
388 NOTES 

CWROM. 5859 

Chromatographie sur couche mince de bases et dQsoxyribonuclQosides 
analagues puriques et pyrimidiques 

Au tours de l’etude de la reaction de transfcrt du groupe desoxyribosyl d’une 
base purique (ou pyrimidique) a une base purique (ou pyrimidique), catalysee par 
un extrait de Lactobacilhs lzeEvetictis, on a fait appel a la chromatographie sur couche 
mince pour la determination qualitative et quantitative des produits form&. Les 
bases et ddsoxyribonucleosides ont fait l’objet de nombreuses etudes chromato- 
graphiques tant sur papierl-3 clue sur couche mince”. Nous avons done cherche & 
adapter au present probleme quelques uns des solvants couramment employ& 
FINCX ET ADAM@ ont utilise sur papier les solvants: (I) (phase organique) acetate 
d’ethyle-eau-acide formique (60:35 :5) et (II) alcool butylique tertiaire-methyl-ethyl 
c&one-eau-ammoniaque (d = o.gzo) (40 :30 :zo :IO). D’apres les donnees de WYATTI 
nous avons utilise les variantes suivantes: (III) n-butanol-eau-ammoniaque (d = 
O.~JZO) (86:10 :5) ; (IV) isopropanol-eau-ammoniaque (d = 0.920) (70:20:10) ; (V) 
solution aqueuse a 50/u de phosphate disodique sature d’alcool isoamylique; (VI) eau 
di.stillke pH 67. 

Au moyen de ces si.x solvants employ& sur couche mince il a et& possible de 
caractdriser sans ambigu’ite les desoxyribonucldosides de 33 bases analogues. Les XJ,’ 
de 35 bases puriques et 21 bases pyrimidiques ont Bgalement Btd determines. A l’excep- 
tion des ddsoxyribonucleosides naturels et de quelques rares desoxyribonucleosides 
analogues, les derives dtudids ici n’existent pas dans le commerce et pour la plupart 
n’avaient jamais 6% prepares. 11 dtait done necessaire de faire un contr8le d’idcntite 
de ces composes aussi rigoureux que possible. A cet effet ils ont et& prepares par 
transfert d’un groupe [WIdesoxyribosyl sur la base analogue (BA) correspondante 
selon la reaction: 

Rn + TdR” --f Rn dR” + T 

TdR* = Thymidine-[WJdesoxyribosyl. 

Mat&Gel et nz&thodes 
Bases natwelles et analopes. Les produits obtenus ont et& fournis par Sigma, 

Calbiochem, Aldrich ou Schwarz. La purete en a dte controlbe par chromatographie 
sur couche mince dans les six solvants indiques. Sur 56 composes commerciaux, 23 se 
sont r&.&&s impurs et ont etd purifies par chromatographie sur papier en utilisant les 
solvants approprids. Les produits ont 6th consider& purs lorsqu’ils ne donnaient 
qu’une tache dans les six solvants utilises en couche mince et que leur spectre UV 
etait conforme aux donndes de la litterature” aux trois pH habituels (pH N r,o; 
PH = 6.5 ; pW N 10.0). 

Clzromatogva~hie SW couch mime. Lcsp laques de verre usuelles (20 x 20 cm) 
soigneusement dkgraissdes sont recouvertes d’une couche de cellulose MN 300 de 25o,um 
d’epaisseur. De faqon gendrale, aucun traitement activateur n’a 6th employ& Apres 
d&p& des solutions en touches fines le developpement est reali& en cuves de verre 
&an&es placees dans un volume de tempdrature uniforme de 22-z4”.,AprcSs skchage, les 
plaques sont autoradiographi&es (film Kodirex) pour rep&r les positions des composes 
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radioactifs (d6soxyribonuclkosides). De’ meme, les positions de tous les composts 
visibles en lumike UV (254 ml&) sont rep&des et les Rp mesurks. 

Pr@wration de tlaymidirte radioactive (t~ymidi7ze-[1”C]d~so,?cyribosyZ). On prbpare 
d’abord* la d&oxyinosine marqu&e au 1°C sur dksoxyribosyl par incubation en 
quantitks Bquimolaires de dc%oxyad&nosine uniformbment marclube (produit du 
Commissariat A l’&ergie Atomique, Saclay) et hypoxanthinc dans un tampon 
phosphate 0.01 M de pH G,o en prksence de traw-N-d&oxyribosylase (EC. 2.4.2.6,) ; 

rendement en dkoxyinosine 45%. Les produits de la r&action sont s&par& sur papier 
(Whatman 3) avec l’eau comme solvant de d&eloppement, La d&oxyinosine obtenue 
est ensuite incubee avec de la thymine (rapport donneur-accepteur (I :I) dans le 
m&ne tampon en presence de tragzs-N-ddsoxyribosylase et xanthine oxydase (E.C. 
1.2.3.2.). Le rendement en thymidine par rapport & la desoxyinosine employ8e est 
toujours supkieur & 75%. Les produits sont aisement &par& et purifi6s par deux 
chromatographies successives sur papier (Whatman 3) d&eloppdes par le solvant II 
puis par le solvant VI. 

Ultkieurement la d&oxyinosine- [1X] a 6th prkparee tr&s simplement par 
dikamination de la dkoxyadkosine & l’aide d’une prhparation d’addnosine-amino- 
hydrolase de muqueuse intestinale (EC. 3.5.4.4a) (Sigma 200 U/m& & pH 7.5 dans 
un tampon phosphate 0~05 M. Dans ces conditions la desoxyinosine obtenue est 
uniformkment marquee comme le produit de dhpart mais le rendement est pratique- 
ment quantitatif. Le transfert du dBsoxyribosy1 [14C] sur la thymine permet d’obtenir 
comme pr&demment la thymidine-[%]ddsoxyribosyl. 

TABLEAU I 

Rp DES I3ASES ET Dl%OXYRIl3OSIDES PURIQUES 

Solvents: (I) Ac&x~tc cl’&hylc-cau-aciclc formiquc (Go : 35 : 5) ; (II) l~vl.-butsnol-mBthyl-8thyl- 
c&tonecau-ammoniaquc 12 N (40:30:20:10); ([II) n-butanol-eau-ammoninque xz N (86:10:5): 
(IV) isopropanol-cau-nmmoniacluc I 2 iV (70 : 20 :x0) ; (V) solution 5% clc Ns,I-IPO, saturd avcc 
I’alcool isoamyliquc; (VI) cau distill&c pH CVG zk 7, 

Satbstavms Solvavats 

I II .III IV v VI 

Aciclc uriquo 0.03 0.28 o.oi(. 0.27 0.29 0.67 
Adcninc 0.02 0.56 0.39 0.51 0.36 0.34 
Adcninc-cl&oxyribosiclc 0.10 0.73 0.47 0.64 0.4G 0.52 
Amino-imiclazolc-carboxaxniclc 0.04 0.62 0.33 0.59 0.56 0.56 
2-Amino, G-mcthylmcrcapto-purinc 0.43 0.70 0.54 o.GG 0.20 0.22 

2-Amino, G-mcthylmercapto-purinc-clbsoxyribosiclc 0.59 0.85 0.64 0.81 0.33 0.43 
2-Amino-purinc 0.07 0.48 0.2s 0.53 0.3G 0.41 
2-Amino-purine-clbsoxyribosiclc o-75 0.45 0.68 0.51 0.5s 
Amino-pyrrolo pyrirniclinc 0.18 0.9 I 0.65 0.78 0.23 0.23 
8-&a, 2,6-clinmino-purinc 0.07 0.27 0.04 0.24 0.17 - 
8-Aza, 2,6-cliamino-purinc-dbsoxyribositlc 0.74 0.29 0.63 0,3G 0.40 
8-Azaguaninc 0.07 0.28 0.02 0.27 0.35 0.43 
8-Azaguaninc-&soxyribosiclc 0.08 0.52 0.05 0.52 0.57 0.64 
8-Azaxanthinc 0.22 0.27 0.03 - 0.35 0.73 

17, : I - (Contiw~cd d p. 3&j _-_-_- 
l La conversion clircctc A* cl+ + T -b Tclr* clonnc un faible rcndcmcnt7; il cst clone prb- 

conisd cl’utiliscr la cldsoxyinoainc : l’hypoxanthinc libdrdc cst 0xyclcSc par la xanthinc oxyclsae en 
nciclc uriquc qui n’cst pas un sub&at clc In r&action clc transfcrt. L’cSquilibre cst ainsi cl&plac~ 
vcrs In formation qusntitativo do Tclr*. 
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TABLEAU Z (covzlinz&) 
__-- 

.SlLbSlfi,?WS 

- -- 

Solva?tls 
--- -- -I --.--___ 
I II IrI IV v VI 

8-Azaxanthine-cldsoxyribosidc 
G-Benzylamino-purinc 
6-Bcnzylamino-purinc-ddsoxyribosiclc 
CafGine 
G-Chloroguanine 
G-Chloropurine 
G-Chloropurinc-dbsoxyribosidc 
S-Chlorotheophylline 
2,G-Diamino-purinc 
2,6-Diamino-purine-d&oxyribosicle 
2,6-Dichloropurinc 
2,6-Dichloropurinc-d&oxyriboside 
Guanine-dcsoxyribosidc 
G-fi-Hexylamino-purine 
6-n-Hcxylamino-purinc-d&oxyribosidc 
6-+Hexyl-mercapto-purinc 
6-n-Hexyl-mercapto-purinc-ddsoxyribosicle 
2-Hydroxy, G-mcrcapto-purinc 
2-Hydroxy, G-mercapto-purinc ddsoxyribosiclc 
2-Hydroxy, 6-methyl-purinc 
Hydroxy pyrrolo-pyrimicline 
Hypoxanthine 
Hypoxanthinc-d&oxyribosidc 
2-Mcrcapto, G-hydroxy-purine 
G-Mcrcapto-guanine 
G-Mercapto-guaninc-d6soxyribosiclc 
2-Mercapto-purinc 
2-Mcrcapto-purine-d16soxyribosiclc 
6-Mcrcapto-purine 
G-Mcrcapto-purine-d&oxyriboside 
6-Methoxy-pukine 
G-Methoxy-purinc-d&oxyribosidc 
G-Methyl-amino-purinc 
G-Methyl-amino-purind-d&oxyribosidc 
7-Methyl-guauine 
G-Methyl-purine 
G-Methyl-purinc-dbsoxyribosiclc 
G-Phcnylamino-purinc 
G-Phenylamino-purinc-clkoxyribosiclc 
Purine 
Purine-d&soxyribosidc 
Thdobrominc 
ThBophylline 
Xanthinc 
Xanthine g-(P-D-d&oxyribosidc) 
Xanthine 7-(P-D-d&oxyriboside) 

0.70 
0.77 0.91 
0.97 0.96 
0.80 osg 

0.76 0.75 
0.61 0.91 

0.93 0.82 
0.03 0.49 
0.03 0.74 
0.95 0.87 

0.94 
o.oq 0.43 
0.86 0895 
o.gG 0898 
0.94 0095 
0.96 o.gG 
0.23 0.38 
0.17 0.50 
0.05 0.43 
0.37 0.76 
0.00 0.39 
0.06 0049 
0.18 0.4.3 
0.08 0.31 
0.07 0.38 
0.04 0.63 
0.04 - 
0.19 0.50 
0.12 0.49 
0.59 0.69 

0,88 
- 0.69 

0.85 
0.03 0.31 
0.32 0.65 

0.85 
0.94 0.93 
0.90 0.95 
0.30 O.bG 
- O.YS 
0.47 0.61 
0.G5 o.G8 
0.09 0.30 
0.05 0.43 
0.05 0139 

0.09 0:Go 0.50 - 
0.90 0.94 0.23 0.25 
o.gr 0.94 0.31 0.39 
o*75 0.91 o.G7 0.7G 
0.30 0.68 0.35 0.35 
0.44 0.80 0.34 0.61 
0.71 0.88 0.66 0.77 
0.41 0.78 - o-75 
0.17 0.40 0.24 0.15 
0.23 0.5G 0.38 0.3G 
0.66 0.83 0.25 O.GI 
0.88 0.92 0.65 0.74 
0.16 o-43 0.55 o-57 
0.92 0.95 0.07 0.10 
0.94 o.gG 0.15 0.19 
0.94 0.95 0.03 0.02 
0.94 0.95 0.03 o.oG 
o.oG 0.33 0.30 0.32 
0.05 0.47 0.41 - 
0.09 0.4G o-57 o.G5 
0.53 0.69 0.45 0.48 
0.15 0.44 0.54 o.Go 
0.15 0.53 o&g 0.75 
0.08 0037 0.10 0.31 
0.06 0.30 0.29 0.23 
0.08 0.40 0.53 0.4G 
0.15 0.58 0.48 0.49 
0.15 0.71 
0.17 0.48 o-37 0.37 
0.12 0.51 0.63 065 
0.47 0.70 0.48 0.60 
0.70 0.87 o.G7 0.7s 
o-53 0.06 0.3 4 0.42 
0.04 OeY4 0.50 0.61 
0.13 0.33 0.37 0044 
0.41 0.69 0.50 o.G3 
0.65 0.85 0.70 0.80 
0.84 0.85 0.08 0.14 
0.86 o.g3 0.20 0.25 
0.37 0.70 0.52 0.67 
0.58 0.81 0.72 0.80 
0.33 0.58 0.59 0&g 
0.3G 0.70 0.51 o&g 
o.oG 0~31 0.41 0.48 
0.05 0.47 0.5G 0.72 
0.05 0.43 0.58 O&4 

Prk$avatio% des de’so~y~iboozzccl~os~~cs alaalogues. En prhsence de tram-N-&oxy- 
ribosylase on obtient le transfert du groupe [W]d&oxyribosyl de la thymidine A 
l’une quelconque des bases analogues convenables. La formation d’un d&iv6 radio- 
actif est considMe comme une indication valable que la base employ&e est substrat 
de la reaction et que le produit est le d6soxyribonuclCoside correspondant. Dans les 
cas douteux le produit est isol& et utilisb comme donneur en prheuce cl’une base 
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h!p DES BASES ET DfiSOSYRIL3OSIDES PYRIMIDI~UES 

_ Solvnnts : (I) hCdtLl.tC d'&llylC-bil811 -wide formique (Go : 35 :5) ; (I: I.) levl.-butunol-nlbthyl-~tllyl- 
cdtonc--(?Bu--5117rllorliaquc I 2 N (40 : 30 : 20 : 10) ; (III) n-butLnal-cau-nnlrnoliiaquc I2 N (80 : I0 : 5) ; 
(IV) isopropunol-euu-amnloninq ue I2 N (70 : 20 : 10) ; (V) solution 50/” clc Nn,T-IPO,, saturd ;LVCC 
l’alcool isoamyliquc; (Vl) cau cli.stillBc pI-I zG Q 7. 

Ssrbslnwces Solvanls 
__-- --P.--d- -- 
I II ?II II’ I/ V.I 

-.- . _- 

hcidc bnrbituriquc 0.40 0.42 0.07 o-47 o.Go 0.93 
Acide isobarbituriquc 0.15 O.IG 0.02 0.14 0.71 0.70 
Acidc isobarbituriquc-clbsoxyriboside 0.09 0.23 0.03 0.24 - 
2-Amino-pyrimiclinc 0.55 0.86 0.72 0.79 0.69 0.70 
4-Amino-pyrimiclino 0.83 0.65 0.79 0.62 - 
G-Azathyminc 0*75 0.50 0.17 0.54 0074 0.81 
G-Azauracilc 0.59 0.4G 0.12 0.51 0.77 0.80 
G-Azauracilc-cldsoxyribosidc 0.58 0.17 - 
5-Bromouracile 0.55 0.63 0.27 o.Go 0.55 o.G7 
g-Rromouracilc-clbsoxyribosiclc 0.00 0.23 0.58 0.76 0.78 
G-Chlorothyniinc 0.82 0.73 0.38 0.73 0.52 0.75 
Cytosine 0.03 0.52 0.27 0.52 0.71 o.Go 
Cytosinc-tl&oxyribosiclc 0.02 o,G3 0.29 0.62 0.77 0.74 
,I.,O-DinInino-pyrimidinc 0.07 o.G7 0.43 0.G2 o.,tG 0.24 
4,G-Dihyclroxy-pyrimiclinc 0.1s 0.31 0.00 0.41 0.73 0.8g 
g-Fluorouracilc 0.52 0.47 0.13 0.53 0175 0.79 
5-Fluouracilc-clbsoxyribosiclc 0.49 0.10 0.57 0.85 0.85 
z-I-lyclroxy, 4-methyl-pyrimiclinc 0.13 0.63 0.37 0.G5 0.85 0.90 
2-I-lyclroxy-pyrimiclinc 0.16 0.50 0.22 0.57 0.85 0.88 
4-I-Iyclroxy-pyrimidinc 0.36 0.55 0.25 0.62 o-77 0.85 
‘~-Hyclroxy-pyrimitlillc-clbsoxyribosidc 0.83 0.58 0.82 - - 
Tsocytosinc 0.10 

:“t: 
0.25 0.47 0074 0.70 

g-Mdthyl-cytosinc 0.03 * 0.34 O.GS 0.71 OS.57 
5-Nitrouracilc o-45 0.04 0.19 0.56 0.55 0.7G 
2-Thiocytosinc 0.52 o.Go 0.04 
‘fhyminc 0.50 0.65 o-44 0.G5 0.72 0.77 
‘~.%ymidinc 0.35 0.72 0 ,Lf. 2 0.70 0.79 0.83 
IJracilc 0.31 0.57 0.29 0.53 0.72 0.72 
IJracilc-cl&oxyribosiclc 0.2 4. o.G4 0.28 0.56 0.80 0.84 

.- ________._-- --- 

naturelle dont les caractdristiques chromntographiqucs du dhoxyribonucldoside 
son t bien d&fin ies. 

RBsdtats 
L’ensemble des mesures est rassernblb dans les deux tableaux de IZ,;v. Chaque 

valeur est la moyenne de plusieurs mesures de migrations indhpendantes. Un certain 
. nombre de valeurs trop disperkes n’ont pas Btd indiqudes. 

Les solvants utilish ici ne reprkentent clue quelques syst&mes parmi bien 
tip d’autres, cependant l’exphrience montre qu’ils permettent pratiquement toujours 

de z&parer les mhlanges habituels. En particulier l’eau distill&e (solvant VI) s&pare 
tr&s facilement les d&oxyribonuclhosides des bases correspondantes. I1 en est de 
m&me du solvant V et dans une moindre mesure du solvant IV. Par contre, les 
solvants I et II sont plus gchdralexnent employ& pour la shparation des bases entre 
elles. 
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De plus on rcmurquera clue tous ces solvants ont un pE_I asset Blev6 pour ne 
pas risquer d’llydrolyser les cldsoxyribonucldosides au cows du dheloppement. 

L’ensemble de ces solvants s’est done r&Ad t&s utile notamment dans l’dtude 
de la spdcificitd: de la tmlzs-N-ddsoxyribosylase. 
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