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Isolement et purification d’acide désoxyribonucléique
de radioactivité spécifique élevée obtenu par
incorporation de thymine tritiée par escherichia coli
Recu le 15 novembre 1966

Parmi les systémes vivants susceptibles d’incorporer un précurseur
porteur d’un radioéiément dans leur acide désoxyribonucléique (DNA), les
cellules de mammiferes (tumeur d’Ehrlich, intestin ou rate de souris : Paoletti,
Lamonthezie ) présentent I’avantage de permettre d’extraire aisément des
quantités assez importantes de DNA. Mais, avec ces systémes, seule une petite
partie du précurseur est incorporée et la radioactivité spécifique du DNA
est faible; de plus, on n’est pas assuré d’obtenir un polymére marqué de
fagon homogene. On peut éviter ces inconvénients en s’adressant 2 des souches
bactériennes mutantes incapables d’effectuer la synthése de la thymine. En
cultivant un tel mutant dans des milieux contenant une quantité limitée de
thymine méthyle (3H), on obtient une incorporation rapide et presque totale
de ce précurseur spécifique du DNA.

Les méthodes, données par la littérature, d’isolement et de purification
du DNA des bactéries ne nous ont pas conduit & des résultats satisfaisants
et nous inspirant de travaux antérieurs effectués dans notre laboratoire -2,
nous avons mis au point une technique ou ’on traite successivement par la
papaine et par le phénol les corps bactériens.

Les bactéries (E. Coli, souche CR 34) sont obtenues par culture & 37 °C
dans un milieu liquide contenant 1 mg/l de thymine de radioactivité spécifique
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40 mCi/mM environ. Elles sont recueillies par centrifugation, lavées et remises
en suspension; les membranes bactériennes sont lysées par action du dodecyl
sulfate de sodium a la concentration de 5 mg/ml, et les nucléoprotéines libérées
sont traitées par la papaine (1 mg/ml) pendant 15 heures a 45 °C. On achéve
la déprotéinisation par action du phénol 3 pH = 9 pendant 1 heure & la tem-
pérature du laboratoire; aprés élimination du phénol par centrifugation et
dialyse exhaustive, on hydrolyse ’acide ribonucléique par la ribonucléase.
L’enzyme est €éliminé par un nouveau traitement par le phénol et les produits
d’hydrolyse par dialyse; on effectue finalement une précipitation sélective
du DNA par isopropanol selon la technique de Marmur &,

La contamination par les protéines et par I’acide ribonucléique du DNA
préparé dans ces conditions est inférieure a 1 9 et la constante de sédimentation,
déterminée par ultracentrifugation analytique est d’environ 22 s, ce qui cor-
respond 4 un poids moléculaire proche de 107 Daltons.

Par cette technique, on obtient & partir de 5 1 de milieu de culture 15 g
environ de bactéries humides contenant 75 9 de la radioactivité introduite
dans le milieu de culture. On en extrait (avec un rendement de 65%) 25 mg
environ de DNA purifié de radioactivité spécifique 10 mCi/mM (exprimé
en P-DNA) soit 14 000 cpm/pg si on effectue les comptages avec un rende-
ment de 20%;. La comparaison de la radioactivité spécifique du DNA synthé-
tisé avec celle du précurseur montre qu’il n’y a pas de dilution isotopique de
celui-ci et que par conséquent, la distribution du tritium sur les molécules
est uniforme.

Cette méthode permet donc une préparation biosynthétique de DNA
bactérien dans laquelle 509, du tritium introduit dans le milieu de culture
est finalement retrouvé sous forme de produit purifié; sa radioactivité spéci-
fique peut étre rigoureusement contrblée d’aprés celle de son précurseur, et
théoriquement, avec la thymine actuellement disponible, on pourrait atteindre
une activité spécifique de 2 Ci/mM soit prés de 3.107 cpm/ug de DNA si on
effectue le comptage avec un rendement de 209,.

Une communication détaillée sera publiée dans les Comptes Rendus de
la « Seconde Conférence Internationale sur les méthodes de préparation et
de conservation des composés marqués » .

Nous remercions le Dr Devoret (Laboratoire des faibles radiations du
CNRS a Gif-s-Yvette) qui a mis & notre disposition la souche mutante
CR 34 d’E. Coli.

Ce travail a été effectué dans le cadre du contrat Euratom n° 080 64 11
RISF.

J. M. SAUCIER
D. TouTAIN

Unité de Biochimie et Enzymologie
Institut Gustave-Roussy, Villejuif 94, France
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Synthesis of Geranylgeraniol-2-'*C

All trans geranylgeraniol, 111 (3, 7, 11, 15-tetramethyl-2, 6, 10, 14-hexadecatetraene-1-01)
has been implicated as a precursor in biosynthesis of carotenoid pigments in a number of
systems as the pyrophosphate ester (). We became interested in using the *C labelled alcohol
to study biosynthesis in the intact tomato fruit and tomato plastids. Consequently it was
necessary to devise a method of synthesis for this alcohol. The synthesis described herein
provides a relatively simple scheme to obtain isoprenoid alcohols of high specific radio-
activity.

Several methods have been used for the synthesis of isoprenoid alcohols (> % 4). These
methods are not entirely suitable for the synthesis of **C isoprenoid alcohols either, because
the label must be introduced relatively early in the procedure (* ®) or the sterochemical
course of the reaction sequence is not favorable (%).

Recently isoprenoid alcohols have been prepared (> ©) by using a modified Wittig type
reaction (7). Although this procedure is especially suited to synthesis of **C labelled isoprenoid
alcohols, it has not been used previously. Using it, the label can be introduced near the end
of the reaction sequence, and a high #rans-cis ratio can be obtained.

Thiophene free reagent grade benzene was dried over calcium hydride and
passed through a silica gel column before use. Ethyleneglycol dimethyl ether
was distilled from calcium hydride before us, Triethyl phosphite, ethyl acetate
and ethyl acetoacetate were purified by fractional distillation. Ethyl bromo-
acetate, nerolidol (Aldrich *¥), phosphorus tribromide (practical), lithium
aluminum hydride and sodium hydride (58.99 in oil) were used without
further purification. Methyl bromoacetate-2-1*C (Nuclear Chicago) had a
specific activity of 4.44 mC/mM.

A sample of all-trans geranyllinalool (Hoffman La Roche and Co.,
Basel, Switzerland) was converted to III by bromination of the alcohol and
hydrolysis of the rearranged bromide ®,

* Use of trade names of specific material does not constitute a recommendation by the
U. S. Department of Agriculture to the exclusion of others which may also be available.



