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Sbparation chromatographique en couche mince de la crQatine, la cr6atinine 
et de leurs d&iv& N-phosphoryl6s 

Depuis les travaux de LOWMANN l, le rcle m&abolique de la creatine et de son 
&rive N-phosphoryl&, le phosphagene, a donnk lieu & de multiples etudes. Par contre, 
la gen&se metabolique de la creatinine, consider&e comme un produit d’excr&ion 
Blaboree clans le muscle par voie non enzymatique, a et& beaucoup moms 6tudiee. 

CAPUTTO~ avait decrit un systbme enzymatique catalysant la conversion -de la 
phosphocr&atine en creatinine. L’existence de ce systbme a et8 mis en doute par d’au- 
tres auteurss. Recemment; CLARK ET WARRENS ont 6mis l’hypothese, basee sur des 
considerations de structure moleculaire, que la crkatine servirait surtout d’accepteur 
de groupements phosphoryl- alors que le clonneur serait la forme cyclique: la N- 
phosphoryl crCatinine. La discussion d’une telle hypothese est facilitdc par l’utilisation 
experimentale de ce compose. Nous avons pu disposer de ce produit, synthdtise .par les 
Etablissements Ktihlmann (Paris). 

Des experiences preliminaires in vitro ayant montre que ce compose peut btre un 
donneur de groupements phosphoryl riches en energie a l’ADP6, nous avons et& amen& 
Q analyser le mecanisme de la reaction. Dans ce ,but; naus avons mis au& ‘point) une 
technique de separation chromatographique de micro-quantites de creatine, creatinine 
et de leurs derives phosphoryles respectifs. La separation de ces derniers s’est averee 
trQs difficile sur le papier. Par contre, en couche mince de cellulo,se, nous ayons pu 
obtenir une separation efficace dans de bonnes conditions de reproductibilitk I 

Un assez grand nombre,‘de systemes de migration constitues de ;mdlangas. ter- 
naires et quaternaires, d’alcools, d’aldehydes, de bases pyridiniques en mlheu alcalin ou 
acide se sont revel&s inefficaces, ainsi ‘que divers systemes essay&s sur C.M-;DEAE- 
et ECTEOLA-cellulose. 

La technique d&rite ci-dessous nous donne rdgulierement ‘de bons resultats:’ 
Le support est constitud de cellulose 300 MN de Macherey, Nag91 & Co. (elle- 

magne) lavee par l’aktone, l’eau et encore l’acdtone avant sdchage (ZI Q dans go ml 
d’eau). 

Le syst&me de migration est un melange quaternaire : propanol-acetone-ammo- 
niaque-eau, 5 : z : 4 : I (solvants organiques redistillds) . 

La migration ascendante dure toute la nuit en chambre froide (+ z"), ce qui a 
le double avantage d’ameliorer la separation entre les ddrives phosphoryles et de 
reduire au minimum la d&gradation du phosphagene. 

Les Rp obtenus sont les suivants : creatinine: 0.80; creatine: 0.39; N-phosphoryl 
creatine (phosphag&ne) : 0.46 ; N-phosphoryl creatinine: 0.32. 

Deux procedes de rk&lation sont utilisds concurremment. L’un r&,&e les quatre 
composes sous forme de crkatinine apr&s rupture des liaisons phosphoryl- et ddshydra- 
tation de la crdatine. Les plaques, apres sechage, sont laissdes une heure h 105'. Apres 
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refroidissement, elles sent color&s par pulverisation d’une solution picrosodique: 
(solution saturee d’acide picrique 6 ml, soude normale 6 ml, et eau 8 ml). 

Les taches jaunes apparaissent plus nettement apres quelques minutes d’dtuve 
B 37”. 

L’autre procede r&Ye la crdatine et le phosphagene apres rupture de la liaison 
phosphoryl- par la reaction de BARRITT 0. AprQs skhage, les plaques sont laiss&es 
IO minutes a l’etuve a 100~. Le systeme de revelation utilisb a la composition suivante: 

(I) a-naphtol’: 0.20 g dans 20 ml de solution alcaline (carbonate de soude: 80 g; 
soude: 30 g; eau : 500 ml) ; 

(2) diacetyle: solution i 0.5 g par litre. Les- dehx solutions sont melangkes 
extemporanement : 2 volumes de solution (I) pour ‘I .volume de solution (2). 

Les taches roses apparaissent sur le chromatogramme, apr8.s r&elation, a 
1’8tuve a 37”. 

En raison de la plus grande stabilite de la N-phosphoryl crhatinine, celle-ci peut 
btre plus facilement mise en dvidence, lorsque le phosphag&ne est en exces (dans le 
tissu musculaire en particulier), apr&s degradation selective de ce dernier a pH 2 
(acide chlorhydrique) pendant une heure a 37O, Le pH est ramen a 7 avant chromato- 
graphie . 

Nous remercions les Etablissements Kiihlmann de leur aide qui a permis la 
realisation de ce travail; Madame MOUNIER-PLRON $e son aide technique toujours 
efficace. 
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