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be I’adQnosine t&raphasphate 

IV. Chromakegraphie bidimensionelle des nucl6otides sur di&hylamine- 

L’adenosine 
minant certaines 
dont il ne differe 
chaPne4-7. 

tdtraphosphate (At&rap) est un nucleotide de l’adenine conta-, 
preparations commerciales d’adenosine triphosphate”+ (ATP), 
clue par la presence d’un phosphate supplementaire en bout de 

Ce nucleotide peut &re aisement s&par6 des autres nucleotides de l’adenine par 
chromatographie sur papiers. Cette methode ne permet pas de le &parer de certains 
autres nucleotides, en particulier de l’inosine monophosphate (IMP), du guanosine 
diphosphate (GDP) et du cytidine triphosphate (CTP). 

Les mono-, di- et triphosphates des ribonucleosides se laissent aisement &parer 
sur couche mince de di6thylamino&hyl-cellulose (DEAE-cellulose) a l’aide d’un 
developpement & l’acide chlorhydrique dilue ( RANDERAT~) . Ce pro&de permet 
Qgalement de s&parer l’adenosine tetraphosphate de 1’ATP mais non de l’uridine 
triphosphate (UTP) et de l’inosine triphosphate (ITP). Cette separation peut &re 
obtenue & l’aide d’un autre solvant utilise par RANDIZRAT# qui, par contre, ne &pare 
pas correctement l’adenosine tetraphosphate de 1’ATP et du guanosine triphosphate 
(GTP). 

Ce travail decrit brievement com.ment utiliser ces deux developpements pour 
realiser une separation satisfaisante de l’adenosine tetraphosphate des autres ribo- 
nucleoside triphosphates, au tours d’une chromatographie bidimensionnelle sur 
DEAE-cellulose. Le pro&de permet l’analyse quantitative. 

Ce travail a fait l’objet d’une communication preliminairell. 

Mkthodes 
Pro&.&s z&is&. Tous les nucleotides pr0viennen.t de Sigma Chemical Company 

(St. Louis, MO., Etats-Unis d’Amerique). La cellulose pure, sans gypse (MN 300) et la 
DEAE-cellulose (MN 300) proviennent de Macherey, Nagel & Co. (Dtiren, Allemagne). 
Tous les autres reactifs sont des produits pro analysi a l’exception de l’acetone toute 
pure et de la tri&hylamine B.D.H. (Poole, Angleterre). 

IWfiaratio7z des ~!~Zaquues. 8 g de DEAR-cellulose sont mis en suspension dans 
250 ml HCl N, lavds plusieurs fois Zt. l’aide de HCl et d’eau puis addition&s de 2 g de 
cellulose et amen& a I00 ml (voir STAHL 12 et B~RNIG ET REINICICP). La p&te est 
appliqueesous une Bpaisseur de 0.3 mm. Les plaques, de 20 cm de c&e, sont sdchees a 
temperature ordinaire, activees 40 min a 50” et conservdes en presence de silicagel. 

Pose des Eclzantillo~zs. La quantite de nucleotide appliqude est de IO S 15 n- 
moles; il importe peu que la solution soit diluee (environ I m&f) ou plus concentree. 
La zone dans laquelle se rdpand l’echantillon peut atteindre 5 mm de diametre sans 
inconvenient. 

D&veZo$@wnts. Le premier solvant, HCl 0.08 N, a et6 utilise & la chambre 
froide (4”) pour dviter toute hydrolyse, pen,dant p&s de 2 h durant lesquelles le front 
se d&place de 12 Q 13 cm. Le second solvant, concu par MARKHAM ET SMITI-P et modi- 

* Cc travail ~7. ~98 rcialisd grAce h l’aicle financibre du Fords national de la Rccherche scicnti- 
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fie par RANDERATN~~, est fait de (NHd),SOs sat.-Nahc M-isopropanol (80: 18 :2) et SL 

6tB applique clans une direction perpendiculaire a celle du premier, a la temperature 
du laboratoire, pendant IO & 12 min durant lesquelles le front se d&place de 8 & g cm. 
De meilleures separations sont obtenues lorsque ce solvant a et& prepare au moins 
un jour & l’avance. 

Les plaques acidiABes par le premier solvant sont neutralisees et la&es avant 
application du second solvant : par la triethylamine a 8 vol. o/o clans l’acetone (I fois) 
puis par l’acetone (3 fois). 11 est indispensable d’effectuer cette neutralisation en 
laissant la solution acdtonique de triethylamine parcourir la plaque dans le scns qui 
sera suivi par le second solvant. 

Extractim. Les t&ches revelees par leur fluorescence en lumiere ultraviolette 
(Iampe “Mineralight” de Ultra-Violet Products, Inc., San Gabriel, Calif., Etats-Unis 
d’Amerique), sent prdlevees & l’aide d’une lame de rasoir et transferees dans un petit 
tube de centrifugeuse auquel on ajoute 2 ml HC10.2 N. On extrait par inversions brus- 
ques et rep&es sur le doigt recouvert de parsfilm, centrifuge et filtre la solution sur- 
nageante sur verre poreux (Jena G4). L’absorbance du filtrat est mesurde k 257 et 
2go nm (voir DEVIGNE et aZ.*), un &hantillon tdmoin sans nucleotide &ant trait6 de 
la m6me maniere. 

Re’sadtats et discacssion 
Nous avons confirm6 que l’acide chlorhydrique tres dilue (0.02 N) d&place essen- 

tiellement les monophosphates des ribonucldosides, tandis que l’acide chlorhydrique 
plus concentre (0.04 N) deplace les mono- et les diphosphates; la concentration de WC1 
doit atteindre 0.08 N pour qu’on observe un d&placement appreciable des triphos- 
phates, a froid tout au moins. 

Les valeurs de Rp que nous observons sont gdneralement inferieures, pour ce 
solvant, & celles d&rites par RANDERATEI 0. Nous avons constate en particulier que le 
lavage rep&e de la DEAE-cellulose s’accompagne d’une augmentation des valeurs 
de RF. 

Comme on le voit au Tableau I, l’adenosine tetraphosphate se s&pare correcte- 
ment de I’ATP, mais migre a la vitesse de 1’UTP lorsque WC1 0.08 N est utilise comme 
seul agent de developpement. Le second solvant distingue par contre l’addnosine 
tdtraphosphate des autres nucleosides triphosphates a l’exception de I’ATP. 

TABLEAU I 

Rp DES NUCLkOSIDE TRIPWOSPWATES iZT DE L’ADltNOSINE TlkTRAPNOSPNATE 

Ile premier solvant est I-ICI 0.08 N. Le second solvant est fait cl’un mdlange clc sulfate cl’ammonium 
saturd, cl’acbtate cle sodium M et cl’isopropanol (dans les proportions ‘So: IS : 2). 

Nuclc’otide Premier Second 
solvant solvant 

Aclenosine triphosphate 0.28 

C’yticline triphosphate 
0.53 

0.30 0.91 

Guanosine triphosphate 
Inosine triphosphate 

0.25 0.73 
0.20 0.53 

Uricline triphosphate 0.10 0.90 

hclbnosine t&raphosphate a.09 0.59 
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Fig. 1. Sdparation des ribonucl8otides sur DEAE-ccllulosc. Solvsnts utilis8s: 10 direction = 
0.08 N ; 20 direction = (NH,),SO, sat.-NaAc M-isopropanol (80: 18 : 2). Abrdviations utilisks: 
AMP, ADP, ATl? ct At&raP pour les mono-, di-, tri- et t&raphosphates cl’adbnosine : IMP, IDI? et 
ITP pour lcs mono-, di- et triphosphatcs d’inosine: 
guanosine, de cytidinc et d’uridine. 

GTP, CTP et. UTI? pour les triphosphstes de 

11 en rksulte clue l’application successive et perpendiculaire des deux d&eloppe- 
ments (avec neutralisation et lavage intermediaire) doit permettre de s&parer tous les 
con+ituants envisa&. C’est ce qu’illustre la Fig. I dans sa partie gauche; celle-ci 
rnontre aussi, clans sa partie droite, la r&partition de l’adenosine Wraphosphate et 
des mono-, di- et triphosphates d’inosine et d’addnosine aprb chromatographie 
bidimensionnelle. 

n. 

TABLEAU II 

ANALYSE D’UN MltLANGE DE NUCLltOTIDES DE L’ADlkNINE 

Naule’otide Clwomatogvaphie SZCY 

Papiev l DEAE-ceZlacZose’* 
(%I) 

A (%I B (%) 

Adckosine monophosphate 20.0 21.0 20.8 

Addnosine diphosphate 21,4 =9-s 21.2 

Addnosine triphosphate 50-O 51.0 50.1 
Addnosine LBtraphosphatc 
AdOnosinc pentaphosphate 7.9 

t&raac& n SolvanW fait d’acicle isobutyrique, d’ammoniaque .iV et d’acide Bthyl&nediamine 
tiquzp. I M (dans lcs proportions IOO : 60 : I -6) : r&cup&ation de l’ordre de 100 %. 

Dcveloppement (A) dans unc seulc direction L1. l’aidc de I-EC1 0.08 N: r&up&ration dc 
gS-gg o/o ; (B) commc en (A) suivi, aprbs lavage, par un d~vcloppement clans la seconcle direction B 
l’aide d’un. melange de sulfate d’ammonium sature, d’acbtate de sodium M et d’isopropanol 
(dans les proportions 80 : 18 : 2) : r&upOration de go-98 o/o* 
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Le premier solvant &pare en fonction de la charge electrique (monophosphates 
en tbte)‘; le second solvant s&pare en fonction de la nature de la base azotee du nu- 
&otide. 

La methode proposee &pare sur couche mince, comme les methodes de chro- 
matographie bidimensionnelle sur papieP* lo ou les methodes combinant l’electropho- 
r&e sur papier et la chromatographie sur papieri7~18. 

Une autre methode de chromatographie bidimensiormelle sur couche mince de 
poly(Qthyl&neimine)-cellulose, plus recemment proposee par RANDERATR ET RANDE- 

RATHID, n’aurait pas permis l’isolement de l’adenosine tetraphosphate. 
Le Tableau II montre la comparaison des analyses d’un melange de nucleotides 

par chromatographie sur papier et par chromatographie sur DEAE-cellulose. Les 
resultats sont tout & fait conparables. La chromatographie sur papier permet toute- 
fois la separation des tetra- et pentaphosphates d’adenosine. 

En resume, l’ad&nosine tetraphosphate et les nucleotides en g&&al peuvent 
C!tre aisement separes et desks par chromatographie bidimensionnelle sur couche 
mince de DEAE-cellulose. 
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