d-adenosine 

thymine d-cytidine 

thymine I d-cytidine 

cytosine 

cytosine 

d-adenosine 

thymidine 

uracile d-adenosine -1 
adenine 

uracile I d-cytidine 

thymidine 

- 
Temps 

5 h 30 
1 5 h 0 0  

4 h 0 0  
7 h 0 0  

16 h 00 
32h00 

4 h 0 0  
7 h 0 0  

16h00  
30 h 00 

4 h 0 0  
16h00 
32 h 00 

4 h 0 0  
16h00  
32h00  

4 h 0 0  
6 h 3 0  

16h00  
32h00  

5 h 3 0  
15h00 

4 h 0 0  
16h00  
32 h 00 

-- 

-~ 

4 h 0 0  
7 h 0 0  

16h00  
38h00 

~ ___ 

Rendement 
% 

23-29 
30-33 

34 
36 
30 
32 

77 
81 
79 
76 

70 
51 
51 

23 
25 
17 

> 95 
> 95 
> 95 
> 95 

~ 

40 
44,5 

73 
48 
45 

80 
> 95 
> 95 
> 98 

Conditions experimentales 

rapport molaire donneur/base : 5 
pr6p. enz. Lh-lb - temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
enz. Lh-1 b - temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
enz. Lh-lb - temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
enz. Lh-3 - temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
enz. Lh-3 - temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
:nz. Lh-lb - temperature 37°C 

~ 

rapport molaire donneur/base : 10 
enz. Lh-lb - temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
mz. Lh-3 -temperature 37°C 

rapport molaire donneur/base : 10 
:nz. Lh-lb - temperature 37°C 
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TABLEAU IV. Influence du rapport donnemibase* sur le rendement de conversion 

YAl * 
% 

Rapport 
molaire 

donnew/ 
base * 

YA2 * 
% 

Base * 

75 
30 
0 
0 
0 
0 
0 

Donneur 

5 
10 
0 
0 
0 
0 
0 

Rendeme Conditions experimentales 

thymine d-adenosine 2 
3 
4 
5 
6 
7 

10 
15 

22,3 
26,5 
27,6 
31,7 
28,2 
33,2 
31,4 
33,3 

temps de reaction 15 h 
enz. Lh-lb - temperature 37°C 

thymine d-cytidine 10 
100 

79,O 
25,O 

temps de reaction 16 h 
enz. Lh-lb - temperature 37°C 

thymine d-cytidine temps de reaction 4 h 
enz. Lh-3 - entre parentheses : 
enz. Lh-lb - temperature 37°C 

uracile d-adenosine 5 
6 
7 s  
8 S  

40,2 
46,l 
44,l 
44,1 

temps de reaction 5 h 30 
enz. Lh-lb - temperature 37°C 

adenine 

* SI 

thymidine 2 s  
5,o 
7,5 

10,o 

36,7 
61,1 

> 95,O 
> 95,O 

temps de reaction 2 h 
temperature 37°C 

stance marquee 

TABLEAU V. Systbme adenine * -+ thymidine d-adenosine * + thymine 
~ 

Fraction 
enzymatique 

Rapport molaire 
donneurlbase * 

d-A * 
% 

Lh-3 
Lh-3 
Lh-lb 
Lh-4a 
Lh-4b 
Lh-4c 
Lh-4b **  

10 
1 

10 
1 
1 
1 
1 

10 
60 
80 
50 
80 

1 
79 

* Substance marquk. 
** Reaction en milieu sans phosphate (enzyme dialysee, eau distillee, non tamponnee). 

Dans tous les cas la reaction a cesse de se developper au bout de 4 heures. 





50 R. CARDINAUD ET K. V. VISWANATHAN 

BIBLIOGRAPHIE 

I .  FRIEDKIN, M. et ROBERTS, D. - J. Biol. Chem., 207 : 257 (1954). 
2. REICHARD, P. - Acta Chem. Scand., 9 : 1275. (1955) 
3. SEKIGUCHI, T., et YOSHIKAWA, H. - J. Biochem., 46, 11, 1505 (1959). 
4. DE VERDIER, C. H., et VAN POTTER, R. - J .  Nat. Cancer Inst., 24, 13, (1960). 
5. WINAND, M., et GOUVERNEUR, L. - Proc. Conf. in Methods of Preparing and Storing 

Marked Molecules. Brussel Nov. 1963. Euratom 162Y, p. 1147. 
6. WILLIAM, D.L. - Can. J. of Chemisfry, 40, 1742, (1962). 
7. a) M c  NUTT, W.S. - Bzochem. J., 50, 384, (1952) 

b) KALCKAR, H. M., MC NUTT,W.S.,et HOFF J0RGENSEN,E.-Biochem. J.,50,397, (1952). 
8. ROUSH, A. H., et BETZ, R. F. - J .  Biol. Chem., 233, 261, (1958). 
9. SCHLENK, F., in The Nucleic Acids. E. CHARGAFF, E., et DAVIDSON, 1. N. -Vol. 11, p. 322. 

Academic Press. (1955.) 
10. MANSON, L.A. LAMPEN, J . 0 .  - J. Bid .  Chem. 193: 539 (1951). 




