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De tr& nombreuses techniques de separation des nucllotides, ont Ctt dtkrites 
depuis quelques ann&s1-5. 

R&xxnment, Hsu et Chen6 ont publid dans ce journal une technique qui pet-met 
de &parer les AMP, CAMP, ADP, ATP; nous utilisons depuis plus d’un an une 

technique anaiogue qui &pare bien d’autres nuckotides; et mi?me des analogues de 
synthese des nucleotides dont l-usage en biologic mol&xlaire se repand de plus en 
pIuS_ 

Notre technique, d’une methodologie tres facile, elimine la derive de la ligate de 
base. ne necessite pas l’utilisation de pression tlevee. ni de changement de temp&atu- 
re, elle utilise un eluant volatil et non organique et est tres rapide. Ces qualitb la rend 
competitive avec les demieres techniques parues’**. 

MATiRIEL ET MiTHODE 

La plupart des nucleotides proviennent de chez Boehringer (Mannheim, 
B.R.D.); 1’ATP de chez Sigma (St. Louis, MO, USA_). Le GDP (S) est un don 
genereus de F. Eckstein (Mzx Planck Institut fiir Experimentelle Mcdizin). 

La r&sine est de pAmines A-25 (Bio-Rad Labs., Richmond, CA. USA_), tail- 
le des particles 17.5 & 2 pm (copolymtre de styrene et divinylbenzene a S % de 
liaison). Cette r&sine s’utilise normalement en chromatographie liquide a haute per- 
formance, mais nous donne de bons resultats & une pression raisonnable de ( f 100 
p.s_i_) pour une hauteur de colonoe de 9 cm. 

La colonne est un tube en Pyres de diametre interieur 0.6 cm entour d’un 
manchon chauffant. A la base de la colonne est introduit un petit bouchon, traverse 
par un fin tube de PTFE (diametre inferieur B 1 mm) qui sera le plus court possible 
( f 30 cm) afin que leluat sortant de la colonne passe devant le dttecteur B UV le plus 
rapidement possible. Sur le bouchon cst depose une ou deux rondelles de tissue de 
nylon. L’&onlement itant obture et la colonne contenant I g 2 cm d’HC10.5 hf- elle 
sera remplie avec une suspension de rcaine (dans HC10.5 1M) que l’on laisse deposer 
pendant environ 30 mm avant d’ouvrir t’ecoulement et d’imposer la pression avec la 

pompe- 
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La risine a Cte traitee 20 min par un melange d‘un volume d’HC1 concentre et 
de Z volumes d’cthanol, selon la methode de Khymg. La pompe contiendra de l’HC1 f 
a3.5 _%I_ 

Avant de faire le premier chromatogramme, on fera passer au travers de la 
colonne un gradient complet. 

Lea &ants sont tialisks par dilution cl’HC1 concentr6 (densite L-19); soit un 
gradient en HCI de 0 a 0.2 M. La colorme est r&@&e par de l’HC10.2 _M puis de 
l’eau distillkc pendant 15 min avant la mise de 1‘6chantillon. Si la colonne n’a pas ete 
utili&e pendant un certain temps avant de la regenerer, il est bon de faire passer de 
1‘HCI 0.5 M pendant 5 ZI 10 min a travers la coionne. 

Apres que 1‘Cchantillon a pknttre dans la colonne, le dessus de la cojonne eat 
rempli d’eau distiIk_ 

Le .bouchon de la colonne est traversi par un tres tin tube de PTFE qui am&e 
I’iluant juste au-dessus (1 a 3 mm) de la surface de la resine, ce qui Climine un volume 
mort et une deuxitme chambre de melange. Au debut du chromatogramme, la pompe 

et les tubes (PTFE diametre interieur + 1 mm, longueur f 150 cm) qui m&rent du 
-gradient a la tisine, sont pleins d’eau distillke. Un gradient convene est obtenu en 
utilisant un flacon melangeur de volume constant de 60 ml d’eau. Differents gradients 
ont ete milk& afin d’avoir la meilleure skparation des nucliotides CtudiCs ou la plus 
rapide (v-oir Fig. 1 e: 2). 

A 

Fig I. 
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Fig_ 1. Separations obtenues i 70%. Le &bit de l’&luant est de 125 ml 5 l’heure, la pression passe de + 120 
ph. au dibut du chromatograaxme ft + 60 p.s.i. & la fin. En modifiant le volume iniri& du gradient ( Pi) qui 
est de Ilcau, la dilution de la solution concentrke (HCl concentrk, d = 1.19) et Ie temps pendant lequel 
chacune de ces solution est aspike vers le flacon mtlangeur, on obtient des s@arations difZrentes. Lcs 
conditions de chromatograpbie sont Ies mEmes en A et en 5; la settle dilT&ence est queen A la colonne a it6 
trait&z entre deu.. chromatographies par HZ0 5 min; NH,Cl O-1 M (additionn~ de NH,OH pour que le pH 

soit entre 7 et 8) pendant 10 mitt; puis encore pendant 10’ par Hz0 avant de placer IYchantillon qui sera 
aussi amen6 g pH entre 7 et 8 par NH,OH. 

V, CH,Ol Dilurion D&e Diiurtin DU& 
HCl concenrrP NC1 concenrrP 

A-B-C IOoml HClj200 0 min - 30 min HCl/M Ulmin-,fin 
D 5oml HCl/SO Omin-+fin 
E 30 ml HC1/200 Omin-,4min HCl/50 4 min -+ fin 
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Fig L Sipvarion d’analogues de nuckxides sur la m&e colonne que pour la Fig. 1 mais 5 26°C. l_e 
voiumc initial d’eau csf 60 ml qui recwra pendant 5 ruin de I’HCI concentrt% diIut2 200 fois ptuis pendant 27 
ruin de I’HCI conccnrrf? dilui 50 fois puis jusqu’i lo fin dz lTiCI concenrti dilui 20 fois. L’&h~tillon 
contisnr -ASlP-GMP-IMP-ADP-GDP-ATP-IDP-GTP-ITP (A), ATP(S) (B), GDP(S) et du GTP(S) (C), 
P(XH!PP_L\ (D). P(NH)PPG (E). 
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Direction et quantification 
La detection se fait par absorption dans UV. Nous avons utilise un Uvikord 

(type 4701 A; LKB, Stockholm, Suede) absorption a 2537 A. La quantification se fait 
par triangulation dont la precision est amhlioree par l’utilisation dun entregistreur 5 
points (Honeywell, Minneapolis, MN, U.S.A.; un point toutes les deux secondes et 
un papier qui se deroule 5 6 inches a l’heure) ce qui permet une trb bonne mesure de 
la largeur h demi hauteur de ces pits qui sont t&s Ctroits. 

Rl?SULTATS 

La pression faible (60 a 100 p.s.i. due a l’acidite de l’eluant ne necessite pas une 
installation special. De plus, cet eluant (HCl) supprime presque complttement la 
derive de la ligne de base. 

Chaque nucltotide &ant tlue dans un petit volume d’eluant volatil, le nuclen- 
tide peut etre &cup&e pour un usage ulterieur, par exemple identification_ 

L’tluat peut, au sortir du photometre, etre dirige vers une fractionneuse; cha- 
que fraction itant alors additionnee de liquide scintillant et comptec pour la radioac- 
tivitt (nous avons recolti directement dans des pots Packard, sur une fractionneuse 
Technicon, en faisant des fractions de 1 min). Si l’on desire une separation totale de 
tous les nucleotides et que la dur&e du chromatogramme importe peu, on choisira une 
methode lente (Fig. IA). Le chromatogramme et la regeneration de la colonne prend 
2 h. Ladenine est &pa& de I’adenosine mais sont presque superposees respective- 
ment a la guanine et 5 la guanosine et elles sont il&es pendant les cinq premieres 
minutes 

Si la separation de I’IDP et de I’ATP n’est pas necessaire, une grosse heure 
sufBra (Fig. 1B); et l’on aure une belle separation des nucleotides cycliques (Fig. 1C). 

Si on veut separer ewzlusivement les d&-iv& de l’adtnosine et de la guanosine en 
une demi-heure le resultat sera atteint et la quantification sera beaucoup plus facile 
que darts les chromatogrammes longs; en effet, dans les chromatogrammes qui pren- 
nent une demi-heure, la dun% de sortie des pits varie entre une minute au debut du 
chromatogramme a 3 min a la fin; ce qui fait en volume 2 ml pour les pits du debut et 
6 ml pour le GTP. La Fi_e 2A montre la separation des nuclbtides naturels, le 
chromatogramme &ant fait a 26°C pour Cviter la destruction des analogues de syn- 
theses_ La Fig_ 2B a 2E pet-met d’identifier, par comparaison avec la Fig. 2A, l’identite 
des contaminants trouves lors de la chromatographie d’analogues de synthese. 

L’identification des “contaminants” des Fig. 2D et 2E sera etudiee lors de la 
discussion. 

DISCUSSION 

Les analogues de nucleotides itant beaucoup utilis&s, nous nous sommes atta- 
ch&s Q rechercher leur degre de puret& En effet, bien souvent, une impurete en quanti- 
tC in&e, peut conduire a des conclusions erron&. Heureusement, notre colonne 
peut supporter une assez grande quantitt d’un analogue ce qui pet-met d’apprkier la 
presence dune petite quantite d’impurete (par esemple de GTP); il faudra cependant 
choisir le gradient qui &pare suffisamment le petit pit d’impurete de I’tnorme masse 
du pit principal. Mtme les nuclCotides naturels en solution aqueuse, mEme au freezer 
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se d&-adent h la longue; une solution de GDP finira par ne plus contenir que du 
GMP. Khym’ a etudie l’insensibilitt relative des nucleotides naturels a une tempkra- 
ture de 7OC pendant 2 h. Les analogues de synthese sont eux tres sensibles, meme a 
dcs temperatures peu elevks, comme 37 ou 45°C. Johnson et Welden” indiquent 
dans leurs notes la d&radation non enzymatique des nucltotides imidb. Les analo- 
ues chromato_mphib donnent rarement un seul pit, et la proportion des pits de 
“degradation” va rapidement croissant_ 

pjNH)ppG maintenu 2 h 5 37’C (dans l‘eau ou dans un tampon citrate 0.2 &f, 
pH 4.25) perd environ 25 7: au profit d’un pit qui Clue avant le GDP, et qui est plus 
que probablement (NH?)ppG; B 45’C il perd pks de 70 %_ Du (NH?)ppG synthitise 
par Boehringer Clue au meme endroit dans nos conditions. Penningoth et al." signa- 
lent entre autre contaminant dans du P(NH)ppA 10% de (NHl)ppA. 

Maintenu a 25’C pendant 2 h, la proportion relative des pits est la meme que si 
le chromatogramme est fait immkdiatement aprks la sortie de la solution du freezer. 
Xous avons done tent& pour la separation des analogues, de faire une chromatogra- 
phie 5 25’C. Quoique la pression soit Cvidemment plus ilevk, c‘est parfaitement 
realisable B condition de diminuer le cas &zhkant le debit et de se contenter de pits plus 
larges. 

Les dirivb soufres semblent stables; le GDP (S) chromatogaphie g 7O’C ne 
montre qu’un seul pie 

En travaihant a 26’C et en modifiant un peu le gradient (Fig. 2), la separation 
des GDP(S) GTP(S) et ATP(S) est bOMe. Elle permettra de dkeier de petites quanti- 
t&s d’impurete telle que GTP dans ATP(S). On trouvera toujours dans les solutions 
d‘_4TP(S) de 1‘ADP et un peu d-AMP et de l’adenosine. 

Les derives imides sont beaucoup plus fra@les, ils perdent trks vite le troisiime 
phosphore. Ce qui fait que. sur un chromatogramme de -‘P(NH)PPA” on identifiera 
un pit de P(NH)PPA, un petit pit qui est probablement du (NH,)PPA et un pit Q 2 
min qui est de l’adenosine. Ce demier pit devenant tres grand si la sohrtion (dans 
l‘eau) du P(NH)PPA est rest&z I h 2 3O’C! II en est de meme pour le P(NH)PPG. Ccs 
pits de “decomposition” apparaissent, que l‘on clue la colonne avec du citrate, du 
chlorure &ammonium ou de l‘HCl_ 

La “decomposition” n‘est pas due a l-absorption sur la r&sine car une meme 
solution plac&z imrrkdiatement sur colonne aura de beaucoup plus petits pits de 
“decomposition” que si cette meme solution r&e sur la table une heure avant d7tre 
chromatographik 

La methode decrite est simple, rapide et tres maniable. Grace 2 cet eluant (HCl) 
la d&-iv-e de ia ligne de base est t&s faible; de plus son acidite induit une pression 
basse. Par cette chromatographie iI est possible (en 30 min et une seule &ape) de 
suivre les modifications de proportion de chaque nucltotide dans un milieu 
d’incubation 

Comme il est indispensable pour certaines recherches que l’on soit stir de i’ab- 
sence de contaminants des nucleotides de synthke et que i’on puisse exclure la possi- 
biliti de formation de derives au cow-s des manipulations nous avons v&ific la rksolu- 
tion de nos chromato~ammes.- 
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La dCtermination de la prknce de petites quantitk de contaminants peut &re 
faite facilement et rapidement soit dans les produits commerciaux, soit dans ceux 
form& lors de l’incubation ou de la conservation de nucltotides naturels ou de syn- 
thkses_ Lakdkcomposition des analogues de nuclkotides &ant inkvitable, il-y a lieu de 
rechercher les “impuretks” et de penser B Ieurs effets propres. 
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