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SUMMARY

14C-labelled deoxyribonucleosides have been prepared by enzymatic
transfer of deoxyribose from a d-nucleoside on to the labelled pyri-
midine or purine base selected. The operation is effected in a single
stage with a crude enzyme extract of Lactobacillus helveticus. With
carefully studied reaction conditions donor/base concentration ratio
and temperature — the following substances and yields were 0b-
tained : d-adenosine (95%,) ; d-guanosine (95%,) ; d-inosine(90%,) ; thy-
midine (80%,) ; d-cytidine (95%,) ; d-uridine (73%,).

As the method employed has the advantage of not entailing isotopic
dilution, the specific activity of the substances obtained is the same as
that of the initial labelled base. The purifying technique used ensures
a purity of over 99.5%,.

The episodic formation of secondary radioactive substances indicates
that certain cultures contain a deaminase which acts on purine
deoxyribonucleosides. A nucleosidase activity affecting thymidine
and d-uridine was demonstrated.

RESUME

On a effectué la préparation de desoxyribonucléosides marqués
au C par transfert enzymatique de desoxyribose d’un d-nucléoside
sur la base pyrimidique ou purique marquée choisie. L’opération se
fait en une seule étape avec un extrait enzymatique brut de Lacto-
bacillus helveticus. L’étude des conditions de réaction, rapport des
concentrations donneur|base et température, a permis d’obtenir les
produits suivants avec les rendements respectifs de : d-adénosine
(95%); d-guanosine (95%); d-inosine (90%,); thymidine (80%,);
d-cytidine (95%,) ; d-uridine (73%,).

* Stagiaire boursier de 1’Association pour organisation des stages en France. Adresse
actuelle : Radiochemistry and Isotopes Div. Atomic Energy Establishment, TROMBAY, Indes.
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La méthode employée présentant I'avantage de ne pas entrainer
de dilution isotopique, I'activité spécifique des produits obtenus est
celle de la base marquée de départ. La technique de purification
employée garantit une pureté supérieure d 99,5%,.

La formation épisodique de substances secondaires radioactives
indique que certaines cultures contiennent une désaminase active
sur les desoxyribonucléoside purigques. Une activité nucléosidasique
agissant sur thymidine et d-uridine a été mise en évidence.

INTRODUCTION

La thymidine tritiée a été préparée par FRIEDKIN et RoBerTs (! en utilisant

I’enzyme desoxyribose phosphorylase de foie de cheval selon la réaction :
thymidine 4 phosphate & thymine 4 desoxyribose 1 phosphate
desoxyribose 1 phosphate - thymine 14C 2 thymidine 14C + orthophosphate

Puis REICHARD ‘2 a montré que les 2 réactions successives ci-dessus pou-
vaient &tre réalisées simultanément selon le schéma réactionnel
thymidine + thymine 14C - orthophosphate & thymidine 14C + thymine + orthophosphate
en utilisant une enzyme bactérienne. Cette méthode a été appliquée également
par T. SEKIGUCHI et al.  en utilisant un extrait enzymatique de foie de veau.
Ces auteurs indiquent qu’il est possible d’obtenir ainsi de la thymidine *C de
haute activité spécifique bien que la méthode elle-méme conduise inévitablement
a une dilution isotopique. Des résultats identiques ont été obtenus dans ce
laboratoire avec le méme systéme enzymatique par R. BaiLLy®. La méthode
de DE VERDIER et VAN PoTTER ) qui utilisent la desoxyuridine comme donneur
de desoxyribose a été mise & profit par WINAND >’ pour préparer la thymidine
3H 2 partir de thymine *H sans dilution isotopique. Le systéme enzymatique est
extrait du foie de rat.

Tandis que les préparations enzymatiques décrites précédemment utilisent
une phosphorylase, la méthode utilisée par WiLLIAM ® fait appel a la trans
N-desoxyribosylase décrite d’abord par Mc NutT et KALCKAR, MC NuUTT et
Horr JorGENSEN (7 sous le nom de trans-N-glycosidase, puis étudiée plus en
détail par RousH et BErz . La préparation présente une spécificité limitée au
2-desoxyribose et se révéle utilisable pour le transfert du 2-desoxyribose sur
une base purique ou pyrimidique selon la réaction suivante .

base-1 - base-2 desoxyriboside & base-2 -+ base-1 desoxyriboside

Dans le présent travail, les résultats de WILLIAM ont été confirmés avec des
rendements sensiblement supérieurs. De plus, 1a desoxyuridine et la desoxy-
inosine ont été préparées par voie enzymatique avec des rendements supérieurs
a 70%,. '

* Stagiaire détaché de 1’Université de Toulouse.
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PARTIE EXPERIMENTALE

EXTRACTION DE L’ENZYME TRANS N-DESOXYRIBOSYLASE. Le Lactobacillus
helveticus (NDC 0 30)* qui a été le plus souvent employé pour cette étude
est mis en culture a 45°C dans le milieu :

Peptone : 10 g; extrait de viande : 10 g; extrait de levure : 5 g; Tween 80 :
1 ml; phosphate dipotassique : 2 g; sulfate de sodium (3H,Q0) : 5 g; citrate
d’ammonium : 2 g; sulfate de magnésium (TH,0) : 200 mg ; sulfate de manga-
nése (4H,0) : 50 mg; eau distillée : 1 1.

Le pH est ajusté a 6,7 et ie milieu stérilisé & 120°C pendant 20 minutes et
filtré. On ajoute alors 20 g de glucose et on stérilise 20 minutes a 118°C. Le
pH final doit étre de 6,1 a 6,2. Les bactéries sont centrifugées, lavées dans un
tampon citrate pH 6,0, remises en suspension dans un tampon phosphate pH :
6,0 et I’enzyme est extraite par désintégration sonique** 4 9 kc pendant 12 mi-
nutes, a 0°C, puis a nouveau 20 minutes dans les mémes conditions. Le mélange
est centrifugé a 8.000 g, 2°C, pendant 30 minutes. La fraction active est extraite
selon le procédé simplifié de WiLL1aM®, Le 1¢f précipité au suifate d’ammonium
a 35%, de la saturation (Lh-a) est éliminé par centrifugation et au surnageant
on ajoute de nouveau du sulfate d’ammonium jusqu’a 709, de la saturation.
Le précipité est remis en solution dans I’eau distillée (Lh-b) et la solution est
dialysée contre de I’eau distillée a 2°C pendant 24 h. Aprées lyophilisation, le
résidu est remis en solution dans I’eau distillée. Cet extrait (Lh-1b) est utilisé
dans la majorité des essais décritsici. Un extrait brut (Lh-3), surnageant apreés
désintégration sonique, a donné des résultats équivalents sauf pour la prépara-
tion de la desoxyadénosine, desoxyhypoxanthine et desoxyguanosine (voir
discussion).

Conditions de réaction. La réaction a généralement été faite dans un tube
a centrifugation dans lequel on met successivement la base marquée soit par
le carbone *C, soit par le tritium, le desoxyribonucleoside donneur, la solution
enzymatique et 1 goutte de toluéne pour limiter la prolifération bactérienne. Les
différents constituants,  ’exception de I’enzymes, sont dissous dans un tampon
phosphate (pH 6,0). Le tube fermé par une feuille de « Parafilm » est porté a37°C
pendant le temps choisi, aprés quoi I’enzyme est précipité par addition de 4 vo-
lumes d’alcool bouillant et le tube maintenu ensuite a 65°C pendant 20 minutes.
Le milieu est refroidi alors & 0°C et conservé a cette température pendant
plusieurs heures avant centrifugation. Le surnageant est lyophilisé, redissous
dans I’eau et chromatographié soit sur papier, soit sur couche mince. a) Chroma-

* Nous remercions M. AuctLair du Centre National de Recherches Zootechniques pour
le prét de cette souche et de nombreux détails sur les conditions de culture et de conservation.

Nous remercions également Madame le Dr. 1.U. Boong, LOS ALAMOS Scientific
Laboratory pour I’envoi de la souche L. helveticus ATCC 12046 et de précieux conseils pour
la culture et I’entretien de cette souche

** Raytheon S. 102 A.
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tographie sur papier. Thymidine, desoxyuridine. Les produits de la réaction
sont déposés soit par taches, soit sur un trait sur une feuille de papier Whatman
I1I cousue sur une bande de papier Whatman 1. La bande de papier Whatman I
plonge dans I’augette de solvant et freine le débit de phase mobile réalisant sou-
vent de meilleures séparations. Le développement est fait en chromatographie
descendante a 22°C, 15 h environ, a I'aide du solvant acétate d’éthyle ; acide
formique ; eau : 60 : 5 : 35 (solvant 1). b) Desoxyhypoxanthine — Ce méme
procédé a été employé avec 1’eau distillée comme solvant de développement
(solvant 2). Une substance radioactive formée a partir de I’hypoxanthine a un
R de 0.70 dans ce systeme. ¢) Desoxycytidine — Le papier Whatman 1 a été
utilisé en paralléle avec la technique sur couche mince — Sur papier — le solvant
est : isopropanol, acide chlorhydrique (d = 1,19), eau : 170 : 17 : 49 (solvant 3).
Le temps de développement est de 30 heures environ a 22°C (voir tableau des
R¢). d) Chromatographie sur couche mince. Sur couche de cellulose (MN 300
Merck) épaisseur 0,250 mm (les plaques sont utilisées sans activation préalable).
Le solvant de développement est [’eau distillée et la température est celle du
laboratoire (21-25°C). Les séparations obtenues sont rassemblées dans les
tableaux la et 1b.

Identification des produits de la réaction et calcul du rendement. — Les produits de
la réaction sont identifiés par comparaison avec les témoins correspondants,
chromatographiés dans les mémes conditions, en alternant les essais et les
témoins. Les taches sont décelées en lumiére ultra-violette sur les chromato-
grammes. La distribution de la radioactivité sur les chromatogrammes est
déterminée a I’aide d’un lecteur de radioactivité 4 compteur 2 7 sur les plaques et
4 7 pour les papiers. Le profil radioactif enregistré permet de calculer le rende-
ment avec une précision suffisante en mesurant au planimétre les surfaces
respectives de chacun des pics correspondant aux réactifs et aux produits.

RESULTATS

Avec les différentes préparations enzymatiques, nous avons cherché les
meilleures conditions expérimentales pour obtenir une conversion aussi com-
pléte que possible. L’enzyme a été mis en concentration suffisante pour obtenir
un équilibre rapide. Les points suivants ont été étudiés : constante d’équilibre
pour un certain nombre de combinaisons possibles (tableau V), influence des
temps de réaction (tableau III), influence du rapport molaire donneur/base
qui a toujours été pris assez grand pour tendre vers une conversion aussi com-
pléte que possible (tableau IV). Un essai & température élevée est également
mentionné.

a) Stechiométrie de la réaction. Les travaux précédents - ® montrent que
les d-nucléosides ne fonctionnent pas tous avec la méme efficacité comme
donneurs. En conséquence, leur aptitude a été évaluée en calculant le rapport :
K = (d-nucléoside 1) (base 2)/(d-nucléoside 2) (base 1) pour des réactions dont
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les rapports donneur/base initiaux sont voisins de 1. L’étude a été faite avec un
systéme enzymatique purifié (Lh-1b) et avec un systéme enzymatique brut
(Lh-3.) Ledernierest susceptibleen particulier de donner avec les bases marquées
des produits radioactifs secondaires (voir discussion). On note que les rapports
« K » différent sensiblement selon que I’on prend 1’une ou ’autre des prépara-
tions enzymatiques, la préparation enzymatique purifiée donnant systématique-
ment une réaction plus compléte.

La valeur trouvée pour le systéme hypoxanthine/d-guanosine est en accord
avec celle de RousH et Btz (0,34/0,35). Par contre, pour le systéme cytosine/
thymidine, nous trouvons une valeur sensiblement plus élevée (0,26 contre 0,18)
et la réaction inverse nous fournit une valeur beaucoup trop faible : 0,03 alors
qu’on devrait avoir : 1/0,26 ~ 4. Cependant, la figure 1 montre clairement que
la réaction ne progresse plus; les chromatogrammes ne portent aucune autre
substance radioactive que la base marquée et le d-riboside correspondant.
On observe donc que dans de nombreux cas la réaction s’arréte avant d’avoir
atteint 1’équilibre vrai, peut-8tre parce que I’enzyme est déja en grande partie
devenu inactif. Cette hypothése est corroborée par le fait que les rapports K
varient sensiblement d’une préparation enzymatique a 1’autre. Quoi qu’il en
soit, les valeurs de K obtenues permettent de faire une estimation de I’aptitude
des divers d-ribosides a servir comme donneurs, les conditions expérimentales
étant identiques pour toute la série d’expériences (tableau II). On observe donc
que les d-ribosides pyrimidiques sont de meilleurs donneurs que les d-ribosides
puriques, comme I’avait déja observé WiLLIAM ® et que la thymidine est meil-
leur donneur que la d-cytidine.

b) Influence des temps de réaction. Le tableau III montre que de fagon
générale pour des temps supérieurs & Sh, la réaction ne progresse plus ou
faiblement (thymine/d-adénosine, thymine/d-cytidine, cytosine/thymidine, ura-
cile/d-adénosine) ou régresse surtout pour des temps de réaction supérieurs a
15 h (thymine/d-cytidine, thymine/d-adénosine). Dans certains cas (guanine/
thymidine) une incubation longue donne naissance a une nouvelle substance
radioactive. Tl est intéressant de noter également que deux extraits enzyma-
tiques différents (Lh-1b, Lh-3) utilisés avec les mémes substrats (thymine/
d-cytidine) donnent soit une réaction qui reste au méme degré d’avancement
(env. 789, Lh-1b), soit une nette régression de 70 a 519, (Lh-3). Sans doute
Pextrait brut Lh 3 contient-il un systéme enzymatique du type thymidine-
hydrolase ou phosphorylase.

¢) Influence du rapport des concentrations donneur/base. La détermination
des « valeurs de K » indique que le donneur doit étre en excés pour obtenir
une bonne conversion de la base marquée en desoxyribonucléoside correspon-
dant. Le tableau IV résume les résultats obtenus avec quelques variations de ce
rapport. En réalité, il apparait que le degré d’avancement de la réaction présente
une limite que I’accroissement du rapport des concentrations donneur/base ne
permet pas de dépasser, notamment pour le systéme thymine/d-adénosine. Pour
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la réaction thymine/d-cytidine, on note également qu’un trés grand exces de
d-cytidine limite la réaction a une valeur beaucoup plus basse.

d) Influence de la température. La température d’incubation a été de 37°C
en général. Cependant, nous avons noté que la réaction guanine/thymidine est
compléte avec un rendement de 100%, en 45 minutes a 60°C et ne donne pas de
substance radioactive autre que la d-guanosine. 1l en est de méme pour la réac-
tion cytosine/thymidine qui donne, dans ces conditions, un rendement supérieur
4 90%,.

e) Comportement des préparations enzymatiques. Une préparation enzyma-
tique Lh-1b obtenue par la méthode de purification décrite, donne la conversion
base — d-riboside sans autre produit radioactif. Par contre, une préparation
brute Lh-3 donne avec les bases puriques | ou 2 substances radioactives en plus
des d-ribosides (fig. 2). Une autre préparation (méme souche, culture différente)
Lh-4 fournit 3 fractions : Lh-4a : précipitation par le sulfate d’ammonium a
359, de la saturation; Lh-4b : 2° précipitation par le sulfate d’ammonium a
70%, de la saturation ; Lh-4¢ : surnageant. Le tableau V montre que la formation

conc.
%
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[ W— o
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o
25t
0
) , , , temps
10 30 60 90 min.

F1G. 1. — Cinétique cytosine/thymidine ;0,20 &M cytosine, 0,25 M thymidine, enz. Lh-4b.
En ordonnée : concentration de d-cytidine exprimée en % de conversion.
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de substance YT est une particularité de culture, I’activité: adénine* + thymidine
— Y * ne se trouvant dans aucune des fractions de la culture Lh-4.

DISCUSSION

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de RousH et Berz ® et
de WiLL1aM . Outre le point de vue pratique de la préparation de d-nucléosides,
trois phénomenes supplémentaires ont été observés.

A. — Formation de produits secondaires, Dans certains tests, nous avons
obtenu une ou deux substances secondaires radioactives dérivées de la base
marquée introduite. Les rendements obtenus dans les conditions de réaction :
rapport molaire donneur/base* 10, temps 16-32 h, température 37°C, enz.
Lh-3, sont les suivants : Yg = 20%,; Y = 25%; Y, = 85%.

Ce phénomene a donné lieu a une série d’observations complémentaires :

1. Toutes les bases puriques utilisées sont susceptibles de donner des pro-
duits secondaires Y.

-
>X

T H%+d-C
—
@)
S
)
N

10) G+dT
P—

Fic. 2. — Formation de produits secondaires — Profils de radioactivité
Chromatographies sur papier Whatman I-III — solvant eau distiliée

T Y4 :produit secondaire derivé de I’adénine; Yy : produit secondaire derivé de 1’hypo-
xanthine; Y : produit secondaire derive de la guanine
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2. Les préparations enzymatiques brutes ne donnent pas toujours des
produits Y, ainsi aucune des fractions de Lh-4 ne donne de produit Y.— Il en
résulte que I’activité enzymatique génératrice de Y est une caractéristique qui ne
se retrouve pas dans toutes les cultures.

3. Par chromatographie sur papier (fig. 2), on sépare pour ’adénine deux
substances: Y, €t Y,,, pour la guanine une substance : Y4, pour ’hypoxan-
thine une substance : Y ,;. Les R ¢ (tableau VI) semblent indiquer que :

a) Y, =dH

b Yo,=Yu=Ys

4. Les produits Y sont hydrolysés par 1’acide formique 1N et chromato-
graphiés sur couche mince de cellulose MN 300, solvant eau distillée. La
d-adénosine est hydrolysée en adénine, la d-inosine en hypoxanthine et la
d-guanosine en guanine, de plus, Y,,, aprés hydrolyse donne une substance qui
a le méme R que 'hypoxanthine, Y ,, aprés hydrolyse a le méme Ry que le
produit d’hydrolyse de Y . Par contre, il semble que le produit d’hydrolyse
de Y ait un R ¢ différent des produits de Y et Y, .

5. Le produit d’hydrolyse de Y,, et Y}, n’est ni ’acide urique, ni la xan-
thine, ni ’acide allantoique.

6. La réaction comportant tous les réactifs sauf le donneur est négative et
ne donne pas de produit secondaire marqué.

— De 6, on peut inférer que les produits Y sont des d-ribosides ou substances
dérivées.
— De 6, 3¢t 4, on déduit que :
Y. =dH
Ya =Yu# Yo

La culture Lh-3 contient donc en particulier une d-adénosine-désaminase
trés active. Ce résultat parait en contradiction avec une remarque de SCHLENK (*
qui indique que L. helveticus contient une désaminase catalysant la désamina-
tion de I’adénosine, mais pas de la d-adénosine. Peut-&tre doit-on admettre que
L. h. contient toujours une adénine-riboside désaminase et épisodiquement
(selon les conditions de culture ?) une autre enzyme qui serait une adénine-
desoxyriboside désaminase. Par ailleurs, la nature des substances Y,, (Y ) et
Y reste inconnue.

7. L’extrait enzymatique Lh-3 traité a 55°C pendant 10 minutes, donne
les mémes résultats que le témoin non traité *.

8. La cinétique de la réaction adénine + thymidine montre une évolution
des quantités relatives de d-adénosine et Y, 4+, selon les courbes indiquées
dans la figure 3, (rapport molaire donneur/base : 1). a) dans une premiére
période la quantité de Y, 4, croit au détriment de d-A. b) dans la deuxiéme
phase, I’équilibre se déplace dans ’autre sens.

1 Test avec enzyme traitée a 55°C d-A = 61 %, Ya1 + Yaz = 38%; témoin non
traité d-1 = 60%, Yai + Yaz = 39%.
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— De 6 et 84, on conclut que d-A est précurseur de Y ,,4, et 8 suggere que la

deuxiéme partie de la réaction est réversible selon le schéma :
1 2
A¥ > d-A* 2 Y¥, 1+,
3
De plus, il est vraisemblable que k, > k, et k3 > k,. Les données fournies ici
ne permettent pas de discuter des rapports de Y, et Y,, entre eux et avec d-A.
— Par ailleurs, 6 indique que la désamination ne se fait pas sur ’adénine, ce

qui confirme les résultats correspondants cités par SCHLENK .

onc.
100 %
o/
75
',.X"" -X ---------
T
e} Tl
U ~No—0 N Thell X
25
N
L—A A " a 1 s A-temps
50 150 300 ™.
F1G. 3. — Cinétique de formation de d-A et Yai 2
Systéme adénine/thymidine — rapport molaire 1. X =Y+, ©O=d-A, A = Adénine
B — Inhibition par un excés de donneur. Les résultats montrent que le

rapport des concentrations donneur/base doit étre assez grand pour obtenir une
conversion rapide et importante base* — d-riboside*. Cependant, une valeur
croissante de ce rapport ne permet pas de déplacer la réaction au-dela d’une
limite variable selon les substrats, le donneur a forte concentration se compor-
tant méme dans quelques cas comme un inhibiteur de la réaction (thymine/
d-cytidine, rapport molaire 100) (tableau IV). A ce phénoméne général, s’ajoute
une observation supplémentaire.

9. La proportion de d-A par rapport 4 Y+, est dépendante ! du rapport

1 Pour la réaction adénine-d-cytidine, rapport molaire : 10, on obtient Y5 = 859,
d-A = 10%, pour un rapport molaire de 1 on obtient Y5 = 50%, d-A = 409 et il reste
environ 109 d’adénine. Le méme phénomene est observé pour le systtme adénine-thymidine
pour lequel les rendements dans les derniéres conditions citées sont : Ya = 30%, d-A = 60%.
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molaire donneur/base. Pour une valeur élevée de ce rapport, la quantité relative
de Y, est plus élevée.

10. Un rapport molaire élevé > donne une cinétique plus rapide et-la
réaction ne progresse plus aprés une heure, tandis que la proportion de Y, est
beaucoup plus élevée.

— Ces observations ne peuvent étre raisonnablement interprétées sans une
étude plus rigoureuse de la cinétique et en particulier jusqu’a ’obtention d’un
équilibre véritable.

C — Rétrogradation pour des incubations prolongées. Le phénoméne peut
étre expliqué par ’intervention d’enzymes du type desoxyriboside nucléosidase.
Selon MaNsoN et LAMPEN 9, E. Coli contient une pyrimidine desoxyriboside
nucléosidase active sur thymidine, mais non sur d-cytidine, ce que nous observons
également pour la préparation Lh-3. De plus, nous mettons en évidence que
le méme extrait contient également une enzyme active sur la d-uridine. Cette
activité n’est pas génante car la réaction est sensiblement plus lente que la
conversion base — d-riboside.

En conclusion, les résultats obtenus montrent qu’il est possible d’obtenir
avec de trés bons rendements (tableau VII), la conversion des bases en deso-
xyribonucléosides correspondants en s’adressant en particulier aux bases py-
rimidiques comme donneur, les difficultés de séparation qui avaient empéché
WiLLiam d’utiliser ce groupe de donneur ayant été surmontées. Le rendement
n’est pas sensiblement amélioré par des incubations longues qui, dans le cas
des bases puriques, peuvent donner des produits secondaires radioactifs ou,
pour les bases pyrimidiques, une rétrogradation de la réaction.

Le rapport des concentrations donneur/base ne permet pas a lui seul de
déplacer la réaction au-dela d’une certaine limite variable selon les substrats, le
donneur a forte concentration déplagant parfois la réaction dans le sens opposé
a celui qui est attendu.

La formation épisodique de substances secondaires est un phénomene qui
dépasse 1’objectif pratique qui est celui du présent travail. 1l parait néanmoins
établi que certaines cultures de la souche employée contiennent une désaminase
active sur les desoxyribonucléoside puriniques non observée jusqu’a present
par les auteurs chez cet organisme. De plus, une activité nucléosidasique agissant
sur thymidine et d-uridine a été mise en évidence.

Nous remercions M. FROMAGEOT pour la discussion de ces résultats ainsi
que M. le Professeur COURSAGET, Chef du Département de Biologie pour I’'intérét
avec lequel il a suivi ce travail. Nos remerciements vont &8 M. MAIER-HUSER
pour d’utiles conseils dans la technique chromatographique. Nous remercions
également M. René BuissoN pour une trés efficace collaboration technique et
M1le M. TSCHERNING pour la culture du L. helveticus.
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TaBLeEaU Ia. Ry (*) des bases et d-nucléosides dans diverses conditions

Bases Conditions Conditions Conditions Conditions

et d-nucléosides 1 2 3 4

adénine 0,09 0,38 0,38 0,27
d-adénosine 0,10 0,53 0,28 0,51
guanine 0,12 0,33 — 0,23
d-guanosine — 0,59 — 0,57
cytosine 0,05 — 0,48 0,45
d-cytidine 0,04 0,78 0,62 0,72
thymine 0,45 0,70 0,72 0,75
thymidine 0,32 0,81 0,78 0,80
uracile 0,38 — — 0,71
d-uridine 0,28 —_ — 0,71
hypoxanthine — 0,55 — 0,58
hypoxanthine d-riboside — 0,65 — —
xanthine — 0,88 — 0,52

* Valeurs moyennes avec une fluctuation de 0,01-0,03 principalement a cause des
variations de température.

Conditions 1 :
Conditions 2 :
Conditions 3 :
Conditions 4 :

papier Whatman [ -TIl (voir texte)-solvant 1 — température 22°C + 1.
papier Whatman I-I1IT — solvant 2 — température 22°C 4- 1.

papier Whatman [ — solvant 3 — température 22°C 4 1.
couche mince — cellulose MN 300 — température 22-24°C — solvant :

eau distillée.
TaBrLeau II. Etude des conversions base* — d-riboside*
Systeme
Temps de % de

Base uM Donneur uM :inqzz:l*a; réag:ion con/:ersion Ko
Hypoxanthine 1uM [ d-adénosine 1uM Lh-1b 4h 36 0,32
Hypoxanthine 1uM | d-adénosine luM Lh-3 5h 34 0,26
Hypoxanthine 1puM | d-cytidine 1uM Lh-1b 4h 52 1,17
Hypoxanthine 1M | d-cytidine 1uM Lh-3 5h 44 0,62
Hypoxanthine 1uM | d-guanosine M Lh-1b 4h 37 0,34
Hypoxanthine 1uM | d-guanosine 1M Lh-3 Sh 27 0,14
Hypoxanthine 1M | thymidine tuM Lh-1b 4h 61 2,45
Hypoxanthine 1uM | thymidine 1uM Lh-3 5h 51 1,08
Cytosine 1uM | d-adénosine 1uM | Lh-1b 4h 13 0,02
Cytosine 1 uM | d-adénosine 1luM | Lh-3 5h 13 0,02
Cytosine 0,22uM | thymidine 0,25uM Lh-1b 4 h 37 0,26
Cytosine 1uM | thymidine luM Lh-3 Sh 21 0,07
Uracile 1,11uM | d-adénosine 1uM Lh-1b 5h 11 0,02
Uracile 1,11uM | d-cytidine IuM Lh-1b 5h 26 0,14
Thymidine 0,84uM | d-cytidine 1uM Lh-1b Sh 17 0,03

* Marqué par 14C ou 3H.
** Voir texte.
*** Voir texte.
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Influence des temps de réaction sur le rendement de conversion

d
Base Donneur Temps Ren (;ment Conditions expérimentales
[4)
thymine | d-adénosine 5h 30 23-29 rapport molaire donneur/base : 5
15h 00 30-33 prép. enz. Lh-1b — température 37°C
thymine | d-adénosine 4h 00 34 rapport molaire donneur/base : 10
7h 00 36 enz. Lh-1b — température 37°C
16 h 00 30
32h00 32
thymine d-cytidine 4h 00 77 rapport molaire donneur/base : 10
7h00 81 enz. Lh-1b — température 37°C
16 h 00 79
30h00 76
thymine d-cytidine 4h 00 70 rapport molaire donneur/base : 10
16 h 00 51 enz. Lh-3 — température 37°C
32h00 51
cytosine | d-adénosine 4h 00 23 rapport molaire donneur/base : 10
16 h 00 25 enz. Lh-3 — température 37°C
32h00 17
cytosine | thymidine 4h 00 > 95 rapport molaire donneur/base : 10
6h 30 > 95 enz. Lh-1b — température 37°C
16 h00 > 95
32h00 > 95
uracile d-adénosine Sh30 40 rapport molaire donneur/base : 10
15h 00 44,5 enz. Lh-1b — température 37°C
uracile d-cytidine 4h 00 73 rapport molaire donneur/base : 10
16 h 00 48 enz. Lh-3 — température 37°C
32h00 45
adénine | thymidine 4h 00 80 rapport molaire donneur/base : 10
7h00 > 95 enz. Lh-1b — température 37°C
16 h 00 > 95
38h 00 > 98
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TaBLeaU 1V. Influence du rapport donneur/base* sur le rendement de conversion

Rapport
Base * Donneur molaire Rendement Conditions expérimentales
donneur/
base *
thymine d-adénosine 2 22,3 temps de réaction 15 h
3 26,5 enz. Lh-1b — température 37°C
4 27,6
5 31,7
6 28,2
7 33,2
10 31,4
i5 33,3
thymine | d-cytidine 10 79,0 temps de réaction 16 h
100 25,0 enz. Lh-1b — température 37°C
thymine | d-cytidine 5 51,1 temps de réaction 4 h
10 88,0 enz. Lh-3 — entre parenthéses :
(10) (76,0) | enz. Lh-1b — température 37°C
50 70
(100) (30)
uracile d-adénosine 5 40,2 temps de réaction 5 h 30
6 46,1 enz. Lh-1b — température 37°C
7.5 44,1
8,5 44,1
adénine thymidine 2,5 36,7 temps de réaction 2 h
5,0 61,1 température 37°C
7,5 > 95,0
10,0 > 95,0
* Substance marquée

TABLEAU V. Systeme adénine * — thymidine d-adénosine * + thymine

Fraction Rapport molaire d-A * Yar* Yas *
enzymatique donneur/base * % % %
Lh-3 10 10 75 5
Lh-3 1 60 30 10
Lh-1b 10 80 0 0
Lh-4a 1 50 0 0
Lh-4b 1 80 0 0
Lh-4¢ 1 1 0 0
Lh-4b ** 1 79 0 0

* Substance marquée.
** Réaction en milieu sans phosphate (enzyme dialysée, eau distillée, non tamponnée).
Dans tous les cas la réaction a cessé de se développer au bout de 4 heures.



PREPARATION DE DESOX YRIBONUCLEOSIDES MARQUES AU 14 SUR LA BASE 49

TaBLeaUu VI. Chromatographie des substances Y

Substance RF*
Ya1 0,65
Y a2 0,78
Yu 0,74
Yr 0,74
d-H 0,66

* Chromatographie sur papier Whatman I/III — solvant eau distillée.

TABLEAU VII. Résultats obtenus dans les conditions optimales

Donneur d-adénosine thymidine d-cytidine
temps température temps température temps température
Base rapport rendement rapport rendement rapport rendement
Adénine
45’ 60°C 45’ 60°C
Guanine
10 > 959% 10 1009,
4h 37°C Sh 37°C 16 h 37°C
Hypoxan-
thine 5 80% 5 > 909 10 70%
7h 37°C 7h 37°C
Thymine
10 36% 10 817
16 h 37°C 4h 37°C
Cytosine
10 25% 10 > 959
5h30 37°C 4h ‘ 37°C
Uracile - \ —
10 l 73%
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