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A propos du microdosage du ribose des acides nuciéiques par la
méthode de Mejbaum,

par MIRKO BELJANSKI et MiICHEL MACHEB@EUF.
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La méthode de microdosage employée par de nombreux auteurs pour
-I’étude du ribose utilise la.réaction bien connue de Bial, suivant les
prescriptions de Mejbaum (1°*), puis de Albaum et Umbreit (2*). Le
ribose, sous P'action d’acide chlorhydrique chaud forme des composés
furfuriques qui réagissent avec de I’orcinol en présence d’un sel fer-
rique pour donner une teinte verte. La transformation du ribose en
dérivés furfuriques, sous Yinfluence de Pacide chlorhydrique concen-
tré et chaud, avait été largement utilisé lors des recherches anciennes
sur la structure des acides nucléiques et déji Hoffman (3*), en 1927,
avait remarqué que les nucléotides pyrimidiques donnaient un rende-
ment trés mauvais en furfural tandis que les nucléotides puriques don-
naient un bon rendement. Ce fait a été négligé par Mejbaum qui, pour
mettre au point sa microméthode, n’étudia que des dérivés puriques.
Albaum et Umbreit négligérent également Vinfluence possible de la
nature des bases des nucléotides. ’

On trouve cependant dans la littérature une bréve observation de
Grégoire (4°) qui signale, sans insister, que 'acide ribonucléique qu’il
étudie fournit par la méthode de Mejbaum un résultat qui ne corres-
pond qu’a 50 p. 100 du chiffre théorique du ribose qu'il contient.

Au cours de recherches sur le métabolisme nucléique des bactéries
et sur P'action des antibiotiques sur ce métabolisme, nous avons essayé

(1*) Mejbaum, Zeit. Phys. Chem., 1939, t. 258, p. 117. .

(2*) Albaum et Umbreit, Journ. Biol. Chem., 1947, t. 167, p. 370.
(3*) Hoffman, Journ. Biol. Chem., 1927, t. 73, r 15.

(4*) Grégoire, Actualités Scient, et Industr., 1945, t. 997, p- 60,
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d’employer la microméthode de Meg)aum-Albaum et Umbreit ; nos'ré-
sultats ne furent pas satisfaisants. Nous avons donc repris P’étude de
cette méthode. En opérant sur des acides; nucléiques aussi purifiés que
possible, nous retrouvions un peu moins de 50 p. 100 du ribose théori-
que. Pour chercher Yorigine de cette considérable erreur, nous avons
étudié séparément des mononucléotides et des nucléosides isolés et
purifiés. Certains étaient puriques, d’autres pyrimidiques. Une con-
clusion trés nette est apparue : lorsque l'on a affaire 4 un dérivé uni-
quement purique, la méthode de Mejbaum donne un résultat accepta-
ble. Au contraire, lorsqu’il s’agit d’'un dérivé pyrimidique le résultat
est totalement erroné : la teinte obtenue correspond seulement 2
une infime proportion du ribose théorique.

Enfin, si 'on s’adresse 4 un acide ribonucléique, le résultat fourni
par la méthode de Mejbaum correspond seulement a 50 p. 100 environ
de la théorie, comme si les nucléotides puriques étaient seuls capables
de donner la réaction.

Technique. — Le dérivé nucléique étudié est mis en solution aqueu-
se de concentration connue (a4 pH 7,5). A 3 ml. de cette solution on
ajoute 3 ml. d’HCI concentré- contenant 0,1 p. 100 de FeCl,, puis 0,3
ml. d’une solution alcoolique d’orcinol & 10 p. 100. On porte au bain-
marie bouillant pendant 45 minutes puis- on refroidit dans un cou-
rant d’eau. La lecture photoabsorbsiométrique est effectuée avec I'ap-
pareil de Meunier (écran orangé). On déduit le chiffre obtenu _pour
un témoin a blanc, et 'on compare avec les résultats obtenus pour du
ribose pur. ’ - S :

Les quantités de dérivés nucléiques mises en ceuvre étaient com-
prises entre 30 et 900 microgrammes. Tous ces dérivés avaient été

soigneusement purifiés avant leur emploi. .

Résultats :
Ribose Ribose Ecart ?:(?:52
théorique trouve, p- 100
p. 100 moyenne lype de théorie
Acide ribonucléique .......| 54,0 25,4 ! 4

Mélange de téiranucléotides
obtenus par dépolymérisa-
tion de l'acide ribonucléi-| - | .

CQUE et ipieneee e 54,0 25,6 1 47

Mélange de mononucléotides
obtenu par hydrolyse par- )
tielle de l'acide ribonucléi- . o ‘
que ......... . ceeieenes . 54,0 25,4 1 47

Guanosine purifide......... 46,0 47,0 2 - 100
(Acide cytidylique ....... . 33,0 1,5 © 0,2 4
Conclusions. — Lorsque 1’on applique la méthode de Mejbaum-Al-

baum et Umbreit au microdosage du ribose dans un acide ribonucléi-
que, le résultat est entaché d’une erreur considérable, de I'ordre de
50 p. 100, car les nucléotides et les nucléosides pyrimidiques ne don-
nent pas la réaction furfurique de Bial dans ces conditions. Le ri-
bose que I'on trouve correspond grossiérement & celui des nucléoti-
des puriques. . .
. (Institut Pasteur).
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A PROPOS DU MICRODOSAGE DU RIBOSE
DANS LES ACIDES NUCLEIQUES ET LEURS DERIVES

par Misko BELJANSKI,

(Travail du Laboratoire de Chimie biologique. Prof. MacHEBGEUF.)

La méthode de microdosage employée par de nombreux auteurs
pour I'élude du ribose utilise la réaction bien connue de Bial,
suivant les. prescriptions de Mejbaum [4], puis’ de Albaum el
- Umbreit [2]. . o :

Le ribose, sous I'action d’acide chlorhydrique concentré " et
chaud, donne des composés furfuriques qui réagissent avec de
Porcinol en présence d’un sel ferrique pour donner une teinte
verle. On effectue ensuite une lecture photo-absorptioméirique.

La transformation du ribose en dérivés furfuriques sous
I'influence de l'acide chlorhydrique conceniré et chaud avait été
largement utilisée lors des recherches anciennes sur la structure
des acides - nucléiques et déja Hoffmann [3], en 1947, avail
‘remarqué que les nucléotides pyrimidiques donnaient un rende-
ment trés mauvais en furfural tandis que les nucléotides puriques
donnaient un bon rendement (HCl a 20 p- 100). Ce fait a été
‘négligé par Mejbaum qui, pour mettre au point sa microméthode
quantitalive’ n’éludia que des dérivés puriques. Albaum et
Umbreit négligérent également I'influence possible de la nature
des bases des nucléotides.

. On trouve cependant dans la littérature une bréve observation
de Grégoire [4] qui signale, sans insister, que l'acide ribo-
nucléique qu’il étudie fournit par la méthode de Mejbaum un
résultat qui ne correspond qu’s 50 p. 100 du chiffre théorique du
-ribose qu’il contient. - ’

Au cours de recherches sur le métabolisme nucléique des
bactéries et sur I'action des antibiotiques sur ce métabolisme,
nous avons ‘essayé d'employer la microméthode de Mejbaum-
Albaum et Umbreit et nos résultats ne furent pas satisfaisants.
Nous avons donc repris I’étude de cette méthode. . '

En opérant sur des acides nucléiques aussi purifiés que pos-
sible, les résultats furent décevants ; on ne ratrouvail que 50 p. 100
environ de ribose théorique. Pour chercher Porigine de cette
considérable erreur, nous avons étudié séparément des mononu-
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cléotides et des nucléotides préalablément isolés et purifiés. Cer-
tains étaient puriques, d’aulres pyrimidiques.

Une conclusion Irés nelle est apparue : lorsque ’on a affaire
4 un dérivé uniquement purique, la méthode de Mejbaum donne
“pour le ribose un résultat acceplable. Au contraire, lorsqu’il
s'agil d’un dérivé pyrimidique, le résultat.est totalement erroné :
la teinte oblenue correspond seulement 4 une infime proporiion
du ribose théorique.

Enfin, si I'on s’adresse a un acide ribonucléique purifié ou bien
& des tétranucléotides, le résultal fourni par la méthode de
Mejbaum correspond seulement & 50 p. 100 environ de la théorie
— comme si les nucléotides puriques étaient seuls capables de
donner la réaction. :

PRDTOGOLE DE NOS EXPERIENCES.

TECHNIQUE DE LA REACTION. — Le dérivé nucléique étudié cst
mis en solution aqueuse de concentration connue (grace a la

petile quantité de soude nécessaire pour amener le pH au voisi-~

nage de 7,5, ]

.3 millilitres de cette solution sont placés dans un lube & essai
étrojt dans lequel on ajoute :

'1° 3 millilitres d’acide chlorhydrique concentré contenant
0,1 p. 100 de FeCl,. - ‘ oo

2° 3/10 de millilitre d'une solution alcoolique d’orcinol a
10 p. 100. .

On mélange, puis on porte au bain-marie bouillant pendant
quarante-cing minutes (dans chaque cas, un tube témoin conle.
nait seulemenlt les réaclifs e de I'eau, sans ribose).

Les tubes élaient ensuite refroidis par un courant 'd’eau, puis
leur contenu était examiné au moyen du photoabsorptiomeétre de
Meunier avec I'écran orangé. Des témoins étaient effectués avec
du ribose. , : '

Voici quelques résullats de nos essais. Dans tous les tableaux
cl-joints, les résultats sont exprimés en microgrammes par milli-
litre. Dans chaque cas, les chilfres trouvés pour les essais & blanc
étaienl déduits. '

Acide ribonuoléique de levure purifiée par la méthode
: de Leifert Kurckawa [8]. :

Microgrammes d'acide ribonucléique.|10- |20 |30 40 50 60

Lectures photométriques X 16 |24 33 44 53
Microgrammes de ribose trouvés. . . 2,65) 5,01 7,10 9,9 [13.1 15,9
Ribose trouvé p. 100. . . . . . . 26,5 |25.0(23,5 |25,0 26,0 | 26,5

Or la teneur ‘théorique en ribose de noltre acide ribonucléique
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-€lait 54 p. 100 et nous n’en retrouvons en moyenne que 25,4 p. 100,
soit moins de la moitié (47 p. 100). ,

MELANGE DE TETRANUCLEOTIDES, — Un premier mélange de-
tétranucléotides fut préparé par hydrolyse alcaline partielle de

acide ribonucléique étudi¢ ci-dessus suivant la technique de Bre-

Microgrammes tétranucléotides . .| 10 20 30 0 50 60

Lectures photométriques. . -, , . .| g - 16 b1 35 43 |51
Microgremmes de ribose trouvés. :{-2,65| §,0 ,2;,0 4140,4 112,9 1450,
00. . . 13

-Ribose trouvé p. 100.. . . . . . . . 26,5 | 25,0 |26 [25)5 |e50]

"“Un autre mélange de télranuéléotides oblenu én'l'ais_a;gt .a'g‘iz"\'d'e
la: ribonucléodgpolymérase cristallisée sur .de.I'acide” ribon-
cléique nous a donné des résuliats superposables': * -~ i " -

~

MonoNucLEOTIDES, — Un mélange de mononucléotides dérivant

Moyenne du ribose trouvé p. 100 de : » ‘ L
. L'écart quadratique moyen

Acide ribonucléique . . oo el 25,4
Tétranucléotides: , Pee. - .. 252 était dans chaque cas
Mononucléotides. . . . . . v . 25,% de 4,0, o

L'erreur de la mé't.hodé. de Mejbaum ne’ provient don¢'en ducune
fagon de I'état de polymérisation des nucléotides.” R

3
&7

MononucLEOTIDES PURIQUES ET PYRIMIDIQUES SEPARES. — N¥is
avons préparé des mononucléotides et des nucléosides isolés,
certains puriques, d’autres pyrimidiques ; les résultals obtenus
en appliquant la méthode de Mejbaum & ces corps furent profon-
dément dissemblablés. Voicj quelques exeriples:': ~ -~ .. .-

T

Guanosine (commerciale purifiée). SRS
Microgrammes de guaniosine. . . .| 5 |40 5. 120 fo5 -fgp
Lectures photométriques . . _. ..] 8 11 23, 33 |39 49 .
Microgrammes de ribose trouvés . 2,31 5,0 6,8 9,9 11,5 15,8
Ribose trouveé P-100.°. .. ... |46 50,0 | 45,5 49,0136 -7 48,5
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La teneur théorique de la guanosine en ribose est 46,0 p. 100,
or nous lrouvons 47 avec un écart type de 2. Notre résultal est
parfailement acceptlable.

Acide cytidylique (préparé par la méthode de Bredereck [5]
en le séparant au moyen de pyridine).

Microgrammes d'acide cytidylique . .| 100 150 200 250 300
Lectures photométriques. . . . . . . 6 1 i 12 14
Microgrammes de ribose trouvés. . .| 1,8 2,0 3,2 3.9 4,3
Ribose trouvé p. 100. . . . . . . .. i,8 1,3 1,5 1,5 1,4

Au-dessous de 100 microgrammes par millilitre la lecture photo-
métrique n’est pas significative, et pour les quantités plus grandes
d’acide cytidylique les résultals sont absolument incompatibles
avee le chiffre théorique de la teneur en ribose qui est 33 p. 100.
Nous ne retrouvons donc par la méthode.de Mejbaum, pour un
nucléotide pyrimidique, qu'une fraction infime du ribose théorique
(4.5 p. 100 environ). En se reportant a l'ancien ftravail de
Hoffmann [3] on peut penser que ceci résulle de I'extréme lenteur
de I'hydrolyse acide des nucléotides pyrimidiques. Mais une
inconnue importante subsisle encore ici.

REMARQUE.

Pour extraire les acides nucléiques et les nucléotides des tissus
étudiés, on wutlilise habituellement des épuisements & températures
convenables par des solutions d’acide Ltrichloracétique. Nous
avons incidemment vérifié que, dans les conditions ot I'on opére
selon la technique de Schneider [7], I'acide trichloracétique ne
modifie pas de fagon appréciable les résultats obtenus par la
méthode de dosage de Mejbaum. En effet, les résultats oblenus
pour des solutions d’acide ribonucléique purifié en présence
d’acide trichloracétique sont praliquement les mémes qu'en
I'absence de cet acide.

ReEsumMe.

La méthode de microdosage colorimétrique du ribose dans les
dérivés nucléiques qui ful proposée par Mejbaum et adaptée par
Albaum et Umbreit ne donne pas des résulials exacts. Si on
I'applique 4 un acide ribonucléique, on irouve une teneur en

_ribose qui n’est que la moitié environ du chiffre théorique.

Pour les mononucléotides el les nucléosides dont la base est

-purique, le résultat est bon, mais pour les composés dont la base

esl -pyrimidique, on obtient un résullal qui ne correspond qu’a
une trés pelile partie du ribose théorique. Ceci explique que dans

{ '
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les acides nucléiques ainsi que dans les_tétranucléotides ou dans
les mélanges de mononucléotides qui en dérivent, on ne retrouve

- que 50 p. 100 environ du ribose,
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