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SUMMARY 

C/aronaatogra$hy of thynaine radiolysis j4roda~cts 

i.., - [%]Thymine in aqueous solution (IO- 3 to IO-Q M) was irradiated with y rays 
of eOCo at doses between 102 and 10~ r-ad. 

Different chromatographic techniques for separation of the radiolysis products 
are described. For the paper system solvents such ..as butanol-water (S6: 14) and 
acetonitrile-phosphate buffer (0.2 M NaH,PO, and 0.2 M Na,HPO,) (85 :rg) were 
employed. Bidimensional thin-layer chromatography with cellulose powder, was also 
used. For this experiment the best solvents were either butanol-methanol-water- 
NH40H (60: 20 : 20: I) or propanol-water (10 :3) in the first dimension, and iso- 
propanol-water-saturated (NH,),SO,-I M K,HPO, (3 :77 :zo) in the second di- 
mension. The separation is rapid and can be obtained at 4”. 

We have identified a new photoproduct of thymine: 5-methyl-5-hydroxy 
hydantoin. XF values of this compound are given. 

INTRODUCTION 

L’inactivation et les mutations des cellules animales ou vegetales sous l’action 
des rayonnements ionisants semblent Qtre dues en grande partie a une atteinte 
nucl&aire. On sait aussi que la radiosensibilite est Gtroitement lice aux modifications 
chimiques de l’ADN, par cons&quent de ses constituants et notamment des bases 
pyrimidiques. 

Ceci explique l’int&& biologique particulier que prdsente l’&ude de la radiolyse 
de la thymine en milieu aqueux. L’isolement des produits radioformes est un pro- 
bl&me’ difficile B r&oudre et qui est inherent au nombre, a la grande similitude 
structurale, a la labilite des compos& ?1 &parer. 

Les techniques de chromatographie sur papier ont & largement utilisdes dans 
les etudes relatives a la photolyse ou a ‘la radiolyse des constituants des acides 
nucleiquesl-14. A notre connaissance, dans ce domaine, trois publications seulement 
font &at de l’utilisation de silice ou de cellulose sur couches mince+-17. 
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Dans le cadre d’une etude cinetique concernant la radiolyse de la thymine 
nous avons mis au point ou experimente quelques techniques de sdparation. 

Afin de respecter l’integrite structurale des substances labiles deux preoccupa- 
tions essentielles ont guide notre recherche des systQmes chromatographiques: (I) 
duree de developpement minimale; (2) deroulement des diffhrentes operations dans 
des conditions t&s deuces (pH non extrQmes, tempdratures faibles ou mod&es). 

Dans cet expose nous ferons le point des differentes mdthodes utilisees et qui, 
a des titres divers, nous ont donne des resultats int&essants. 

MATl?RIEL ET MfiTHODES 

La thymine marquee 14C, en solution aqueuse 
o”Co a des flux choisis entre 48 ooo et 600 ooo rad/h. 

2.10-8 M est irradiee par du 

Des activites aussi faibles que 0.2 PC de thyminc initiale pour les plaques de 
cellulose uniplate et de 0.8 ,uC pour le papier Whatman No. I donnent une r&&lation 
convenable par contact avec du papier Kodirex pendant 15 h. Ceci correspond a 2.5 
et IO pug pour une thymine l4C d’activite specifique moyenne (IO mC/mM). 

Pour des charges peu importantes, l’examen en lumiere ultraviolette a 254 111~ 
permet la localisation des composes pyrimidiques prt%entant une double liaison en 
position 5-6. 

Certaines pyrimidines hydroxylees, l’uree et ses derives donnent une coloration 
bleue ou jaune apres action de NH,OH ou de la potasse alcoolique suivie d’une 
pulverisation de paraminobenzaldehyde d’apres la methode de FINK modifiee par 
NOFRE~. 

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Le papier Whatman No. I a et& utilise en raison de son debit moyen et du 
pouvoir de resolution 81&e qu’il peut presenter. Nous avons utilise preferentiellement 
la chromatographie descendante parce qu’elle est plus rapide. 

Le conditionnement du papier avant emploi dans une atmosphere saturee de 
solvant n’est pas indispensable, les RF des composes &ant trQs reproductibles. 

La charge des dep8ts ne joue pas un rale important dans un tres large domaine 
(0.1-500 pg). 

La revelation du chromatogramme s’effectue comme il est decrit dans le para- 
graphe precedent. 

Deux syst&mes de solvants ont et& retenus: wbutanol-eau pour son pouvoir de 
resolution Blevd; acetonitrile-tampon phosphate pour la rapidite de migration et la 
separation convenable & laquelle il conduit. 

(a) +ButanoZ-eazc (86 :14). Ce systGme de solvant tres frequemment utilise est 
lent et au bout de 24 h la migration du produit le plus mobile est voisine de 20 cm. 
Si on augmente cette distance par un developpement B front perdu pendant deux 
jours, les phenomenes de diffusion ne permettent pas une meilleure separation. . 

Deux techniques apportent une am&oration appreciable: (i) la repetition du 
developpement. Aprbs un premier ddveloppement de 24 h le chromatogramme est 
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s6clz~5 puis replac6 dans la cuve pendant une nouvelle dur6e de 24 11. La formule de 
JEANES~~ permet alors de calculer de manike approximative les nouvelles valeurs RF’ 

RF’ = I - (I - RF)~. 

(ii) Le pro&de des bandes pointues. Dans ce cas le solvant diffuse non seulement dans 
la direction parallele au dkplacement mais aussi dans la direction qui lui est perpendi- 
culaire. Les spots des differents produits sont &irks suivant cette deuxieme dimension 
et se superposent moins. 

La meilleure separation est obtenue par la conjonction des deux techniques. 
(b) Ace’tmzitrile-eau tam#on fihosplzate. WEDRICK ET BERGER~~ ont decrit r& 

cemment ce syst&me de solvants. L’a.c&onitrile presente des proprietes remarquables 
pour la chromatographie de partage: un coefficient de tension superficielle Blew5 et 
une faible viscosite permettant un d&placement trQs rapide; une constante dielectri- 
quo Blevde (37.5 B 20~) qui joue sur la dissociation ionique et par consequent sur l’effet 
des tampons ; une parfaite miscibilite a l’eau; une grande polarit associ&e & une 
faible capacitb de donner des liaisons hydrog&ne avec les solvants ou les solut6s. 

L’eau au contraire est un solvant qui provoque beaucoup de liaisons hydrogene. 
Additionride Q la phase mobile d’acetonitrile elle s’associe avec les solutes concurren- 
tiellement aux fonctions hydroxyles de la cellulose et de l’eau l&Se. Avec l’ac&onitrile 
pur les pyrimidines ne sont pas entrain&es, c’est l’eau qui provoque le deplacement. 

Procesms ex.j%rimen ta 2 
Les 2 syst&mes de solvants decrits par HEDRICK ET BERGEII, c’est-a-dire a&o- 

nitrile-tampon phosphate 0.4 M (So :20) et acetonitrile-eau ammoniacale pH IO 
(70 :30) ont tSte repris en modifiant les proportions de chaque composant du melange. 
En effet, en raison de la quantite no,table d’eau dans ces 2 solvants la force d’elution 
de la phase mobile est trop importante pour les solutes qui prdsentent des RF Blew% 
et de ce fait t&s voisins. 

11 a suffi de ramener les volumes respectifs de tampon phosphate et d’eau 
ammoniacale Q 15 et 20 pour obtenir une meilleure repartition de nos produits sur le 
chromatogramme. 

Les bandes de papier prealablement au dBp8t de substances sont trempees dans 
l’une ou l’autre des solutions tampon. Le temps requis pour le developpement en 
utilisant la technique des bandes pointues est court (3 h). Le melange acetonitrile 
tampon phosphate donne la meilleure resolution; celle-ci n’est cependant pas entiere- 
ment satisfaisante car plusieurs composes pr&sentent des Rp voisins (Tableau I). 

(2) Ckronzatograg5hie bidimemionneZZe 
Les 2 syst&mes de solvants utilises en chromatographie unidimensionnelle ont 

chacun un inconvfkient, rt-butanol-eau: durt5e de migration trop grande; acetoni- 
trile-phosphate : resolution moyenne. 

Leur combinaison en chromatographie bidimensionnelle est t&s interessante 
en raison des valeurs de Rp assez differentes que pr&sentent certains produits dans 
ces 2 bluants. 

La presence de sels dans le melange acetonitrile tampon phosphate conduit & 
choisir le systeme ut-butanol-eau comme premier solvant. Dans ce cas la duree de 
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TABLEAU I 

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER WHATMAN No. I 

Solvants 

Butanol- Ac&onitrile- Ac&onitrilc- 
east (86 :r.~) tampon tampon 

NH,OH phosphate 
PH = IO (85 :15) 
(80 :ao) 

&vnrirte RF RF 

Thymine I 

Urdc 0.52 
Glycol cis thyminc 0.42 
Glycol tvau thymine 0.55 
Dihyclrothymine 
Hyclroxy-5 dihyclrbthyminc 

0.92 

0.64 
Hydroxy-G dihydrothymine 0.71 
‘Hydroxym&hyl-5 uracile 0.50 
AC. hydroxy-5 rn&hyl-5 

bnrbiturique 0.59 
Pormylurdc 0.92 
Mdthyl-5 hydroxy-5 hyclantoi’nc 0.39 

0.68 0.50 

0.54 0.33 
0.54 0.35 
0.60 0.40 
0.74 0.60 
0.63 o-44 
0.69 0.49 
0.51 0.27 

0.50 0.54 
0.71 0.57 
0.66 0.55 

Fig. I. Chromatographic sur papier Whatman No. I cles procluits de rndiolyse de la thymino en 
milieu aqueux a&& dans le systemc de solvants butanol-eau (86: 14) et ac&onitrilc-tampon 
phosphate (NaH,PO, 0.2 M, et Ns,HPO, 0.2 M) (85: IS), I = thymine, 2 = acide hydroxy-g- 
methyl-5 bsrbiturique, 3 = dihydroxy-g,G.-clihyclrothymino formc trans, 4 = dihydroxy-g,G-di- 
hydrothyminc forme cis, G = hydroxym&hyl-5 uracile, 7 = methyl-5 hydroxy-g hyclantolnc, 
10 -u&e, 5, 8, 9 = produits clc structure inconnue. 

_. 
J. Chromatog., 43 (1969) 368-375 



372 R. TEOULE, J. CADE’r 

migration est de 15 h a 20~. Pour l’acetonitrile, dans la deuxieme dimension avec 
les mQmes conditions operatoires il faut environ IQ 11. Un sechage de 30 min a tempe- 
rature ambiante est necessaire entre les deux Ablutions. Cette chromatographie bidi- 
mensionnelle permet une separation tres poussee de tous les produits de radiolyse de 
la thymine ayant un RF hlev& 

Rkwltats 
Les RIP des substances connues sont donnees dans le Tableau I. La. Fig. I 

montre la disposition relative des substances radioformees a une dose de 5.105 rad 
et une concentration de 2 -110-s M de thymine marquee W (0.8 ,&) en milieu 
sac%. La r&elation est obtenue par exposition de 15 11 sur papier Kodirex. 

CHROM’A’rOGRAPHIE SUR COUCHES MINCES 

Choix des adsorbants 
La cellulose MN 300 (Macherey) sans liant est prealablement purifiee par lavage 

avec une solution de methanol et d’ammoniaque selon la technique de PATAKI~~; 
la pate liquide form&e par un melange de 15 g de cette poudre est brass&e bnergique- 
ment pendant I min, puis &al&e sur 4 plaques de 200 x 200 mm; ces dernieres sont 
laissees une nuit a la temperature ambiante ou chauffees pendant IO rnin a 105~ avant 
utilisation. 

Silice. Les couches de silice sont preparees a partir d’une suspension de 35 g 
de Silice G(Merclc) dans S5 ml d’eau et 5 ml d’acetone, les 4 plaques ainsi obte- 
nues sont activCes par chauffage & IZOO pendant 8 h. 

Cellulose MN polygram (“uniplate”). Ces plaques preparees par Macherey sont 
constituees par un mince film d’adsorbant sur feuille de plastique. Elles presentent 
un pouvoir de resolution eleve mais la charge maxima admissible en solut&s est 
inferieure a celle d’une couche mince classique (0~5 mm d’epaisseur), 

Techzipes analytigues 
La migration des solutes se fait tou.jours perpendiculairement au sens de 

1’8talement21. 
La chromatographic est toujours de type ascendant: les seules forces de capil- 

larite assurent un developpement rapide (1-4 h) pour une migration du solvant de 
15-18 cm. 

Le seuil de detection des produits insatures est tres bas; il est de I pg pour les 
plaques de cellulose et de silice et meme inferieur Q 0.5 y pour les feuilles “uniplate”. 

Les gyrimidines saturees se rev&lent difficilement sur couche mince de silice. 
Sur couche mince de cellulose la sensibilit6 est meilleure que sur papier, les ta&es 
obtenues &ant moins diffuses. ..ec 

Choix des solvants 
Les syst&mes de solvant B base d’ether donnent lieu a d’importantes trainees. 

Les meilleures separations sont obtenues avec des melanges eau-alcool et notamment : 

(I) ut-Butanol-acide formique-eau (7:3:15).;, (2) ut-butanol-methanol-NIIbOH (28%)- 
eau (Go : 20 : 20 : I) (bibl. 22) ; (3) n-propanol-eau (IO : 3) ; (4) isopropanol-solution 
saturee de (NH4)2S0,-K2HP0, I M (3 :77 :zo) , 
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TABLEAU 11 

CHROMATOGRAPHIESUR "UNIPLATE" ET PLAQUE SILICE (SILICA GEL G)-VALEUR DES Rp 

Substances Adso~bant Cellulose Cellulose Silica Cellulose Cellaclosea 
Gel G 

Solvalrts Butanol- Butanol- A c&o- Pvopa- Iso/wopanol- 
acide m&hanol- nitrite- nol- (NH.J2SOa- 

formigue- eaac- lamjbon ea.ac K&i PO, 
eau NHaOH 0.2 M (IO:31 (3:77:20) 
(satu- (28%) NaH,POJ 
vante) (60 :20: et 0.2 M 
(7 :3 :r5) 20:x) Na,HPOa 

(85 :r5) - 

‘Ihymine 
Urde 
Glycol cis 5,6 thymiuc 
Glycol lvans 5,6 thyminc 
Carboxy- uracilc 
Dihyclro-g,G-thyrnine 
Hydroxy-5 clihyclrothyminc 
H yUdr=~m~th yl-s 

AC. gyclroxy-5 mdthyl-5 
barbituriquc 

Formylurde 
Methyl-5 hydroxy-5 

hyclantoi’ne 

0.49 0.68 0.71 0.74 0.42 
0.30 0.50 0.52 0.55 0.84 
0.17 0.50 0.63 0.55 0.84 
0.22 0.56 0.69 0.63 0.78 
0.2 I 0.05 0.22 0.11 0.63 
0.64 0.69 0.49 o-74 0.49 
0.39 0.59 0.67 0.65 0.72 
0.19 0.49 0.42 0.55 0.64 

0.39 
0.50 

0.30 
0.66 

o-77 
0.73 

o.G2 0.84 
0.71 0.76 

0.74 0.77 

a Valeurs obtenues cn chromntographic biclimcnsionolle aprc’s cldvcloppemont clans le 
prcrnicr sctls avcc propanol-eau (IO: 3) ct s&hago clc 15 min. 

Sur silice on a egalement de bons rdsultats avec: (5) Acetonitrile-tampon 
phosphate (NaH,PO, 0.2 M et Na,HPO, 0.2 Ad) (85 : 15) (bibl. 19). 

Les valeurs des RF du Tableau II ont et& determinees pour une charge n’exce- 
dant pas 50 y. 

Sur couches minces les divers syst&mes de solvant n’ont conduit a aucune 
separation cornpEte en monodimensionnelle des produits de radiolyse de la th,ymine. 
11s sont beaucoup trop nombreux pour &tre isoles correctement. 

Des essais de developpement sur des plaques plus hautes n’ont apporte aucune 
amklioration sensible en raison des phenom&nes de diffusion des solutes. 

En chromatographie bidimensionnelle l’association des solvants (I), (2), (3) n’a 
donne que des kultats mddiocres. Le comportement chromatographique des d&rives 
de la thymine est trop semblable et on obtient une repartition diagonale sans la 
dispersion souhait&e. 

Par centre le mecanisme d’action du solvant (4) que nous avons mis au point 
en nous inspirant des travaux de PATAKI 20 est foncierement different; son utilisation 
dans la deuxibme dimension apr&s migration du systhme (3) dans le premier sens 
permet d’obtenir une excellente separation, * les differentes taches observees sont tres 
nettes et dispersees (voir Pig. 2). 

Le skhage necessaire entre les deux developpements n’est que de 15 min; un 
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Fig. 2. Chromatographie sur couche mince de cellulose “MN polygram uniplatc” des produits de 
radiolyse de la thymine en milieu d&a&d dans le syst&me dc solvants propanol-eau (IO: 3) et 
isopropanol-sulfate d’ammonium-tampon phosphate IC,HPO, I M (3:77:20). I = thymine, 2 = 

dihydro-g,6 thymine, 3 = hydroxy-6-dihydrothyminc, 4 = hydroxy-5-dihydrothymine, 5 = 
dihydroxy-5,6-dihydrothymine formc Iruns, 6 = dihyclroxy-s,G-dihyclrothymine forme cis, IO = 
hydroxym&hyl-g uracile, 8 = mbthyl-5 hytlroxy-g hydantoi’nc, 7, 9, 11-17 = procluits dc struc- 
turc inconnuc. . 

contact plus long avec l’atmosph&re ambiante modifie la seconde migration en 
augmentant les valeurs des Rp sans pour autant amdliorer la r&solution. 

11 est possible d’opker 21, basse tempkature (4”) ; la seule perturbation observee 
est l’allongement des durees de migration qui passent respectivement de 5 & 7 II et 
de z & 3 h pour les solvants (3) et (4). Les taches sont aussi l~gkement plus diffuses. 
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RlkUMti 

La thymine 14C en solution aqueuse (Io-3 ZL Io- 4 M) est irradiCe avec les rayons 
gamma du O°Co A. des doses comprises entre ro2 et 10s rad. 

On d&crit diffkrentes techniques chromatographiques des produits de radiolyse. 
Sur papier, les solvants butanol-eau (SG : 14) et acBtonitrile-tampon phosphate (Sg : 15) 

donnent des bons r&ultats. 
La sbparation bidimensionnelle est aussi utilisee en couches minces. Dans ce 

cas, les rneilleurs solvants sont butanol-m&banol-eau-NH,,OH (60 : 20 : 20 : I) ou 

propanol-eau (IO :3) dans la premibre dimension, et isopropanol-eau saturde de 
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sulfate d’ammoni I I t n-I<,HPO,, I M (3 : 77 : zo) clans la deuxihme dimension. La &pa- 
ration est rapide et peut etre effect&e & 4”. 

Nous avons identifid un nouveau photoproduit de la thymine: la m6thyl-5 
hydroxy-g hydantofne. Les Rp de ce compos6 sont donnk 
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