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R6actions synth6tiques par la ribonucl6ase Tz" 

La  R N a s e  Tz** de la T akad i a s t a se  dig~re I ' A R N  en h y d r o l y s a n t  sp6c i f iquement  la l iaison es ter  
phosphor ique  secondaire  du guanos ine-3" -phospha te .  Le guanos ine -2 ' , 3 ' -phospha te  cycl ique se 
p rodu i t  c o m m e  u n  in term6dia i re  de la r6act ion 1-a. 

Nous  m o n t r o n s  darts ce t rava i l  que  la R N a s e  T 1 ca ta lyse  aussi  la syn th~se  des o]igonucl~otides 
pa r t i r  du  guanos ine -2 ' , 3 ' - phospha t e  cyclique.  

Preparation de Gp/De YARN de levure  es t  dig6r~ pa r  de la R N a s e  T 1 dans  un  sac ~ dia lyse  
et Gp!, dans  le d ia lysa t ,  es t  s6par~e pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  sur  papier  (solvant4; i sop ropano l -eau  
(7 : 3 ) ; phase  gazeuse  : a m m o n i a q u e ) .  

Synth?se de GpG, Gp.4, Gp(; et GpC. i m g d e  Gpt  et  2 m g d e  A, G, U ou C dans  o.1 ml  d e l a  
solut ion e n z y m a t i q u e  c o n t e n a n t  o.z # g  de R N a s e  T1 dans  un  t a m p o n  au p h o s p h a t e  (0.025 M, p H  
7.0) son t  m61ang6s; le m61ange de r6ac t ion  es t  m a i n t e n u  ~ 2 ° p e n d a n t  24 h, pu is  ch roma tog raph i6  
sur  papier .  Le c h r o m a t o g r a m m e  ob t enu  es t  mon t r~  dans  la Fig. ~. Les  t aches  I e t  2 s o r t  celles 
des  p rodu i t s  de la r6action. I_a t ache  i es t  celle de Gp. On  peu t  identif ier  2-G, 2-A, 2-U et  2-C 
avec  GpG, GpA, GpU et  GpC re spec t ivemen t ,  car  des p rodu i t s  de l ' hydro lyse  alcaline (N NaOH)  
ou de l ' hydro lyse  e n z y m a t i q u e  ( R N a s e T l ) / ~  37 ° (Fig. 2) des t aches  2 on t  donn6 Gp et les nucl6o- 
sides co r respondan t s .  
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Fig. i .  Syn th~se  des d inuc l6os ide -monophospha te s  A par t i r  de guanos ine -2 ' , 3 ' -phospha te  cycl ique 
et  des accep teurs  (G, A, U, C) pa r  la R N a s e  T 1. So lvan t  : i sop ropano l -eau  (7: 3) ; t aches  localis6es 

pa r  l ' absorp t ion  ~ 257. 3 m# .  

Fig. 2. Les  p rodu i t s  de l ' hydro lyse  alcaline ou e n z y m a t i q u e  (RNase  T1) de la t ache  2 de la Fig. i 
avec  l 'u r id ine  c o m m e  accepteur .  

Fig. 3- Syn th~se  des aeides o l igoguanyl iques .  I :  localis6 par  l ' absorp t ion  ~ 257-3 m/~. I I :  localis6 
pa r  la r~action ~ la gal locyanine.  

Synthbse des acides oligoguanyliques. 15 m g  de Gp! son t  dissous dans  o.z ml  de la solut ion 
e n z y m a t i q u e  c o n t e n a n t  i0  /ug de R N a s e  T 1 dans  le t a m p o n  au  p h o s p h a t e  (o.o25 M, p H  7.o) ; le 
m61ange es t  m a i n t e n u  /L 2 ° p e n d a n t  24 h. n e s t  ensui te  chromatographiC, sur  papier  (Fig. 3), On 
t r o u v e  4 taches .  La  t ache  2 es t  celle de Gp. L ' h y d r o l y s e  alcaline des p rodu i t s  ob t enus  pa r  61ution 
des  au t r e s  t aches  ne  donne  que  du  Gp. Ils do iven t  donc  8tre des p rodu i t s  de po lym6r i sa t ion  de Gp. 
On  pour ra i t  supposer ,  d 'apr~s  les va leurs  de  R~- que  les t aches  I e t  3 s o r t  celles de GpGp et GpGp ! 
r e spec t ivemen t .  La  t ache  o doit  6tre celle d 'o l igonucl6ot ides  p lus  grands .  E n  effet, nous  avons  
t rouv6  que  la t a che  o, et  elle seule, es t pos i t ive  & la rdact ion & la gal locyanine,  qu i  es t  regard~e 
c o m m e  une  rdact ion sp6cifique des  t~ t ranuc l6o t ides  5 et des polynucl6ot ides  ~ poids mol6culaire 
p lus  61ev~s. 

* Exdcutd  avec  une  s u b v e n t i o n  du  Minist~re de t ' E d u c a t i o n  du Japon .  
* * Abr6via t ions  : RNase ,  r ibonucl~ase ; A R N ,  acide r ibonucl6ique ; Gp, acide 3 ' -guany l ique  ; 

Gpl ,  guanos ine - z ' , 3 ' - phospha t e  cycl ique;  G, guanos ine ;  A, addnosine;  U, ur idine;  C, cyt idine.  
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Nos rdsu l t a t s  m o n t r e n t  que  la R N a s e  T 1 ca ta lyse  les r6act ions  syn thS t i ques  su ivan te s :  

G p ~ + G - - - - + G p G  G p ! + A  > G p A  G p ! + U - - - - + G p U  G p ! + C  >GpC 

Gp! + Gp!  - > G p G p !  > G p G p  n G p ! - - - + G p G p . , . G p  

La  syn th~se  est  ana logue  h celle des o l igopyr imidine-nucMot ides  cata lys6e par  la r ibonucMase 
panc r6a t ique  8. 
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Requ  le 14 mai  1958 

The dependence of x4C-91ycine uptake by protein fractions on the 
ribonucleic acid (RNA)  biosynthesis in slices of regenerating rat liver 

Recen t ly  the re  h a v e  been m a n y  ind ica t ions  in f avou r  of a d i rect  in te r re la t ionsh ip  be tween  R N A  
and  protein  synthesis1,  z. To ob ta in  fu r the r  ev idence  for th i s  re la t ionship  in prol i fera t ing an ima l  
t issues ,  t he  inh ib i to ry  effect of 6-uracil  m e t h y l  sul fone  (6-UMS) on t he  incorpora t ion  of 14C-glycine 
in to  t he  p ro te ins  as well as on t h a t  of 14C-orotic acid, wh ich  is a wel l -known precursor  of t he  
nucleic acid pyr imid ines l ,  3, into  R N A  was  inves t iga t ed  wi th  slices of r egenera t ing  ra t  liver. The  
m e c h a n i s m  of t he  inh ib i t ion  by  6-UMS of t he  orotic acid m e t a b o l i s m  in l iver slices is also described.  

R e g e n e r a t i n g  liver slices (0.5 g) p repa red  f rom par t ia l ly  h e p a t e c t o m i z e d  ra t s  (2o to 24 h 
a f te r  t he  operat ion)  were i n c u b a t e d  wi th  i / z C  (0.268/zmole) of 2-z4C-glycine or 2 #C (o.143/*mole) 
of 2A4C-orotic acid in K r e b s - R i n g e r  p h o s p h a t e  so lu t ion  a t  37 ° for 2 h. Thereaf te r ,  soluble protein,  
ribo- and  desoxyr ibonuc leopro te in  f rac t ions  were ob ta ined  emp loy ing  t he  modif ied m e t h o d  of 
GRIFFIN, et al. 4. In  e x p e r i m e n t s  wi th  14C-glycine, each p ro t e in  f rac t ion  was  purif ied by  r epea ted  
wash ings  wi th  cold t r ichloroacet ic  acid (TCA), e thanol ,  and  ho t  e t hano l - e the r ,  and  t he  nucleic 
acid moiet ies  were r e m o v e d  by  ex t r ac t i on  wi th  ho t  TCA. In  t he  e x p e r i m e n t s  wi th  14C-orotic acid, 
R N A  was  ex t r ac t ed  wi th  ho t  TCA f rom t h e  r ibonucleopro te in  ob ta ined  as -descr ibed  above  and  
isolated as a lead salt .  T he  incorpora t ion  of z4C-orotic acid in to  R N A  was  fu r the r  identif ied by  
pape r  c h r o m a t o g r a p h y  af ter  t he  hydro lys i s  of R N A  wi th  6 N HCI a t  12o ° for 2 h. Orot id ine-5 ' -  
p h o s p h a t e  (O-5-P) and  u r id ine -5 ' -phospha t e  (U-5-P) in. the  l iver slices were ex t r ac t ed  wi th  cold 

T A B L E  I 

THE EFFECT OF 6-UMS ON THE CONVERSION OF 14C-oROTIC ACID INTO o - 5 - P  AND U - 5 - P  

I n c u b a t i o n  a t  37 ° for 2 h. All d a t a  are  the  ave rages  of t h r ee  expe r imen t s .  14C-2-orotic acid (2 pC = 
978 d iv i s ion /min  wi th  t he  L au r i t s en  electroscope) were added.  

HC-activity6 

6 - U M S  ( t o - "  M )  

Orotic acid 

zo  -4 M zo  -~ M 

Orotic  acid 87 I 17 89 107 
O-5-P  23 5 2o 9 
U-5-P  29 6 22 i i 

d iv i s ion /min / to t a l  f rac t ion 
* Expres sed  as division/min/14C_oroti c acid added  × iooo 


