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l.a présence simultanée de nucléotides et de muocopolysaccharides acides dans les
extraits salins ou acides de divers tissus et notamment de cartilage méoessite Ia
séparation de ces substances. Les études enzymatiques sur le role des mucléotides dams
la biogénése des mucopolysaccharides imposent également une séparation conwvemalble.

Celle-ci peut étre médiocrement résolue par l'msage de charbomns actifs qui ad-
sorbent les nucléotides mais retiennent partiellement les muoopolysaccharides. ELa
précipitation du chondroitine-sulfate* par les halogémures de oétvitriméthyl-amm-
monium n’est pas rigoureusement quantitative dans des milieux salins™>. Le frac-
tionnement sur colonne de résines anioniques, Dowex I ou II, permet la séparatiom
des nucléotides, du PAPS3-5, du chondroitine-sulfate. Mais le fractionmement s ac-
compagne d'une hydrolyse partielle du PAPS. En outre, dans les expériences awvec
marquage du PAPS par du 35S, il est délicat d'isoler ce phosphodérivé totalememnt
exempt de radiosulfate.

L’identification des fractions obtenues par ces méthodes est le plus souwwvemt
réalisée par électrophorése sur papier. Cette techmique, langement wiilisée dams La
séparation des nucléotides, permet d’isoler les phosphodérivés de I"adénosine. Nous
la pratiquons avec un tampon citrate o.04 M 4 pH 3.8 sous 30V /cm®. Mais som appli-
cation a la séparation des mucopolysaccharides acides me donmne pas d’aunssi bons
résultats?—10, En dépit de variations portant sur la mature du tampon, sa foroe loniqume,
son pH, le déplacement des mucopolysaccharides s’accompagne de trainées mmal
localisées qui, méme peu importantes, nuisent 4 lindividualisation des mmcléotides
et de leurs phosphodérivés ou sulfophosphodérivés, présents sur la méme bande de
papier.

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER UNIDIMENSIONNELLE

Dans ces essais, les substances utilisées sont des préparations commerciales (AMP,
ADP, ATP Passt, héparine) ou synthétisées au laboratoire (chondroitine-sulfate’d,

* Abréviations utilisées: CSA, CSB, CSC, pour chondroitine-sulfate A, 1B ou C; ANMP, ADP,
ATP, pour adénosine-monophosphate, diphosphate, triphosphate; GMP pour guanosime-mamo-
phosphate; APS pour adénosine-5’-phosphosulfate; PAPS pour 3-phosphoadémosine-5~plhospio-
sulfate.
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PAPS svnthétisé par voie enzymatiquel® 15 et purifié selon Hirz ET LIPMANNI! et
RossBIxs ET L1PMaxN?). Divers auteurs séparent nucléotides et mucopolysaccharides
par chromatographie sur papier!! 12, Parmi les systémes solvants les plus utilisés, les
meélanges acide isobutyrique—ammoniaque—eau permettent de bonnes séparations des
nucléotides et de leurs phosphodérivés, mais les mucopolysaccharides, chondroitine-
sulfate, héparine, ne migrent pas; en outre, le PAPS, placé entre 'ATP qui le précéde
et I’anion sulfate qui le suit immédiatement, s’identifie malaisément dans ce groupe de
substances; la détection par absorption en lumiére ultraviolette et autoradiographie,
s'il est fait usage de dérivés marqués avec du 3§, risque d’étre trompeuse: les spots
peuvent étre confluents en U.V. (excés d’ATP) ou sur les films radiographiques
(excés de radiosulfate), lorsque la teneur en PAPS est faible. Cependant, avec l'un
des systémes solvants utilisés pour la séparation de CSA, CSC, et de I'héparineld, le
svstéme formiate d’ammonium 0.04 N—-isopropanol (60:40), nous avons séparé CSA
et héparine, anion sulfate, PAPS, et 1’ensemble des nucléotides et phosphodérivés
qui migrent a des vitesses différentes (Tableau I).

TABLEAU I

SEPARATION DE MUCOPOLYSACCHARIDES SULFATES ET DE PHOSPHODERIVES DE L’ADENOSINE
(Systéme solvant: formiate d’ammonium o.04 N—isopropanol (60:40))

Substance Rp
CcSA 0.90
Heéparine 0.46
AMP-ADP-ATP 0.65
APS-PAPS 0.68
Sulfate 0.72

La séparation compléte des phosphodérivés de I’adénosine et de ces substances
est alors réalisée par chromatographie bidimensionnelle ou par chromatoélectropho-
rése.

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER BIDIMENSIONNELLE

Sur une grande feuille de papier Whatman No. 1 lavée (40 X 40 cm), on dépose prés
d'un angle 5 a 20 xl d’une solution contenant 5 a4 20 ug de nucléotides ou dérivés
pour 10 a 20 ug de mucopolysaccharide-sulfate. La chromatographie est d’abord
pratiquée dans le systéme formiate d’ammonium o.04 M, pH 4.3—-isopropanol (60: 40)
durant 12 heures a 20° (chromatographie descendante). Puis aprés séchage a la
température du laboratoire, on développe dans la seconde dimension dans le systéme
acide isobutyrique-ammoniaque 1 JM-versenate disodique 0.1 M (100:60:1.6)16
durant 15 heures (chromatographie descendante). Aprés développement et séchage du
chromatogramme, les phosphodérivés sont identifiés en lumiére U.V. (Mineralight);
le PAPS est repéré également par autoradiographie. Le CSA est révélé par la tech-
nique de coloration au bleu d’alcian??. Les phosphates d’adénosine sont identifiés sur
le méme chromatogramme que le CSA (Fig. 1). La bonne séparation du PAPS en
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Fig. 1. Chromatographie bidimensionnelle (explications dans le texte).

b o

Fig. 2. Chromatographie bidimensionnelle, autoradiogramme (explications dans le texte).
présence de ces phosphodérivés, de I’anion sulfate et du CSA apparait sur la Fig. 2,
qui représente l'autoradiogramme d’un chromatogramme obtenue par analyse d’un

incubat de cartilage en présence d’ATP et de 33S.

CHROMATOELECTROPHORESE

Une premiére séparation des phosphates d’adénosine et du CSA est réalisée par
chromatographie sur papier descendante, systéme formiate d’ammonium-iso-
propanol, durant 8 heures, comme précédemment. Aprés séchage de la feuille a la
température du laboratoire, la position des nucléotides et dérivés est précisée par
examen en lumiére U.V. On découpe sur le chromatogramme une large bande (8 cm)
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dont le bord supérieur se trouve a 1 cm en dega des spots des mucléotides et dont le
bord inférieur correspond au front du solvant. La séparation des substances présentes
a 'extrémité de la bande est achevée par électrophorése en tampon citrate @.oy4 M,
a4 pH 3.8 sous 30 V/cm (appareil type Grassmann et Hannig), pendant 60 minutes. Les

Fig. 3. Chromatoélectrophoreése,

phosphates d’adénosine, décelés en lumiére U.V., séparés par électrophornése, somt
nettement distincts des mucopolysaccharides acides qui migrent plus vite au cours du
développement chromatographique. La Fig. 3 montre la séparation ATP et CSA par
cette technique, malgré les mobilités électrophorétiques peu différentes.

VALEUR RELATIVE DES DEUX METHODES

I.a chromatoélectrophorése présente sur la chromatographie bidimensionmelle des
avantages: élimination compléte des sulfates (a 'extrémité anodique de la bande) et
des phosphates; meilleure séparation PAPS—sulfate, et ATP-PAPS; résultats plus
rapidement obtenus. Mais elle nécessite davantage de produit, au moins 10 wug de
phosphates d’adénosine et zo 1g de CSA. Avec la chromatographie bidimensionmelle,
les Ry des mucopolysaccharides-sulfates se déterminent plus aisément que les molbili-
tés. Des quantités inférieures a 5 ug de phosphates d’adénosine (& 1 ug de PAPS
marqué 338) sont séparés de 10 ug de CSA ou plus. Les mucopolysaccharides acides,
colorés par le bleu d’alcian, forment en chromatographie bidimensionnelle des taches
nettement limitées, sans laisser de trainées comme dans l'électrophorése. L’acide
hyaluronique peut également étre identifi¢ par chromatoélectrophorése sams diffi-
culté. :

Ces méthodes permettent d’une maniére plus générale les séparations des muoce-
polvsaccharides acides et des nucléotides.

RESUME

Description de techniques de séparation des phosphates d’adénoesine, de mucopoly-
saccharides-sulfates et des sulfates par chromatographie sur papier bidimensionmelle
et par chromatoélectrophorése. Techniques .applicables en général & la séparation
des nucléotides et sulfodérivés, et des mucopolysaccharides :acides.
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SUMMARY

MNetihods are describbed for the separation of adenosine phosphates, mucopolysaccha-
ridiesmlipihates, amd suliphates by two-dimensional paper chromatography and chromato-
ellectropihoresis. The techniques are in general applicable to the separation of nucle-
otidles: amd sulpio dervatives, and of acid mucopolvsaccharides.
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