
JOURNAL OPCHROMATOGRAFHY 143 

SI?I?ARATION DES OLIGONUCLfiOTIDES DU DNA APURINIQIJE PAR 

CHROMATOGRAPI-IIE BIDIMENSIONNELLE SUR COUCHES MINCES 

DE GEL DE SILICE 

D. LANDO, J.DElXUDDKR ET&t PRIVAT DE GARILI-IE 
C~tafre dk Recl~e~c?us S.I.F.A.-Dinvnavrl, 93, La. PCni~m Saint Devais (Fvmtce) 

(Iicqi le S mars 1967) 

lNTRODUCTJON 

Un grand nombrc de travaux est consacre chaque an&e aux etudes de sequences 
des nucl&otides des acides nucleiques notamment du DNA. Un preliminaire utile a ces 
difficiles recherches est l’etablissement des proportions relatives des oligonucleoticles 
pyrimidiques provenant de l’hydrolyse partielle du DNA (DNA apurinique). 

Les premiers travaux dans cette voie sont dus a COHN ET VOLKIN~ puis CHAR- 
GAFF et ses collaborateurs S-7. SFENCER ET CEJ.ARGAFF*-G ont obtenu des resultats 
importants par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose et chromatographie 
bidimensionnelle sur papier. HALL ET SINSHELMER~ realiserent la separation des 
oligonucleotides pyrimidiques selon la longueur des chaines (isoplithes) par chromato- 
graphie sur colonne de DEAE Sephadex. 

Dans un autre or,dre d’idees, BURTON ET PETERSEN+~* ont pu &parer de nom- 
breux oligonucldotides pyrimidiques par chromatographie bidimensionnelle sur papier 
d’une part, ainsi que par la combinaison de la chromatographie et de l’electroplzor&se 
sur papier d’autre part selon la methode d&rite originellement par Rusa~zs~cv ET 
KNIGWT~~ et appliquee par ces auteurs au fractionnement d’hydrolysats enzymatiques 
de RNA. 

Des separations par chromatographie sur plaque de derives d’acides nucldiques 
ont 6th realisees par RANDERATX ET RANDERATW~+~~ SW couches de celluloses 
substituees. 

L’apparition recente sur le marche de couches de silicelO sur support inerte pour 
la chromatographie en couche mince, nous a incites a essayer ce materiel. Les resultats 
obtenus nous paraissent interessants a rapporter. Nous avons pu ainsi obtenir la 
separation d’une vingtaine de taches dont seize ont pu &re identifiees par leur spectre 
dans l’ultra violet et d’apres leurs positions respectives. 

MhTtiRJEL 

Mat&rid iI)ow chromatogra~hie 125 cofmhes minces 
Nous avons utilise des couches KodaklDde gel de silice toutes p&par&es, pourvues 

d’un indicateur d.e fluorescence (Kodak ECS.I<.~OI.R, dimensions 20 x 20 cm). La 
chromatographie s’est deroulee dansdes cuves “sandwich” Kodak No. 1367. 

. 
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Acide dt!so.xyribom.&ei’qzce 
Nous avons utilis& plusieurs types de DNA, dont notamment un DNA de thymus 

de veau prepare selon la mdthode de KAY, SIMMONS ET DOUNCE~~. 

Phos@zodiest&ase 
La phosphodiestckase de Venin Worthington a &e utilisee pour l’identification 

des deux dinucleotides isomeres CpT et TpC. 

MfiTHODES 

Prk$aratio?t dti DNA a$wcriGpe 
On a employe la methode de BURTON ET PETERSIZN~~ a l’acide formique. Les 

purines ont et& elimin~es par chromatographie sur une colonne de Dowex AG 50 WX, 
50-100 mesh lo. Avant d’&re utilis6, le Dowex a subi de nombreux cycles de lavages & 
la soude normale et S l’acide chlorhydrique normal jusqu’a ce que la densite optique 
du filtrat mesuree a 260 rnp soit inferieure a 0.010. 

Dk$hos$horylatio~~ des oligonucle’otides 
Les grou.pements phosphoryles terminaux des oligonucleotides ont Bte ensuite 

cYimin& par action de la phosphatase alcaline de Escherichia coli Worthington, selon 
WALL ET SINSHEIMER~. Cette dephosphorylation s’est montree rigoureusement in- 
dispensable & la resolution ulterieure du melange par chromatographie bidimension- 
nelle . 

Dtfsalificatio~~ des ~~zrclkotides par traitemem? au claarbom 
11 s’agit d’un temps important et delicat. On a utilise le charbon Charcoal 196, 

Barnebey Cheney Co., Columbus, Ohio. Avant d’6tre utilise, le charbon. est prepare 
selon les indications de COHN si. Dans un becher le charbon est la& tr&s soigneusement 
avec de l’acide chlorhydrique normal trois fois en decantant les particules les plus 
fines. Puis on rince a l’eau jusqu’a neutralite du surnageant. Le charbon est ensuite 
d&active par traitemcnt avec du tolu&ne a I y0 clans l’isopropanol contenant de 
l’ammoniaque a 50 %. On lave ensuite avec une solution d’alcool ammoniacal (H,O- 
EtOH-NH&OH cont., 2 : 2: I, v/v) et enfin on lave a l’eau. 

Le charbon ainsi trait& est introduit dans une microcolonne de diametre 0.5 cm. 
A cet effet, on utilise environ IOO mg de charbon et 20 mg de CBlite 535 pour une 
quantite de nucleotides correspondant a une absorption a 260 rnp de 14. Avant 
d’utiliser la microcolonne de charbon, on la lave abondamment avec la solution 
d’alcool ammoniacal pour abaisser la densite optique jusqu’a 0.010. On rince a l’eau 
puis a l’acide chlorhydrique normal et enfin’ a l’eau distillee jusqu’a neutralit& Le 
materiel est adsorb6 sur la colonne & pH < 6 B t&s faible vitesse. 

On lave par IOO ml d’eau distillee puis 200 ml d’ammoniaque millimolaire pour 
bien Bliminer les sels mineraux et les impuretes. On Blue au moyen d’une solution 
d’alcool ammoniacal (H20-EtOH-NH,OH cont., 2 : 2: I, v/v). De 25 a 50 ml d’alcool 
ammoniacal sont necessaires pour desorber tous les nucl&otides. 

L’Bluat est concentre puis Bvapbre B set dans un tres petit recipient pour 
pouvoir le recuperer quantitativement avec facilite dans un tr&s petit volume 
IO pl. 
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On applique la solution d’oligonucleotides apuriniques a l’aide d’un capillaire & 
2.7 cm du bord de deux c6tes adjacents. 

On peut mettre plusieurs prises de z ,t.J en prenant la precaution de s&her entre 
chaque prise et de faire une tache aussi petite que possible. La quantite de materiel 
doit correspondre & une absorption i 260 rnp d’environ 14, 

Les solvants suivants sont utilises: 
Icy sew. Isopropanol-eau distillee (75 : 25, v/v). 
Le temps de developpement est variable selon la temperature ambiante de IO ZL 

14 h en moyenne. 
2&m sew. hlcool butylique primaire-acide acetique glacial--solution aqueuse de 

gaz ammoniac a 0.5 %-eau distillee (go : 30 :40 ; v/v/v), 

Duree: 8 a IO 1~. On fait migrer les solvants en utilisant toute la surface de la 
feuille. 

Ehction des ta&es 
Les taches sont localisees avec une lampe & rayonnement ultra violet Chroma- 

tolux-Pleuger munie d’un filtre 258 rnp. On peut cerner les taches par un trait de 
crayon. 11 est ensuite possible de les decouper avec des ciseaux comme s’il s’agissait de 
papier. On clue chaque tache dans 2 ml d’acide chlorhydrique 0.03 M. Quatre heures 
d’elution B temperature ordinaire sont suffisantes pour avoir une recuperation 
quantitative. 

Les spectres sont beaucoup moins perturb& que par Blution a partir de papier et 
on peut lire directement l’absorption centre une cuve temoin contenant une solution 
d’acide chlorhydrique 0.03 M. 

Ideuttification des oligoutuclbotides $ar s$ectro$hotomt!ttrie 
Les spectres ont 6th lus au spectrophotometre Zeiss dans des microcuves en 

quartz. On en a egalement effect& l’enregistrement automatique au spectrophoto- 
metre Cary. 

Des melanges artificiels de desoxycytidine et de thymidine ont servi d’etalons. 
Les rapports 280 mp/26o m,~, les maximas, les positions relatives des taches ont servi 
de criteres & l’identification des sequences. 

Idem%ficatio?a des dem isomhes C$T et T)!K (Fig. 2) 

Les taches correspondant aux dinucleotides CpT et TpC sont Blucies dans 2 ml 
d’eau distillee. On r&unit les taches correspondant A, la chromatographie de trois 
feuilles Kodak. 

Les deux Bluats sont evapores a set et repris dans une goutte d’eau ajustee & 
pW 8.6 avec de la soude normale. On incube 30 min a 37” avec 20 I_cg de phosphodies- 
terase de venin Worthington en presence de traces de chlorure de magnesium 0.1 M. 
La phosphodiesterase de venin lib&e specifiquement des nuclBoside-5’-phosphates, ce 
qui donne pour les deux isomeres: 

TPC -------3 T + pC 

CpT ------4 c + pT 
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Le dinuclkotide TpC lib&e de la thymidine et de l’acide ddsoxycytidylique-g’- 
phosphate. 

Le dinuclBotide CpT isom&re lib&-e de la ddsoxycytidine et de l’acide thymidy- 
lique-5’-phosphate. 

Les produits de la r&action sont isok% par chromatographie unidimensionnelle 
sur les m6mes couches de silice Kodak dans le systQme isopropanol-eau diseillee 

(75 : 25). 

RliSULTATS 

11s sont Iw.%cnt& dans le Tableau I el les Fig. I et 21 

TABLEAU1 

ANALYSE SPECTROI’HOTOhX~TRIQUE DE DIVERS OLIGONUCLdOTIDES I’YRIMIDIQUES 

I 

2 

3 

2 
6 

z 
9 

IO 

II 

12 

I3 
14 
15 
16 

T 0.70 0.69 267 
TpT o&g ohg 267 
TpTpT 0.70 0.69 265 
TpTpTpT 0.77 0339 265 

TpTpTpTpT 0.64 0.69 2G7 
C 1.90 2.zo 279 
TPC I.iQ I.25 274 
CPT ~.14 I .2fi 274 
pa (C. Tz) jY.04 I .Oi’ 271 
p3 (C. T3) 1.05 0.93 269 
P“ (C. T4) 0.88 a.90 267 
9 ('Z T5) 0.52 0.83 248 
pu (c, ri;j 0 #‘*a -*I 0.84 265 
CPC 2.03 2.10 27s 
p2 (‘3. Tj I-47 I .‘I6 273 
p" (Cz, T2) I.33 1.25 275 

267 
267 
247 
267 
267 
280 
274 
274 
270 
270 
269 
268 
268 
280 

276 
274 

DISCUSSION 

Les avantages de la chromatographie el: couche mince sur la chromatographie 
sur papier en ce qui concerne la separation de melanges d’oligonucl6otides sont d’une 
faGon g&n&ale ceux apport& par la chromatographie en couche mince: 

Separations nettes, taches arrondies, bien limit&s, rendues extremement 
visibles par l’indicateur de fluorescence, 

Excellente reproductibilit6 permettant l’identification des nucl6otides par leur 
position. La supkriorit6 sur le papier est ici considcirable. 

Simplicit6 : aucune prdparation prdalable de 1; 1, couche n’est nkessaire. 
Rapidit&: (24 heures au total pour 12s declx dimensions au lieu de p&s d’une 

semaine). 
Utilisation de tr&s petits Bchantillons: la prise de depart correspond B 300 ou 

400 pwg de DNA (au lieu d’au mains 2 mg sur papier). 
glution quantitative tr&s facile. 

j. ChVoWdO~., 30 (1967) 143-148 



StiPARATION DE NUCLtiOTIDES SUR GEL DE SILICE I47 

n-BUTANOL-ACIDE AChIPUE-AMMONlAQUE 

Fig. I, Cl~romatograpl~ic bi-dimcnsionnelle sur coucho de gel de silice dcs oligonucl~otidcs pyrimi- 
cliques provenant dc l’hydrolyse du DNA de thymus de vcau. Solvants: (IO) propane-z-ol-eau 
(75 : 25, v/v) ; (23 n-butnnol-acide ac&ique-solution aqucuse de gaz ammoniac S 0.5 yO (90 : 30: 40, 
v/v/v). Une prise de d&part ayant une densit6 optiquc 2~ 2Go m/l de 14 a BtB appliqu&e au point de 
depart. En fin dc &olut.ion, les taches suivantes ont bt6 identiiides (voir tcxtc et Tableau I), Lcs 
numbos indiquQs sur la Fig. 113 correspondent aux nuclc!osides et nucldotides d&rib dans lc 
Tableau I. Photographies prises par Bclairage cle la couche au moyen d’unc lampe B rayons ultra- 
violets munie d’un filtrc B 258 mkt. 

Fig. 2. Identification par chromatographie tt une dimension sur couches de gel de silicc des deux 
dinuclBotides isombres CpT et TpC aprbs leur hydrolyse par la phosphodiest&ase de venin. De 
gauche B droite: T repr&ente la thymidine; pC reprdsente la dboxycytidine-5’-phosphate ; 
pT reprbsente la thymicline-5’-phosphate; C reprdsente la d&wuysyi;idine. La tack No. 7 fournit 
aprb hydrolyse pC -I- T. il s’agit done de TpC. La tache No. 8 fournit apr&s hydrolyse pT + C, iI 
s’agit done dc CpT. 

Aucune perturbation clu spectre U.V. aprb c5lution. Cet avantage est parti- 
culih-ement prhieux pour l’identification et le dosage de nuclbtides par spectroThct+ 
m&Tie. 
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La sensibilite de cette mdthode rend cependant necessaires certaines precautions, 
il est indispensable en particulier d’eliminer soigneusement les impuretes et les sels 
mineraux qui perturberaient la chromatographie et feraient traPner les taches. Ceci est 
obtenu commodement par le traitement au charbon. 

11 est Bvidemment possible de travailler avec du DNA marque par le phosphore 
3sP. La radioactivite des taches peut Gtre lue directement sur la plaque sans 6lution. 
La localisation des taches peut &tre faite par autoradiographie (a l’exception, bien 
entendu, des mononucleotides qui ont cStE! dephosphoryl&). On s’assure de cette faGon 
de l’absence complete de radioactivite parasite provenant de substances phosphor&es 
non nucleotidiques (exp6riences non encore publides) . 

RESWMI? 

La separation complete des oligonucleotides pyrimidiques correspondant & une 
prise de depart n’excedant pas 300 a 400 pg de DNA a pu &tre realisee grace a la chro- 
matographie en couches minces bidimensionnelle sur couches de silice Kodak. De cette 
facon seize nucleotides ont et6 identifies en utilisant la spectrophotometrie et les 
methodes enzymatiques. 

SUMMARY 

An excellent resolution of the pyrimidine oligonucleotides corresponding to a 
sample not exceeding 300 to 400 pg of DNA, was achieved by means of two-dimen- 
sional thin-layer chromatography on commercially 
In each experiment some sixteen nucleotides were 
metry and enzymatic methods. 1 

l3IRLIOGRAPHIE 

I \V. E. COHN ET E. VOLICIN, Riockim. Biofiltys. Ada, 24 

available Kodak silica gel sheets. 
identified by using spectrophoto- 

2 I-I, S. SWAPIRO ET E. CHARGAFF, Biocltim. Biophys. Acta, 3g (IgGo) 62. 
3 1-I. S. SHAPIRO ET E. CHARGAFF, Biocltim. Biofihys. Acta, 7G (1963) I. 
4 J. 1-I. SPENCER ET E. CHARGAIT, Biochim. Biofihys. Acta, 68 (1963) g. 
5 J. H. SPENCER ET IX:. CHARGAFF, Biochim. Biofiltys. Ada, 68 (x963) 18. 
6 I-I. S. SFIAPIRO ET E. CHARGAIT, Biocltim. Biofilcys. Acta, gx (1964) 262. 
7 EI. S. SHAPIRO ET E. CHARGAFF, Biochemishy, 5 (x.966) g. 
8 J. B. I-IALL ET R. L. SINSNEIMBR,J. MoLBioZ., 6 (1963) 115. 
g I<. BURTON. Biocltem. J., 77 (1960) 547, 
IO I<. BURTON ET G. B. PETERSEN, Biochem. J., 75 (IgGo) 17. 
I I I<. BURTON, M. R. LUNT. G. 13. PETERSEN ET J. C. SIEBKE, Cold Spring NavborSymp. Qzcant. 

Biol., 28 (1963) 27. 
12 G. B. PETERSEN, Biochm. J., 87 (1963) 495. 
13 K. BURTON, Essays Biochem., I (1965) 57. 
14 G. B. PETERSEN ET J. M. REEVES, Biocltim. Biophys. Acta, Izg (1966) 438. 
15 G. W. Rusw12src~ ET C. A. KNIGHT, PYOC. NatLAcad. Sci., U.S., 46 (1960) 945. 
16 I<. RANDERATH, Thin-Layer Chromatogvaphy, Verlag Chemie, Weinheim et Acczclemic Press, 

New-York. 1963. 
x7 E. RANDERATH ET I<. RANDERATW,J. Chvomafog., 16 (rg64.) ~26. 
18 I<. RANDERATH, E.~pericnC~a, 20 (1964) 406. 
Ig Catalogue Kodak. 
20 E. R. M. KAY, N. S. SIMMONS BT A. L. DOUNCE, J. Am. Chem. Sot.. 74 (1952) 1724. 
21 W. E. COHN, communication personnelle. 

J. Chvomatog., 30 (1967) 143-148 


