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SI~l’AIIA1’ION DES l-‘OLYSACCHAlClDI~S 13’1‘ AC11115 N UCLfiIQUlZS PAR 
CI-IRO~IA\‘I‘OGIIAPl-III13 SUII I_1Y1~130SYAI’A’1’I1‘15 

Partial separation of polysaccl~nridcs and nucleic acids can be obtained by 
column cllromato~ral>hy on hydrosyapatite at room temperature. However, the 
separation depends on the pllospllnte concentration of these substances, their degree 
of clenaturation, and the presence or absence of pl~ospl~olipids in bacterial estracts. 

INTROI)UCT10X 

On sait clue l’afinitc! cles ucides nucldiclues pour l’l~_\rclrosyal,atitc (HTl’) cst 
li4e ci une plus ou nioins grandc concentration des ions PO,,“- clans leur nioldcule. 
La sdparation des diffkrents acicles nucldiques se hit par augmentation cles ions 
PO,,+ clans les tampons d’dlution, et clone conlp&ition au niveau de l’HT1’ avec les 
ions 1’0,,2- des aciclcs nucldiquesl. En postulant clue les polysaccllarides de paroi des 
gernles Gram ndgatif sont mains char&s en phospllntes clue les acides nucl&clues, 
on peut parvenir 5 une sdparation effective des polysaccllarides et des acides nu- 

cl&iques. 
L’esl~brimentatic.~n cntrcprisc, clont nws clonnons ici la mdtlloclc d’esploration 

ct les rdsultats obtcnus, montre quc ce lmstulat n’est pas vrni pour tous les poly- 
saccharides et acicles nucl6iques et clue cette nl~tllode de sdpnration semble &re 
fonction de la concentration en pl~ospl~atcs cle ces substances. 

Ce travail a @tk rklisd sur des pleases ucclueuses cl’estraction selun la classicluc 
mCtllocle de WESTPHAL ET JA\NN”, a partir cl’l;sclwrdch~tr. COLT et de 13o~&ztclln ;~cY~Lss.~:s. 

Clrro~~tnto~~iz~/t.ic!s 

L’llydrosyapntite utilisdc cst lc produit commercial .IZio-Ccl 1-1’1’1’ (Bio-13x1 
Laboratories, Iiiclinioncl, Calif.), 

Les colonrics sont de x5.5 h 16.5 cm x 2 cm, dquilibrdes en tampon pl~ospl~ate 
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de potassium 0.005 M, pH = 6.8. Les differents tampons d’elution sont prepares 5, 
partir de solutions de phosphates mono- et di-potassique, aux concentrations mo- 
laires d&i&s et m&an&es pour obtenir le m&me pH pour tous les tampons. 

Les chromatographies sont effect&es comparativement &. 4” et 21°, car on sait 
clue la tempkrature de chromatographie joue un role important dans la separation des 
substances sur HTP”. Des fractions de 5 ml sont recueilliks a l’aide d’un collecteur 
de fractions. 

MWIzodes analytiques 
Dosage des SZICYC?S. On utilise la technique a l’anthrone selon MOKRASCH~. 

L’intensitd de coloration est mesuree au spectrophotometre & 620 m,u, comparative- 
ment a une gamme-etalon de solution de glucose & des concentrations allant de 40 B 
200 ‘ug. 

Dosage des acides vibomccZ&ques (AXN), C'est la technique d&rite par KAMALI 
ET MANHOURI~ qui est utilisee. Le ribose est dose par une reaction a l’orcinol com- 
parativement a une gamme-etalon d’ARN, l’intensite colorimetrique se mesurant 
au spectropliotometre a 670 m,u. 

Dosage des acides deso~yyibonaccl~iqzres (ADN). Les ADN sont doses par la 
technique & la diphenylamine et acide perchlorique selon BURTON~ avec mesures 
colorimetriques & 600 m,u. 

Dosage des $yote’ines. La technique D'ITZHAKI ET GILL' qui est utilisee est une 
micro-methode au biuret avec mesure photometrique Zt. 310 m,u. 

Mes~res sfiectyo$hotowz~tyiqz~es. Elles sont realisees, aussi bien dans l’ultra-violet 
que dans le visible, avec un spectrophotometre Beckman DB-G. La mesure des 
densitds optiques des differentes chromatographies est effectuee a 260 m,u. 

Conce9atration des $yoduits de clbromatogyaj?&ie 
Lorsque ‘ce n’est pas specifiquement signal&, les pits d’elution sont concentres 

par pervaporation a 4” et dialyse contre eau distillee pour eliminer les phosphates. 
En effet, des essais de concentration sur Dia-Flo (Amicon Corp., Lexington, Mass.) 
avec membrane PM IO montrent que les ARN aussi bien que les sucres traversent 
cette membrane et ceci dans des proportions importantes: 57% pour les ARN et 
60% pour les sucres. 

RbULTATS 

Clayomatogya~ltio d’extyait de B. $eri?acssis 
Nous avons realise une chromatographie a temperature ambiante (21~) d'un 

extrait polysaccharidique de B. ~5erCacssis. Les dosages de sucres et d’ARN effectues 
sur la totalite des paliers d’elution, montrent que l’on a s6paration effective d’une 
partie des acides nucleiques et des sucres, puisque 47% de ces derniers sont 81~6s en 
tete de chromatographie dans le palier 0,005 M, contamines seulement par 6% 
d’ARN. Cependant, plus de la moitie des polysaccharides (510/o) est elude en m&me 
temps que la majeure partie des ARN (63%) avec le palier 0.2 M (Tableau I). 

Clzro~natogyafihies d’extyait d’E. coli 
Les deux chromatographies effectuees comparativement 
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Estrait Jnis sir colcmnc 7063 IO0 73-3 T 00 
Palier 0.005 A/l 457.65 0.3 3.t6.1 ‘t7.G 
I?aIicr 0.01 JW IO.1 Cl. 1 0 I_ 

Palicr 0.1 M 365*5.5 5. ’ 0 - 

Pnlier 0.2 IV2 d456.8 63 374*4 5J.5 
Palier 0.5 M rG1.24 3 * 2 131 .H JS 

Total 545J.74 76.7 8 5 ‘2 ,3 J J7.1 

..---_._-_--_-.-____- .__.. _ .._ . ._ . _.. . -....,.... . ..--.-... -...-.- _...__.. -_ -.... .-_._ .._. .,. 

trent pas de cliffhence clans lcur courbe cl’adsorption h zG0 rnbd (Fig, I, A et 13). 
Cependant, les dosages de sucres, d’ARN et d’ADN effectuCs sur les fractions des 
diffhents paliers, montrent que ces substances sont gdndralement plus fortement 
adsorbdes sur 1’HTP Q 4O qu’h 21~. On obtient ainsi une meilleure sdparation des 
diffhentes substances SL l’klution, et plus sphialement des polysaccharides, en 
op6rant l&s chromatographies SL tempdrature ambiante: en effet, 450/O environ cles 
polysaccharides sont 61~6s dans le palier 0.005 M, contaminks seulement par 8(x, 
d’ARN, mais 31% d’ADN. De plus, &. ZI’, les rendements obtenus B la clwornato- 
grapliie sont meilleurs qu’h 4O: &i effet, 
p&ration SI. 21O, contre G5.5°/,j L 4”. I&es 

pour les sucres, on obtient IoS.S~/~ de rdcu- 
rendements pour 1’ARN restent pauvres et 

1oc 

50 

II ,005M 

ITig. 2. Pourcentngcs clc rcrlclcJi~cnt clcs cl~romnto~rapliic~s cl’cstraits Cl’E. CObi. (.4) = CllrOllli~t0- 
graphic B 21~; (13) = clirc~~iiJ~togr~n~~l~ic h &to. 
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sont faiblement augment& par l’dlhation en tempdrature de 1:~ chrornatographie: 
25.9(y0 & 2r”, conk-e 19.5~/~ h 4O. Scu.ls les ADN prdsentent une rhupdration totale, 
cluelle clue soit la tempdrature: xrI.SO/” G 2x0 ct 135.G”/, h 4” (Fig. 2A et 13). 

Les travaus de ~~I’:RNARDI1,“,D, concernant la cl~romatograpl~ic des acides 
nucldiques sur hydrosyapatite, ont niontrC clue la sdparation obtenuc est fond& 
sur l’interaction des groupements phosphates nkgatifs des acides nucldiques, avec 
la charge positive A la surface des cristaus d’llyclrosyapatite, saris aucune inter- 
vention clirecte ni des bases, ni des sucres. Ce meme auteurlo, a xnontrd d’autre part, 
que l’adsorption des polypeptides et des prothnes sur hydrosyapatite hit fonction 
de la charge en groupements aspartate et glutamate des protdines: plus une protdine 
contient de groupements carbosyliclues et plus ellc est fortement adsorbde A. la sur- 
face des cristaus d’hydrosyapatite. 

Les acides nucldiclues, dans la composition desquels entre en moyenne IO”/” 

cle pliospllorell, sont gdnCralcment Cluk de l’hydro_syapatite A o. 1-0.2 A/r phosphates. 
Occasionnellement, quelques fractions mineures d’ADN natif sont dluhes h 0.5 h!P. 

On pouvait done penser qu’en partant cl’estraits bacthiens cl+ourvus de pro- 
tkines, tels que ceus quc nous avons utilish, on pourrait obtenir une sdparation des 
acicles nuclhiques et cles polysaccharides, ces clerniers, n firioG moins char&s cn 
pliosphore, dtant 6luds avant les acicles nucl6iques. 

Cette liypotli&sc a dt6 partiellcment vkifide pour ce qui concerne les estraits 
de B. $JC~,~?CSS~S, puisque 47.G”/o dcs polysaccharides ont 6tC 61~6s dans le palicr 
0.005 n/r (Tableau T). Ces polysaccharides corresponclent certainement & cles sub- 
stances faiblement char&es en pllosphore, pour lesquels l’l~ypoth~se de produits de 
cldgraclation cles polysaccllaricles natifs doit nussi etre envisagCe. T&es ARN 61~6s 
cntre 0.005 M et 0.1 M reprdscntcnt cles fragments de polynucl&otidcs plus ou mains 
cl&grad& selon le palier cl’dlution, tnnclis quc la majeurc partie cles ARN (63(x,) est 
Glude h 0.2 n/r et reprdsente cles ARN natifs. Cepenclant, prh de 7oo/0 clcs polysacclia- 
riclcs sont encore dluds clans les paliers 0.2-0.5 A/r. 11s corresponclent B cles substances 
fortement char&es en pliospliore. On peut penser que ccs substances fortement 
pl~ospl~oryldes (plus cle 10% en phosphates, si l’on ctablit la corrcsponclance avec les 
acicles nucl&ques) ne sont pas composdes uniquement de polysaccharides, tnais de 
lil~ol~olysaccl~aricles, clont la fraction pllos1~l~olipidiclue vient s’ajoutcr ri la charge 
cn l~liosl~liore. 

I1 en vn de ni&nc pour les estraits cl’E. coli, pas&s cn cliromato~rnpllie h 21°. 

En effet, h cette tempdrature, la totalit clcs polysaccllarides (loScx,) est dluhe entre 
les paliers 0.005 et 0.10 114, contaminds par 2G0k, d’AliN ct 62’y, d’ADN. Ces rdsultats 
sent comparnbles avec ceus obtenus avec les estruits de 13. #wrkxw’s. Dans lc cas 
~1’6, colt’, les ARN et ADN 61~6s avant 0.1-0.2 h/l pl~osl~llates, corresponclent aussi 
ccrtainement A cles fragments de polynucldotides. 

La comparaison cles clirqmntograpliies cl’estraits plidnoliclucs ~1’6. col,d aus 
diffhentes tempi?ratures, ,montre clue: (a) l’adsorption cles polysaccharicles est ghnd- 
rnlenient plus forte h 4” qu’& 21°, puisclue 40% environ des sucres ne sont pas dluh 
h 0,5 Ad p110sp11tites. I1 parait done pri\fhable cl’cffectuer les chromatogral~hies A 
temlh-aturc ambinnte. (13) Lcs ARN sent peu dluds de la colonne (19.5Oh, de rcku- 
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p&ration a 4”, 26% environ & 21~). Et ce qui est clue correspond a des fragments 
d’ARN. On peut done en conclure que le reste des ARN, probablement sous une 
forme d&grad&e, s’est combine avec des substances fortement phosphatees, telles 
que des phospho-lipides. (c) La temperature de chromatographie n’affecte pas l’elu- 
tion des ADN dans leur ensemble. On remarquera seulement que plus de 60,% de 
ces ADN sont decomposes en polynucleotides plus ou moins polymeri&, puisqu’ils 
sont 6lues dans les fractions o.oog-0.01 M phosphates. 

Ces separations sur hydroxyapatite mettent done en evidence une denaturation 
importante des substances contenues dans les extraits phenoliques, puisque selon 
BERNARDI~, l’hydroxyapatite ne provoque pas de cassures dans les longues molecules 
d’ARN. Cette degradation est variable selon les germes utilises, puisque 1’0x1 recueille 
63% d’ARN natif dans les extraits de B. +~twssis et rien & partir des extraits d’E. 
coli. D’autre part, cette degradation des acides nucleiques et des sucres dans les 
extraits phenoliques est confirmee par le fait que lors d’une concentration de l’extrait 
brut sur Dia-Flo, avec membrane PM IO, on retrouve pres de 60% de sucres et de 
polyribonucleotides dans le filtrat. 11 parait peu probable que la methode d’extraction 
soit en cause dans ces denaturations d’acides nucleiques; une degradation par les 
operations de congelation-decongelation au stockage parait plus plausible. 

CONCLUSiON 

La chromatographie sur hydroxyapatite d’extraits bacteriens de germes Gram 
negatif permet effectivement une separation des polysaccharides et des acides 
nucleiques, dans la mesure oh ces derniers ne sont pas trop degrades par les operations 
de purification et de conservation qui precedent. Toutefois, cette separation s’avere 
incomplete. On peut penser clue cela est dQ a la presence de phospholipides, clui 
modifient la charge en phosphates des polysaccharides et des polynucleotides. Cette 
methode de separation n’est done pas applicable avec le meme bonheur a tous les 
germes. 11 semble que le rendement de purification soit essentiellement fonction de 
l’integrite moleculaire des polysaccharides et acides nucldiques en presence; et du 
taux de concentration en phosphates des polysaccharides ou des lipopolysaccharides, 
qui, pour une separation maximale, doit 
D’autres experiences sont en tours dans 
these. 

REMERCIEMENTS 

Nous remercions Monsieur le 
bacteriens utilises clans ce travail, 
excellente collaboration technique. 

RlkUM$ 

&re inferieur & celui des acides nucleiques. 
notre laboratoire pour verifier cette hypo- 

Docteur G. AYME, qui nous a fourni les extraits 
ainsi que Mademoiselle N. BROCARD pour son 

La chromatographie sur colonne d’hydroxyapatite a temperature ambiante 
permet une separation partielle des polysaccharides et acides nucleiques: mais, cette 
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s6paration est fonction de la concentration en phosphates de ces substances, de leur 
degr6 de dhaturation et de la pr@scnce cm absence de phospholipides dam l’extrait 
bact6rien trait& 
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