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232. Dkrivks de nuclkotides d’intkrQt biologique VIII l) 
Synthese de quelques analogues de 

l’acide adhnosine-triphosphorique (ATP) 
par A. Gabbai, I. Marcus, J. G. Falbriard et Th. Posternak 

Laboratoires de Chimie biologique et  organique spCciale de l’Universit6 de Geneve 

(30 VIII 71) 

Summary. Analogues of ATP belonging to the following classes havc been prepared: N6-mono- 
acyl derivatives, N6-mono- and -di-alkyl derivatives, 6-deamino-ATP, 8-bromo-ATP, 8-amino- 
ATP and ATP-N(1)-oxide. With the exception of the last compound, the corresponding AMP 
derivatives have been used as intermediates in these preparations. 

I1 est inutile d’insister ici sur l’importance biochimique de 1’ATP (XIII). On 
trouve dans la littCrature divers travaux ayant pour but de modifier la structure de 
la molCcule afin d’Ctablir par certains essais des relations entre la constitution et 
I’activitC biologique des analogues. Ce domaine a toutefois C t C  insuffisamment explore. 
Nous nous sommes propos6 d’Ctendre ces recherches en modifiant la nature ainsi 
que l’eniplacement des substituants du squelette purique. Le prCsent mCmoire est 
consacrd aux synthlises de quelques analogues de 1’ATP appartenant aux types sui- 
vants: 

1. Nous inspirant de nos travaux antbrieurs sur I’AMP cyclique [Z], nous avons 
pr6parC quelques dCrivCs acylCs en N6 de 1’ATP (XIV-XVIII). Les restes acyle sont 
susceptibles d’&tre enlevCs sous l’action d’amidases in vivo. 

2. Nous avons introduit dans la molCcule des groupes qui, A premikre vue, devraient 
rksister A une attaque enzymatique. I1 s’agit de groupements alkyle fix& en N6 
(XIX-XXII). 

3. Le groupe NH, en position 6 a C t C  supprim6 (XXVIII). 
4. Le squelette purique a Ct6 substituC en C(8) par Br (XXIII) ou NH, (XXIV). 
5. Par traitement de l’ATP au moyen d’acide peroxyphtalique on a obtenu le 

N(1)-oxy de XXIX. 
Les procCdCs de synthkses d’analogues de 1’ATP utilisent gCnCralement conime 

produits de dCpart les AMP correspondants. Ces derniers ont d’ailleurs 6tC employCs 
Cgalement pour la prkparation d’analogues de 1’AMP cyclique [l] [3 ] .  

Le principe de prkparation des acyl-N6-AMP est le suivant : par acylation Cner- 
gique de 1’AMP dans la pyridine au moyen d’un anhydride d’acide, on obtient des 
dCrivCs acyl6s en N6 et 2’-0. Les groups ester Ctant trlis sensibles a l’hydrolyse 
alcaline, peuvent &re enlevCs s6lectivement avec formation des dCriv6s mono-acylCs 
en N6 (11-VI). 

Pour l’obtention d’alkyl-N6-AMP, nous partons de la chloro-6-(O-isopropylidkne- 
Z‘, 3’-~-@-ribofuranosyl)-9-purine (XXV) [4], dont le chlore assez labile se laisse 
dCplacer par substitution nuclkophile, entre autres par traitement au moyen d’amines 

l) Coinmunication VII: [l]. 
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priniaires et  secondaires, ce qui donne naissance B des isopropylid&ne-alkyl-N6-adCno- 
sines. On a introduit ainsi les groupes alkyle suivants : monom6thyle, dim6thyle z ) ,  
n-butyle et t-butyle. Pour la phospliorylation en 5', nous avons essay4 plusieurs 
mCthodei (emploi de l'acide cyanokthyl-phosphorique, de l'acide di-P-nitrophknyl- 
phosphorique, etc.). Le proc6dP. le plus efficace est ici celui introduit rkemment par 
Yoshikawa et Yamazaki [ S ] ,  qui est bas6 sur un traitement par l'oxychlorure de 
phospliore dans le phosphate de mCthyle. Par enlkvement des restes isopropylidhe, 
on obtient ensuite les alkyl-N6-AMP. 
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Pour la prkparation du dksamino-6-AMP (XXVIII), nous avons toutefois trait6 
l’(O-isopropylid?!ne-2’, 3’-~-,&ribofuranosyl)-9-purine (XXVI) par l’acide cyanokthyl- 
phosphorique. Le dkrivk phosphorylk en 5‘ a ktk ensuite priv6 de son groupe iso- 
propylidhe. 

Le bromo-%AMP (XXIII) s’obtient par bromation directe de 1’AMP [6] ; il fournit 
de l’amino-%AMP (XXIV) par traitement au moyen du methanol saturk de gaz 
am mon i ac anh ydre . 

Xprks de nombreux essais, nous avons adopt6 pour convertir les AMP en ATP 
la mkthode de Hoard & Ott [7] en la modifiant convenablement. Elle consiste, comme 
on le sait, A traiter le dkrivk de 1’AMP par du carbonyle-diimidazole; on fait ensuite 
rkagir l’((imidazo1idate)) form6 avec du pyrophosphate. Le d6riv6 de 1’ATP a 6tC 
ensuite isolk et purifik suivant les mkthodes d6crites dans la partie expkrimentale. 

Les analogues de 1’ATP ainsi obtenus sont destine% 2 etre ktudihs dans divers 
essais biologiques comportant l’emploi de cellules intactes. Pour l’instant, nous 
n’indiquerons que les rksultats d’expkriences effectukes avec deux enzymes qui uti- 
lisent 1’,4TP comme substrat, l’hexokinase et la glyckrokinase [8]. 

Sous  remercions dc son appui le Fonds National Suisse de la Recherche scientifzque. 

Partie expkrimentale 
Mdthodes. Les spectres UV. ont CtC mesurCs au  moyen d’un appareil Becknzan DU. Pour Ies 

chromatographies, on a utilisd le papier Whatinan 1 et  la DEAE cellulose DE 11 Chromedia 
Whalman. Les chromatographies sur papier ont 6tC effectuCes gCnCralement au moyen des sys- 
thmes de solvants suivants: 

.A) Alcool-acitate d’ammonium 0 , j  M dans H,O (5 : 2 en vol.) 
B) Propanol-2-ammoniaque conc. -H,O (6 : 3 : 1 en vol.) 
C) Propanol-2-sulfatc d’ammonium k 1 % dans H,O (2 : 1 en vol.). 
Le phosphore labile (P lab.) correspond au P minCralisC par une chauffe de 15 min. au bain- 

Your l’analysc, les substances ont C t C  s6chCes sous vide A 110”, sur P205. 
marie bouillant dans H,SO, 1 ~ ~ ) .  

Synthises des acyl- et alkyl-N6-AMP et du de‘sanzino-AMP 

Pvdflavation des acyl-N6-AMP (11-VI).  100 mg (0,275 mmole) d’acide adCnosine-mono-phos- 
phorique (I) (AMP) suspendus dans 4 ml de pyridine anhydre sont chauffis A l’dbullition A reflux 
jusqu’a dissolution complete, A l’abri de I’humiditC, en presence de 6 ml d’anhydride d’acide. 
L’Cbullition est encore poursuivie durant des temps variant avec la nature de l’anhydride: anhy- 
drides acCtique et  propionique 10 min, anhydrides butyrique et  vaICrique 15 min, anhydride 
hexanoi’que 20 min. La pyridine est ensuite BvaporCe sous vidc; on Blimine autant que possible 
par distillation sous vide poussC l’excks d’anhydride d’acide, la tempkrature du bain ne dCpassant 
pas 40”. I1 est ainsi possible de se dCbarrasser totalement en quelques heures des anhydrides 
acCtiquc ct propionique ; l’anhydride butyrique est BliminC en majcure partie. Les anhydrides de 
poids moliculaire plus 61evB ne peuvent, par contre, &tre BliminCs de cette manihre. On reprend A 
0“ par un mClange de 2 ml d’eau et  de 2 ml de pyridine. Aprks 1 h de sdjour 8. temp. ordinaire, 
on evapore & siccite sous vide et cette suite d’opdrations est rCp6tCe. On dissout ensuite soit dans 
8 ml d’eau, soit dans un mClange de 4 ml d’eau et  de 4 ml d’alcool. On refroidit dans la glace et 
ajuste par NaOH le pH env. 8 , O  (phBnolphtal6ine) puis, apr& rCchauffcment A tempCrature 

2, Le dirivt: dimCthyl-N6 s’obtient aussi par traitement du dCrivC chlorC XXV par la trimithyl- 
amine, par suite sans doute d’une dCcomposition du sel ammonium quaternaire form6 inter- 
mddiairement. 
Dans le cas d’un derive de I’ATP, le P lab. s’C11.ve A 66,7% du P total. 3, 
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ordinaire, on ajoute encore un volume de NaOH 1 N corrcspondant 8. 119 du volume total, ce qui 
conduit & une concentration finale 0 , l ~  en NaOH en excks. Aprks 6 min de sCjour B tempi >rature 
ordinaire, on neutralise & la phCnolphtalCine par addition de Dowcx 50 (forme H + ) .  La suspension 
est ensuite versCe sur une colonne dc Dowex 50 de dimensions minimums 2,2x 18 cni: on  lave 
jusqu’B ce que le rapport des densitds optiques D260nnJD2,2nm 2 1. Comme tous lcs dCrivCs 
acyICs en N6 que nous avons preparks ont un A,,, de 272 nm et un de 15500, ces mcsures 
UV. permettent de dCterminer le rendement brut qui va de 72 B 88%. On concentre les liquides 
rCunis sous vidc, 8. une tempkrature inferieure & 30”, et extrait B 1’Cther les acides gras. .Xprbs 
neutralisation &la pyridine, on Cvapore 8. sec. On termine par une chromatographie sur une colonne 
(2,2 x 25 cm) de DEAE-cellulose (forme hydrogdnocarbonate) en Chant par gradient de concen- 
tration au moyen tl’eau additionnee graduellcment d’hydrogCnocarbonate de triethylammonium 
0 , 3 5 ~  (pH 7,5). DCbit: -2 ml/min; volume des fractions 20-25 ml. On dCc&le les produits acylCs 
en N6 en ddterminant de nouveau les rapports L)zsonm/D2,2nm; les fractions pour lesquellcs cc 
rapport est infCrieur 8. 1 sont rCunies et Cvapordes B sec sous vide & unc temperature ne dCpassant 
pas 30”. 11 est recommandC, pour faciliter le dCpart du carbonate de triCthylammonium, de main- 
tenir lc pH au-dcssous de 9 et d’ajouter frequeminent, & la fin de l’opdration, du mCthano1. Le sel 
de triCthylammonium de L’AMP acylC est sCchC A fond sous vide B tempCrature ordinairc. On 
reprend par 2 ml de methanol, Blimine l’insoluble par centrifugation et ajoute, en agitant, 2 in1 
d’une solution acCtonique 0 , 5 ~  de perchlorate de sodium, puis 4 ml d’ac6tone anhydre. Le prCci- 
piti., d’abord gdlatineux, devient pulverulent aprks quelques heures dc sCjour 8. 0”. On le recueille 
par centrifugation, lave B 4 reprises avec 0,5 ml d’acdtone anhydre et shche sous vide. Le sel sodique 
peut &re repr6cipitC dans des conditions analogues. On peut le conserver sans altCration durant 
ylusieurs mois B - 15” 8. l’abri de 1’humiditC. Les caracthres des sels de sodium des dCriv6s acyi-N6 
sont indiquks dans le tableau 1. 

Tableau 1. De’rive‘s acylks e n  W6 de Z’AMP 

Subs- Formules brutes CalculC 7’ TrouvC % Rdt. Rf 
tances en 04 (Sys- 

(rap- tkme 
port& C) 

C H N P C H N P B l’..ZMP) 

I1 C,,Hl,N50,PNa, 3326 3 2 6  16,17 7,15 33,52 3,21 16,04 6,76 58 0,44 
I11 C,,H,,N,O,PNa, 34,91 3,58 15,67 6,93 34,76 3,64 15,65 6,59 78 0,51 
IV C,,H,,NSO,PNa, 36,45 3.93 15,18 6.72 36,40 3,93 15,34 6,35 75 0,63 
V C,,H,,N,O,PNa, 37,90 4,24 14,75 6.52 37,70 4,30 14,64 6,41 75 0,72 
VI C,,H,,N,O,PNa, 3927 4,53 14,31 6,33 39,04 4,66 14,17 6,13 45 0,77 

Tous les dCrivCs ac-yl-N6 ddcrits presentent: 1,,, 271-272 nm, emax 15000-15400. 

0-IsopropyladBne-2’, 3’-alkyl-N6-ade‘nosines. La condensation de la chloro-6-(O-isoprop~-Iid&iie- 
2’, 3’-~-B-ribofuranosyl)-9-purine (XXV) [4] (1 g) avec la monomethylamine et la dimCthylamine 
en solution aqucuse & 40% (15 ml) a C t C  effectuke par une chauffe dc 15 h. en tube scellC k 80’. 

Dans le cas du de’riuk monome’thylk, on Cvaporc B sec et le rCsidu est coCvaporC trois fois avec 
de l’ethanol anhydre. Aprks dessiccation sous vide poussC durant 15 h 8. temperature ordinaire, 
I’huilc obtcnue est utilisie directement pour la phosphorplation; elk est homoghe B la chroinato- 
graphie sur couche mince de silice (systkme n-butanol saturC d’acide borique et syst6mc chloro- 
forme-mCthanol 95 : 5 en vol). 

Le de’rivk dim6thyle‘ cristallise directemcnt dans le melange rdactionnel: obtenu 0,65 g de 
F. 180-182” aprks recristallisation dans 1’Cthanol. Le mBme compose a CtC obtenu arec un bon 
rendement lors d’essais de preparations d’un derivC de base ammonium quaternaire. 400 mg du  
ddrivd chlorC XXV sont suspendus dans 4 ml d‘un rnClange de 2 in1 de trimethylamine anhydre 
et dc 4,7 nil de diniCthylformamide. On chauffe en tube scellC 4 h B 70”. Aprbs Bvaporation A sec 
et recristallisation dans 6 ml de mCthano1, on obtient au total 329 mg (77,5o/b) de dCrivC ditiiCthylC 
de I;. 179-180”. 
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Pour la prdparation du de’rive’ t-butyle’, on traite le d6rivC chlorC (50 mg) par la t-butylamine 
anhydre (1 ml). 1.a chromatographic (n-butanol saturC d’eau) montre une tache principale de 
Rf 0,75. Apriis Cvaporation k sec sous vide poussC, reprise par le chloroforme, nouvelle Cvaporation 
& see et dessiccation de 15 h sous vide poussd, lc produit peut etre utilise tcl qucl pour la phos- 
phorylation. I1 est toutcfois prdf6rablc d’dlimincr conimc suit Ics traces dc butylaminc en cxcks 
q u i  semblent entravcr ccttc phosphorylation subsdqucntc: on rcprcnd par 1 ml dc mCthanol ct 
Cvapore en prksence dc 0,5 g dc silicagel Merck (0,05-0,20). Cctte silice imbib6c cle produit est 
introduite au somriict d’une colonnc (15,5 x 0,8 em) du mCinc si icagcl. On Blue au moyen du 
mClange Cthanol-chloroforme (10:90 en vol.) en recueillant des tractions de 1 ml. Lcs fractions 
PI;” 7-13, qui contiennent le produit cherchC (qu’on dCtectc par spectroscopic UV.), fournissent 
par Cvaporation un rBsidu gommeux qui est ensuite phosphorylk. 

A l k y l - N 6 - 4 M P  (VII-X). L’alkyl-N6-isopropylidkne-ad~n[)sine purifike (0,7 mmole) ou le 
produit brut provenant de 1 mmole du dCriv6 chlorC XXV sont dissous dans 4 nil de phosphate 
trimdthylique. On iajoute, en agitant, en l’espace de 4 minutes, h 0 4 ’  0,36 ml d’oxychlorure dc 
phosphorc fraichement distill&. On laisse dans la glace durant 5-6 h & l’abri dc I’humiditC, puis on 
ajoutc 25 g de glace pildc. Aprks 1 h d’agitation h 4”, on introduit dc l’ainmoniaquc concentric 
jusqu’k obtention d’un pH stable de 1,5. Pour Climiner lc reste iropropylidkne, on chauffe A 
80-90“ durant 1. h .  puis on ajuste le p H  B 7,0 au  moyen d’ammoniaque concentrge. La solution 
contient de fortes quantitCs de P minCral. Pour les Cliniiner, nous les avons d’abord pr6cipitCes 
cornme phosphate I& baryum, mais un meilleur procCdC consiste h adsorber le nuclCotide sur du  
charbon. La solution est agitCe 10 minutes avec 10 g de charbon actif prepare d’aprhs [9]. On 
cssore e t  lave h l’eau jusqu’h disparition des ions Clk. On extrait le nuclCotide par agitation du 
charbon avec 400 tnl du melange aniiiioniaque conccntrde-cau-mdthanol (15 : 35 : 50 en vol). La 
rdcupCration du nuclCotide va de 60 h 900/,. On Cvapore cnsuite B sec. On obticnt les monomCthyl-, 
dimCthy1- et  n-but,yl-AMP V11, VITI et  I X  B l’dtat cristallise en rcprcnant lc rCsidu par 2-3 ml 
cl’eau et  en ajustant le pH & 1,5 par l’acide chlorhydriquc conccntrC. La cristallisation du mono- 
mCthyl- e t  d u  dimCthy1-W-AMP cst compldtdc par addition d’alcool. Ixs rendements rapport& 
au ddrivC chlorC XXV atteignent rcspectivcment 57% (mononiCthy1-AMP VII) 4 ) ,  35 % (dimCthy1- 
A M P  VIII)4),  39% (n-butyl-AMP I X ) .  

Dans le cas du  t-buty1-N6--4MP (X), on est obligC de purifier lc sel d’ammoniuin (obtcnu aprits 
Clution clu charbon e t  Cvaporation) par chromatographie sur une colonne de DEAE-cellulose, dans 
lcs conditions habi tudes.  Lcs fractions contenant le nuclCotide sous forme de sel de triCthyl- 
ammonium sont dvaporCcs h sec e t  le produit est prCcipitC comme sel de sodium de la maniiire 
indiquCe plus haut .  avec un rendement rapport6 au d6rivC chlori. atteignant 55%. 

Quelqucs caractbres des dCrivCs alkylCs en N6 de 1’AMP sont indiquds dans lc tableau 2. 
~-~-Ribofuranosy l -9-p~~~ne-5‘ -phosphale  ( X X  V I I ) .  T,aribosyl-9-purine obtenue ipa r t i r  du  dCri- 

TC chlore en 6 par hydrogCnolyse catalytique [ l l ]  est condcnsdc avccl’acdtonc enprCsence de dimCth- 
oxypropane, c’est-h-dire dans des conditions quclquc pcu inodifiCcs par rapport & celles dCcrites 
dans [12]. 880 mg de nucliosidc sont suspendus dans un mClange c k  700 ml cl’acitone anhydre 
ct de 50 ml de 2,2-dimdthoxypropane. On ajoute 6,5 g de inonohydrate d’acide 9-toluhesulfo- 
niquc et  agite 45 niin h tempdrature ordinaire; au bout d’une dizaine de minutes dCjh, le nuclioside 
cst dissous. On neutralise en vcrsant dans la quantitk Cquivalente d’hydroghocarbonate dc 
sodium B 5%, puis on Cvapore h sec. Le rCsidu cst clCshydrat6 par deux cokvaporations avec du 
benaknc. On extrait ensuite B trois reprises avec 50 ml de benziine. Les solutions benzCniques 
laissent aprks Bvaporation nn rCsidu qui, B la chromatographie dans le systhme A,  contient un 
produit principal XXVI de Rf 0,78 B cBtC d’une iinpuretk indbterminee de Rf 0,82. 

La phosphory-lation de l’(O-isopropylidknc-2’, 3’-o-B-ribofuranosyl)-9-purine (XXVI) avait 
dCj& C t C  effectu6e au moycn dc chlorophosphate dibenzylique [13]. Nous avons utilisi l’acidc 
cyanoCthy1-phosphorique, ce qui simplific considkrablement les opCrations. 

Le dCrivC isopropyliddniquc XXVI (500 mg, 3 mmoles) tlissous clans 5 ml dc ppridine est atldi- 
tionn6 de 3 ml d’uric solution 1 &I d’acide cyanoCthy1-phosphorique dans un rnClange de pyridine e t  
d’eau. Alpriis Cvaporation h sec ct dcssiccation sous vide poussC, on reprend par 9 ml de pyridinc 
anhydre e t  ajoute 1,9 g (9 mmolcs) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprks 15 h de sBjour k tempera- 
ture ordinairc, on introduit 9 ml rl’eau, et  essore la dicyclohexylurdc qu’on lave avec au total 10 ml 

4, Ces produits avaicnt dd jh  d td  prdpards 5 I’dtat Impur par unc mCthode plus compliquCe [ l O ] .  
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d ’ u n  mClange ii volume Cgal de pyridine et d’eau. La phosphorylation dtant incomplhtc, comnie 
l’intliquc la chroniatographie sur papier, on la r6pkte: aprks Bvaporation B sec. on traite, dans les 
conditions dBcrites ci-dessus, dans 9 ml de pyridine au moyen de 2 mmoles d’acide cyanoCthy1- 
phosphorique et de 6 mmoles de dicyclohexyl-carbodiiniide. Apres concentration k 5 ml du filtrat 
de la dicyclohexylurde, on ajoute 5 ml d’ammoniaque concentrde et chauffe 1 h B 65”. On ajuste 
ensuite le pH B 1,s au moyen de HCl conc. et chauffe 1 h B70” pour enlever le reste isopropyliditne. 
hprks neutralisation B pH 6,O-6,5, on agite 10 min avec 5 g de charbon actif. Apres cssorage et  
lavagc du  charbon au moyen de 150 ml d’eau distillde, on extrait par, au total, 290 ml du  melange 
Bthanol-eau-ammoniaque conc. (60: 35:5 en vol.). Rendement: 44%, Rf. : systkme A 0,18, sys- 
tkmc C 0,45. A pH 5,5, A,,, 264 nm, cmax 7400. 

La substance est homogbne 3, la chromatographie, bien que l’analyse centBsimale n’ait pas 
donne de rCsultats satisfaisants. On convertit en sel de pyridinium par passage sur une colonne 
de Dowex 50 (forme pyridinium) ct procbde ensuite la transformation en ATP suivant la mdthode 
gCnCrale (voir plus loin). 

8-Amino-AMP ( X X I V ) .  L’halogbne en position 8 cst beaucoup moins reactif qu’en position 6. 
La mCthode suivante permet cependant de remplacer le brome en C(8) du  8-bromo-AMP sans 
hydrolyse notable de l’ester phosphorique : 

426 mg de 8-bromo-AMP [6] sont dissous dans 2,5 ml dc formamide. Aprits addition de 10 ml 
de  mCthanol anhydre saturC de gaz ammoniac, on chauffe 48 h en tube scelld B 90’. Aprks Cvapo- 
ration du mBthano1, on reprend par 10 ml d’eau et  on fractionne sur une colonne de DEAE-cellu- 
lose (forme hydrogdnocarbonate) de la maniere indiquCe prCcBdemment. A cBtd d’un peu de produit 
de dCpart, le dBrivd cherchC est accompagd d’une impuretB rBsultant probablement d’une attaque 
de l’halogene par le formamide. Le 8-amino-AMP se trouve dans les fractions No 50-70 qui con- 
tienncnt 70% du P mis en oeuvre. Le produit est homogene ?I la chromatographie sur papier dans 
les systbmes A et C. a,,, 274 nm, Amin  233 nm; emax 16100, cmin 2500. 

Prkparation d’analogues de I’A T P  

Prdparation des acyl-N6-A T P  ( X I V - X V I I I ) .  I1 n’est pas nbcessaire de partir des sels de 
sodium purifies des acyl-N6-AMP. Le plus simple est d’utiliser le produit brut obtenu ( B  partir 
de  100 mg d’AMP) aprbs passage sur Dowex 50 et  dBbarrassB Bventuellement de l’acide gras par 
extraction 3, 1’Bther5). La solution aqueuse concentrde i 10-20 ml est additionnie de tri-n-butyl- 
amine jusqu’a p H  5,0 (ce qui correspond approximativement i 1 dquivalent de base par atome 
de phosphore). Si Yon part du  sel sodique d’un acyl-N6-AMP, il faut le convertir prialablement 
cn sel de pyridinium par passage sur une colonne de Dowex 50 (forme pyridinium) et ajouter 
ensuite par atome de phosphore un dquivalent de tri-n-butylamine. 

On ajoute ensuite de la pyridine jusqu’8 pH 8,0, Bvapore B sec sous vide, reprend par 5 ml de 
pyridine et Bvapore de nouveau h sec. Ces opBrations sont rCpBties deux fois. On dissout dans lc 
dimCthylsulfoxyde sec et  ajoute par atome-g de phosphorc 5 molcs de N-carbonyl-diimidazole. 
On abandonne ensuite k l’obscuritd B l’abri de I’humiditC et  B tcmpCrature ordinaire. I1 est re- 
command6 de dBboucher le flacon de temps 3, autre, vu le digagement de CO,. Le cours de la 
rBaction est suivi par chromatographie sur papier dans le systeme B. Au bout de trois jours, lc 
produit de depart a gBnBralcment disparu. On introduit alors par atome-mg de P, 8 mmoles de 
pyrophosphate. Ce dernier est priparC sous forme de sel de t-butylammonium, comme indiqud [7], 
k cette diffdrence prks que le produit est dissous finalement dans du dim6thylsulfoxyde anhydre 
(10 ml par mmole de pyrophosphate) et non dans le dimBthylformamide. 

La reaction s’accomplit gBnBralement durant 4-5 jours B tempirature ordinairc A l’abri de 
1’huniiditC. Son cours est suivi de nouveau par chromatographie sur papier (systkme B). On verse 
ensuite le mdlange en agitant continuellement dans deux volumes d’eau glacke en Bvitant d’en- 
trainer le prCcipitB formC, qu’on lave k deux reprises par dkcantation au  moyen de 5 ml de dimBthy1- 
sulfoxyde. On soumet ensuite en chambre froide A la chromatographie sur colonne de DEAE- 
cellulose (forme hydrogdnocarbonate). Aprks avoir versd la solution sur la colonne, on lave au 
moyen de 250-500 ml d’eau pour Climiner le dimCthylsulfoxyde, puis on fractionnc par gradient 

5, TI est toutefois nBcessaire de partir d’un hexanoyl-N6-4MP purifiC, sinon 1’ATP correspondant 
contiendrait une impureti impossible B Bliminer sur colonne de DEAE-cellulose. 
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de concentration en procCdant de la manikre decritc plus haut. On recueille au total 200 fractions 
de 20-25 ml dans lesquelles on localise les dCrivCs de 1’ATP par spectrophotomdtrie UV. 8. 260 et  
272 nm comme indique plus haut. On Cvapore 8. sec les fractions convenables en prenant les 
prkcautions mentionndes. Les analogues de I’ATP ainsi obtenus sont souvent souillds de pyro- 
phosphate. Nous avons Blimine ce dernier soit par: a) adsorption sur charbon actif suivie de 
lavage 8. l’eau et d’6lution par un melange d’alcool et  d’ammoniaque; b) precipitation comme sel 
de plomh qu’on traite par le carbonate de sodium. 

Dans le cas des N6-acyl-ATP on a recouru de pr6fCrence 8. la mdthode b). Le produit d’une 
teneur totale en P connue, dissous dans 2,3 ml d’eau, est prCcipitC par un petit excks d’acgtate de 
plomb 0 , 5 ~ .  On centrifuge et  lave 8. l’eau le prdcipitk qui est ensuite triturC, avec addition graduelle 
de carbonate de sodium ZM, jusqu’8. ce que le pH de la phase liquide atteigne 8,O. Dans ces con- 
ditions, les pyrophosphates et  phosphates mineraux de plomb ne sont pas ddcomposes, alors que  
les dCrivds phospho-organiques passent 8. I’Ctat de sels sodiques solubles. Aprks centrifugation et  
lavage, la solution est passee sur une colonne de Dowex 50 (forme pyridinium), puis fractionnde 
dans les conditions ddj8. indiqukes, sur  une colonne de DEAE-cellulose. L’ATP substitud est 
gdndralement contenu dans les fractions No 100-150. Si l’on ddsire un produit trks pur, exempt 
de 1’ATP non acyle et  des derives de l’ADP, il ne faut recueillir que le cceur des fractions chroma- 
tographiques. Le produit cst finalement prCcipitC comme sel tetrasodique dans les conditions 
indiquCes pour les sels des AMP. Une fois bien sCchC, il se conserve sans altdration durant plusicurs 
mois 2~ - 15’, i l’abri de l’humiditd (tableau 3). 

Prkparations des alkyl-N6-A T P ,  des A T P  substitue‘s en C(8) et d u  dthanzino-6-A 2‘P. On a con- 
verti d’abord les A M P  en sels de pyridinium (sans addition de tri-n-butylamine). La transforma- 
tion en eimidazolidates, effectude comme indiquC plus haut, est beaucoup plus rapide que clans le 
cas des acyl-N6-ATP. I1 en est de m&me de la reaction de l’aimidazolidate 1) avec le pyrophosphate. 
Dans les deux cas, on a laissC reposer 15-24 h Ie melange rkactionnel. Aprks fractionnement sur  
la DEAE-cellulose, on Blimine les pyrophosphates et  phosphates minCraux suivant les m6thodes 
a) ou b) indiqudes ci-dessus, la methode a) Btant g6nCralement plus pratique. L’adsorption s’effec- 
tue en employant environ 8 g de charbon pour 0,30 mmole d’AMP de &part, selon le procddd 
indiquC ci-haut pour les alkyl-N6-AMP. Apres 1’Clution suivie d’dvaporation S sec, on doit, conime 
aprks emploi de la mCthode b),  refractionner sur colonne de DEAE-cellulose. Le produit est finale- 
ment prdcipitd comme sel tktrasodique (tableau 3) 6 ) .  

Oxydo-N(?)-A T P  ( X X I X ) .  Cette substance a C t C  prCparde de la m&me nianikre q u e  le derive 
correspondant de I’AMP cyclique [2]. 100 mg d’hTP (sel disodique) dissous dans 4 ml d’eau sont 
additionnCs de 0,7 ml d’une solution 0,74 M d’acide peroxyphtalique dans l’dther. Aprks Cvapora- 
tion de l’dther, on ajuste le pH 8. 5,O par NaOH 1 N. On laisse encore rCagir 4 jours 5 l’obscurite 
en ajoutant tous les jours 0,5 ml de la solution d’acide peroxyphtalique et  en ajustant le pH 8. 
5,O.  La chromatographie sur papier indique alors la disparitiou pratiquement complete cle 1’,\TP 
de ddpart. On ajuste le pH 8. 2,0 et  elimine par extraction au chloroforme les acides phtalique et  
peroxyphtalique. Le rapport des densites optiques 8. 231 et 260 nm est dgal B. 3,95, ce q u i  est trks 
proche du rapport 4,2 indiqud pour des derives oxydo-N(1)-analogues [2j [15]. Le produit est 
homogene B. la chromatographie et sa solution a C t C  utilisCe telle quelle pour des essais enzymatiques. 
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233. DCrivCs de nuclhotides d’intbret biologique, IX 1) 
Essais enzymatiques avec des 

analogues de l’acide adhosine-triphosphorique (ATP) 
Communication prdiminaire 2, 

par A. Gabbai et Th. Posternak 
Laboratoires de Chimie biologique et organique sp6ciale de 1’UniversitC de Genkve 

(30 VI I I  71) 

Summary.  The reactivity, as substrates for hexokinase and glycerokinase, of some analogous 
of ATP has been compared with that of ATP. 

Certains des analogues dCcrits prkckdemment [l] ont ktC essay63 comme substrats 
’ de deux kinases: l’hexokinase et la glycCrokinase. Les travaux avec le deuxikme 

enzyme n’ont qu’un caracthre prkliminaire, alors que les essais avec l’hexokinase ont 
4tt. plus approfondis e t  comportent des mesures de V,,, et  de KTn. 

Nous avons utilisC l’hexokinase de levure cristallisCe Sigma et la glyckrokinase 
Boehri.rtger. 

Hexokinase. Pour les essais avec l’hexokinase, nous avons recouru essentiellenient 
B la mkthode spectrophotomktrique basCe sur la dCshydrogCnation, en prksence d’un 
grand exc& de glucose-6-phosphate-d~shydrogCnase, de l’acide glucose-6-phospho- 
rique formk. Cette rkaction est CtudiCe par l’observation au spectrophotomktre de 
la densit6 optique A 366 nm (mesure de la concentration en NADPH), ce qui perrnet 
de suivre le cours de la phosphorylation du glucose [a]. Les K ,  et Vm,, ont C t C  
dCterniinCs par la reprksentation graphique classique de Lineweaver SC Burke ( l / V  vs 
l/[S:). Dans les essais (tableau 1) on a opCrC A une concentration saturante en glu- 
cose. Les concentrations en ATP ou en analogue variaient g6nCralement entre les 
limites 5,3 * 1 0 - 4 ~  et 5,3 * 1 0 - 5 ~ ;  dans certains cas, cette concentration atteignait 

1) Communication VI I I :  [I]. 
2, 

_ _ _ _ ~  

Un mCmoire detail16 sera present6 2~ Helv. pour publication. 




