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Note 

SBparation des nucMosides=3’9monophosphates sur couche mince d’bchangeur 
d’ions 

La separation des mononucleotidcs par chromatographie sur couche mince de 
polybthyl&nimine-cellulose (PEI-cellulose) a fait l’objet de nombreux travaux. La 
teclmique de chromatographie monodimensionnelle proposee par RANDERATN ET 

RANDERATH~ et les methodes bidimensionnelles ddcritess-G pour la separation des 
mononucleotides-3’ ont etb mises au point sur des couches minces de PEI-cellulose 
pr@arCes en laboratoird. 

Avec les systemes d’elution prBcddemment decrits, il ne nous a pas 6tB possible 
de &parer Ies quatre constituants majeurs des RNAsur les bchangeurs d’ions commer- 
ciaus. La technique present&e dans cette note decrit la separation des ribonucl&o- 
tides en une seule dimension sur des couches minces de PEI-cellulose commerciales. 

l 
Les cuves SL chtomatographie Gelman et les couches minces de PEI-cellulose 

sur support d’aluminium sont venducs par Brinkman Instruments Ltd., Toronto. Les 
couches ont une dpaisseur de 0.1 mm et renferment un indicateur fluorescent. &es 
sont conservCes a - 2o" *. 

/ ‘..‘! 
Tecltnigace cltvomatogv~~,ltirlzce 

Les d&p&s des quatre ribonucleotides en solution aqueuse sont effectues a 2.5 
cm du bord de la plaque par fraction de 0,2 ~1 B l’aide d’une microseringue Namilton 
et sbches sous courant d’air froid. La couche mince est introduite, avec une languette 
de papier Whatman No. I S son origine, dans la cuve chromatographique prealable- 
ment tapissCe de papier impregne de solvant. Apr&s 30 min, le solvant est ajoute par 
une ouverture situ&e dans Ie couvercle jusqu’a ce qu’il atteigne le papier. Trois solvants 
chromatographiques ont Bte utili&: 

(A) formiate d’ammonium 0.45 M, pH 2.6 - tevt.-butyl alcool - isoamyl alcool 
(gG:2:2); 

(B) formiate d’ammonium 1.5 M, pH 3.6 - tevt.-butyl alcool - tert.-amyl alcool 
(96:x:3); 

(C) formiate d’ammonium 2.5 M, pH 3.6 - tevt.-butyl alcool (5o:so). 
Lorsque le solvant a atteint le sommet de la plaque, celle-ci est s&h&e sous 

courant d’air froid. 
L’emplacement des nucldotides est rep&e S l’aide d’une lampe ultraviolette 

dont le maximum d’bmission est S 254 nm. 

Hydvolyse enzymatiyue des tRNA 
Un Bchantillon de 5 a s5 ,ug de tRNA est incube dans 15 ~1 de solution 0.05 i@ 

’ Nous avons not6 une aMration dcs propri&& s6paratrices de co9 plaques au tours du temps. 
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d’a&tatc d’ammonium de pH 4.5 contenant z unit&/ml de ribonucldase T, et 0.05 
mg/ml de ribonucleases A et T,. L’hydrolyse s’cffectue dans un tube capillai?e A. 37” 
pendant 2 11 (ref. 7). 

Rksacltats et discacssion 
Les solvants A et B permettent la separation des quatre ribonucl6otides en z 11 

(Fig. I). L’ordre d’elution, exprime par les valeurs de RF ddcroissantes (Tableau I) 

Fig. I. (A) Chrornatographie d’un m&mgo des quatre ribonucEotidcs-3’ par Ic solvant A. (B) 
Chromatographic d’un m&mgo dcs quatre ribonucl&otides-3’par Ic solvaat Et. (C) Chromatographie 
d’un hydrolysat enzymntique de IO jcg de tRNAp’ d’Anacyslis nidulans par Ie solvanL B. (D) 
Chromatographie d’un mOlslngc de @I? ct UMP par lc solvant C. Lcs chromatogrammcs ont I% 
photographi& en hamike incidentc ultmviolette. 
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est CMP, AMP, UMP, GMP (solvant A) et CMP, UMP, AMP, GMP (solvant B)*. 
Cette technique est applicable & la sbparation des nucldosidcs-3’-monophospha- 

tes, produits par l’hydrolyse des RNA par la ribonucldase T,. La chromatographie 
d’un hydrolysat du tRNA got d’dvzacystis nidtila?ts est illustrde par la Fig. I. 

TABLEAU I 

VALEURS DES RF DES NUCLtiOTlDES DANS LES TROIS SYST&MES DE SOLVhNT 

NttcMotidcs Valsuu des RF 

Solvant A Solvant B Solvant C 

3’~CMP O.GS 0.7G - 
3’-UAMP 
3*-AMP 

o.qG 0.70 0.72 
0.56 o.G2 - 

3’-GMT’ 0.30n 0.48 - 
3’-rpMl? 0.46 0.71 0.63 

. 

a Tache chromntographique allon&. 

Nous avons dtudi6 dgaiement le comportement du nucldotide modifi6, yrMP, 
prdsent dans les tRNA. UMP et: yMP ne sont pas rdsolus dans Ies syst&mes chromato- 
graphiques A et B, La s6paration des deux nucldotides est obtenue avec le solvant 
C en 12 h (Fig. I et Tableau I). 

La tekhnique que nous .d&crivons offre les avantages suivants: (I) les couches 
minces commerciales de PM-cellulose sont utilisees ; (2) la separation s’applique aux 
nucEosides-3’-phosphates produits par l’hydrolyse enzymatique des RNA; (3) la 
chromatographie est effectude en une seule dimension, done plusieurs. dchantillons 
peuvent &re analys6s simultan6ment; et (4) la m6thode est t&s sensible et permet 
de ddcelor 0.2 ,ug d’un nucldotide apr&s chromatographie, en lumi&re ultraviolette. 
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l J&s abr6viations utili&s sont: CM’P = cytidino-3’-phosphstc; AMP = ad&nosine-3’.phos- 
phato; UMP = uridino-3’-phosphate; GMP = 
3’-phosphate. 

guanosine-$-phosphate; yMP = pseudouridino- 


