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Sfil?ARATION DES PHO.SPH~OD~RSVZ& IDE L”iiKB~KKXXNE 

ET DES MUCOPOLYSACCHAXt1K3BZS 2KKlDESi l?i’iR 

CHROMATOGRAPH9E 9U-R Pi?UE’IlIER 

La pr&ence simultanee de nucleotides ,et {de n~~oopo~~~sa~oclbrti~~es rau&d~~ &nn.s k 
estraits salins ou acides de divers tissus ret no$atnnun~eant de cca&&g~e rmGxoe&itk Bx 
separation de ces substances. Les etudes ~enzyma&qnws snnr Ile x6Ike &es rmnn(&6oti~es dkms 
la biogenese des mucopolysaccharides impose& +@lemeirntt xunfe s&au&&~rm UIYCOIWV~~KIJ&Z 

Celle-ci peut 6tre mediocrement resolue par Gusage de ccQnan-lbonns wcttii& cq@i au&- 
sorbent les nucleotides mais retiennent partieXlemer& k nnn~~oopoll_~ocl.b&ik H-tu 
precipitation du chondro’itine-sulfate* par les ha@Gn~es cdlte (03t@bk&ti@-auna- 
monium n’est pas rigoureusement qnantitakke ~dans des tiQ.iienx .5z&i1&+_ IL@ *- 
tionnement sur colonne de r&sines anioniques, Dox~ex II NXIX~ HI., pemrnteti Ila &$KUIK&UD~I 
des nucleotides, du’ PAPS 3--5, du chondrd’iit%ne-su%&akte.. M;tis Pe %r~ctionnun~~ti s”w- 
compagne d’une hydrolyse partielle ,du PAPS. En s~tux., &uns lks exz@kGeznw GXWUX 
rnarquage du PAPS par du 3sS, il est $d&lica& &‘%soler toe @hosplln&kii~~ I~OUX&ZUMI~ 

exempt de radiosulfat e. 
L’identification des fractions ‘obtenues par ‘oes ~~~~Wlr~odles test lie plluns SQNUX~~~& 

realis& par @lectrophor&se sur papier.. ,Cet&e *ecIhn+qn~e,, IlziwgeumwrnIt uniG!lik& &ums lka 
separation des nucleotides, permet d’isoler Bes phrqdkw&&wt& de ll%u&&mtie Nmrns 
la pratiquons avec un tampon citrate 0.04 nd B ~$3 @3 sous p~~+mP_ IBJhtis smn ap#- 
cation a la separation des mucopolysaccharides acides race domme w dl’kti ll~~rns 
resultats7-10. En d&pit de variations portant sur Pa natrure cdn ka~~~~ppsrm, sa ~OIIUX iiu~tim 
son pH, le deplacement des mucopolysacchakks s”~aooom~e de &&m&es mm&l 
localiskes qui, m&me peu importantes, nuisenit A l%&i.Gi~diu*tionn &es rmun*m 
et de leurs phosphoderives ou sulfophosphod&+w&, pn&sernts sn.u.r lla m&me lba&e uk 
papier. 

CHROMATOGRAPMIE SUR PAPIER iUN;IDDTEXSINWElLUZ 

Dans ces es&s, les substances utilisees sont cdes p1$lmr3ti~o uxmmtnn~ ((.TT~ 

ADP, ATP PABST, hkparine) ou synthktis6es ;au kdbomWkm ((cllnconn~~~~~~,, 

* AbrBviations utilis&s: CSA, CSB, ,CSC, pour ~ukxndm5Wine-srdlUk~~ &IB~III(C; XWIP,, -all?',. 
ATP, pour adBnosine-monophosphate, diphosphate, tip%os@h~~&e:; GIklIP lponna gguwnxo 
phosphate ; APS pour adgnosine-_5’-phosphosulfate.; l?.APS qmm 3’-@a@ow&hb~“-@qb* 
sulfate. 
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P_APS synth&tise par voie enzymatiquefos l5 et purifie selon HILZ ET LIPMANN~~ et 
ROBBISS ET LIPNASN~). Divers auteurs &parent nuclkotides et mucopolysaccharides 
par chromatographie sur papie+ x2. Parmi les syst&mes solvants les plus utilisk, les 
m&xnges acide isobutyxique-ammoniaque-eau permettent de bonnes separations des 
nucltitides et de leurs phosphodtrivks, mais les mucopalysaccharides, chondroi’tine- 
sulfate, heparine, ne migrent pas; en outre, le PAPS, pla& entre 1’ATP qui le pr&&de 
et l’anion sulfate qui le suit immkliatement, s’identifie malaishment dans ce groupe de 
substances; la dktection par absorption en lumike ultraviolette et autoradiographie, 
s’il est fait usage de d&iv& marques avec du %, risque d’&re trompeuse: les spots 
peuvena &re confluents en U.V. (es&s d’ATP) ou sur les films radiographiques 
(exc&s de radiodate), lorsque la teneur en PAPS est faible. Cependant, avec l’un 
des syst&mes solvants utilis& pour la separation de CSA, CSC, et de l’h&parine13, le 
systeme formiate d’ammonium 0.04 N-isopropanol (60: 40), nous avons &park CSA 
et heparine, anion &fate, PAPS, et l’ensemble des nuclkotides et phosphodkrivks 
qui migrent Q des vitesses diff&entes (Tableau I). 

TABLEAU I 

SkPARATION DE IUUCOPOLYSACCHARIDES SULFATES ET DE PHOSPHOD~RIV~S DE L’AD&NOSINE 

@y&&me solvant: formiate d'ammonium o.o.+ iV-isopropanol (60 :40)) 

Substance 

CS.4 
HBparine 
AMP--4DP-,L\TP 
APS-PAPS 
Sulfate 

RF 

0.90 
0.46 
0.65 
0.6s 
0.7' 

La separation compl&te des phosphodkivks de l’adbnosine et de ces substances 
est alors r&lis& par chromatographie bidimensionnelle ou par chromato&lectropho- 
r&e. 

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER BIDIMENSIONNELLE 

Sur une bTande feuille de papier Whatman No. I la&e (40 x 40 cm), on depose p&s 
d’un angle 5 B 20 ,tcl d’une solution contenant 5 $ 20 ,ug de nucl&otides ou d&iv& 
pour IO z.k 20 peg de mucopolysaccharide-sulfate. La chromatographie est d’abord 
pratiquk dans le systkne formiate d’ammonium 0.04 M, pH q.+isopropanol (60 : 40) 
durant 12 hemes B 20~ ( h c romatographie descendante). Puis apr&s skhage B la 
Pemp&ature du laboratoire, on dkveloppe dans la seconde dimension dans le systGme 
acide isobutyrique-ammoniaque I n/i--versenate disodique o. I &I (IOO : 60 : x.6)16 
durant 15 heures (chrornatographie descendante). Apr&s dkeloppement et skhage du 
chromatogramme, les phosphod&iv& sont identifies en lumi&re U.V. (Mineralight) ; r;! 
le PAPS est rep+% &alement par autoradiographie. Le CSA est rr5vtG par la tech- ?. 
nique de coloration au bleu d’alcian I?. Les phosphates d’adhnosine sont identifit% sur 
Ie mhne chromatogramme que le CSA (Fig. I). La bonne Gparation du PAPS en 
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Fig. I, Chromatographie bidimensionnelle (explications dans le texte) . 

Fig. 2. Chromatographie bidirncnsionnelle, autorndiogramme (esplicationa dans le tuxte). 

prksence de ces phosphodkiv&, de l’anion sulfate et du CSA apparaPt sur la Fig. 2, 

qui represente l’autoradiogramme d’un chromatogramme obtenue par analyse d’un 
incubat de cartilage en prckence d’ATP et de 3%. 

Une premiere separation des phosphates d’adenosine et du CSA est realisee par 
chromatogra,phie sur papier descendante, systeme formiate d’ammonium-iso- 
propanol, durant 8 heures, comme pr&?demment. Apres sechage de la feuille -2~ la 
temphrature du laboratoire, la position des nucleotides et d&iv&s est pr&cisEe par 
examen en lumi&re U.V. On d&coupe sur le chromatogramme une large bande (8 cm) 
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dent le bord sup6rieur se trouve a I cm en de& des spots {des m~u&otiides let &xmtt fie 
bord inferieur correspond au front du solvant . La separation fdes substanoes -ypn&ennrtes 
ri l’extremitk de la bande est achevde par electrophor&se ,en tampon &taxute (o.(o# Wlr,, 
k pH 3,s sous 30 V/cm (appareil type Grassmann et Hannig)., gendanit 6o him~rtes.. ‘iLes 

Fig. 3, Chi-c)matoBlcctropll~r~s~, 

phosphates d’adenosine, d&elk en lumiere U.V., separes par 15lectrop!hor;ese., wart 
ne ttement distincts des mucopolysaccharides acides qui m&rent plus vi&e au looxxrs c&n 
developpement chromatographique. La Fig. 3 montre la separation 24Il-P let CS% par 
cette technique, malgre les mobilit& electrophoretiques peu ~diff&en-tes. 

VALEUR RELATIVE DES DEUX M$THODES 

La chromatoelectrophor&se presente sur la chromatographie bid.imensionneMe ccik 
avantages : elimination complete des sulfates (a l’estremite .anodique (de Ila iband,e~ cert 
des phosphates ; meilleure separation PAPS-sulfate, et ATP-PAPS;; x&u!karts ~p!Ius 
rapidement obtenus. Mais elle necessite davantage de produit, .au mains IKIO ggg (de 
phosphates d’adenosine et 20 1l.g de CSA. Avec la chromatographie b’idiznen&iozxn&e,, 
les RF des mucopolysaccharides-sulfates se determinent plus ~aisement que Bes rmw&!l& 
t&s. Des quantites inferieures a 5 ,ug de phosphates d’.adenosine ;(a I ;fig de !R%IRS 
marqu6 %I) sont .&pan% de IO pg de CSA ou plus. Les mucopolysacchatides &ides,, 
colores par le bleu d’alcian, forment en chromatographic bidimensionne@le Ides &a~clhes 
nettement limit&es, sans laisser de trainees comme dans d’4lectrophor;&se. il’%kibe 
hyaluronique peut hgalement 6tre identifiic= par chromatoelectsop~or&se sans td%E& 
cu1te. 

Ces methodes permettent d’une maniere plus g&kale les separations ides muoo- 
polysaccharides acides et des nucleotides. 

Description de techniques de separation des phosphates d”.adenosZne,, de nxwoopoly- 
saccharides-sulfates et des sulfates par chromatographie sur papier ib;i6lkmenskm&l!le 
et par chromatoelectrophor&se. Techniques .applicables (en :gen&ra.I :‘a Ila &,paxart5o.n 
cles nucleotides et sulfoderives, et des mucopolysaccharides .acides. 
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I&tIlwd% auk &~uIT&.xII fbur nheb separation! of adenosine phosphates, mucopolysaccha- 
~.~~~~~,~s~~~es~~~~~~rnens~on~ paper chromatography and chromato- 
elkxJbq&rnl. l%e nefzbaiq~o axe’ iix general applicable to the separation of nucle- 

coAii&~~ ‘amull .sQpihwa~ dletibtikes.. and! oyt acid mucopoilysaccharides. 
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