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LE DOSAGE PHOTOMt~TRIQUE DES NUCLt~OSIDES P U R I Q U E S  ET PYRI -  

MIDIQUES AU MOYEN DE LA Rt~ACTION A L 'ORCINE 

PAR 

L. MASSART ET J .  HOSTE 

Laboratoire de Chimie physiologique de l'Universitd de Gancl (Ecole Vdtdrinaire) 

et Laboratoire de la Fondation Van der Stricht, Gand (Belgique) 

Plusieurs auteurs ont essay6 d 'employer  la r6action A l'orcine comme m6thode 
quanti tat ive pour le dosage des nucl60sides et des nucl60tides. Ainsi  EMBDEN et 
LEHNARTZ 1 l 'ont essayde pour doser l 'acide ad6nylique du muscle et FERDMANN et 
FEINSCHMIDT 2 l 'ont employ6e comme m6thode colorim6trique pour le dosage des 
nucl60tides. Les m6thodes n 'ont  pas donn6 toute la satisfaction voulue. DISCHE et 
ZACHARIAS 1 A leur tour ne sont pas parvenus k 6tablir une m6thode quantitative. 
MEJBAUM 4 a r6cemment publi6 une m6thode qui paral t  8tre bonne et simple. Enfin 
BARRENSCHEEN et PEHAM 5 ont communiqu6 une m6thode, qui est une modification 
de la r6aetion de BIAL (remplacement de FeC13 par  CuC12), qui est tr~s sensible et 
qui permet le dosage quantitatif  par  vole colorim6trique ou photom6trique des nucl6osi- 
des et des nucMotides. 

Toutefois cette m6thode permet seulement le dosage des nucl60sides puriques, 
mais eUe fait d6faut pour la d6termination des nucl60sides pyrimidiques. Nous nous 
sommes appliqu6s k doser quant i ta t ivement  les nucl60sides pyrimidiques en prdsence 
des nucl60sides puriques. Dans les conditions habituelles de la r6action A l'or~ine les 
nucl60sides pyrimidiques ne sont pas hydrolys6s. Le trai tement ~ l 'eau de brome 
ou la r~duction catalytique toutefois diminuent la r~sistance ~t l 'hyflrolyse (LEVENE 1). 
Nous avons profit6 de cette constatation de LEVENE pour rendre la mOhode de BARREN- 
SCHEEN applicable au dosage des nucl6osides pyrimidiques. 

Voici d 'abord la technique suivie pour le dosage des nucl6osides puriques d'apr6s 
BARRENSCHEEN et PEHAM 5. Les auteurs ont employ~ comme instr-ument d e  mesure le 
photom~tre de LEITZ, filtre 620. Nous avons utilisd le photom~tre de ZEISS, filtre 61o. 

M 
R6actifs employds: I. solution de CuCI2.2H20 - -  dans HC1 pro analysi d = 1,91. 

2500 
2. A part i r  de la solution I,  on pr6pare au moment  des dosages une solution 

contenant 0,2 gr d'orcine pour IOO cm a de la solution I.  Le rdactif se conserve seule- 
ment  quelques heures. 

Dosage de pentoses pures et de nucldosides puriques purs. Des volumes 6gaux 
(nous employions toujours 3 cm3) de la solution 2 et de la solution ~, doser sont 
m61ang6s et portds pendant  IO minutes au bain marie bouillant 6nergiquement. 
On refroidit ensuite aussit6t que possible sous un filet d 'eau courante. On lit l 'extinction 
dans la cuvette de I cm, 

Nous avons dosd ainsi le xylose, l 'arabinose et l'ad6nosine, ainsi que I'acide 
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ad6nosine-triphosphorique avec les m6mes rdsultats que BARRENSCHEEN et PEHAM, 
savoir que les valeurs de l 'extinction t~our le xylose sont toujours ldg~rement supd- 
rieures A ceUes trouvdes pour l 'arabinose (cf. Tableau I). Nous avons constatd dgalement 
des valeurs d 'extinction sensiblement plus dlevdes pour l'addnosine (exprimde en 
pentose). Les valeurs sont encore plus grandes pour l 'acide ad6nosinetriphosphorique, 
ce qui cadre tr~s bien avec les rdsultats de BARRENSCHEEN et PEHAM. 

Le Tableau I donne les valeurs de l 'extinction pour les concentrations donndes. 
Dosage des nucldosides pyrimidiques et puriques. 

TABLEAU I 

EXTINCTION D'ARABINOSE, XYLOSE ET ADENOSINE 

Substance 

Xy]ose 

Arabinose 

Ad6nosine 

Concentration 
en ~ par cm a 

5 ° 
i o o  
2 0 0  

3 o 0  

5 ° 
i o o  
2 0 o  

3 0 0  

5 ° 
i o o  
200  

3 0 0  

Concentration d'ad6- 
nosine exprim6e en 

pentose en ~ par 6 cm s 

28,9 
57,8 

I15,6 
173,4 

Extinction 

o, 16 

0 ,25  

o,45 
o,63 

O, I I  

O,2I 

O,4I 
0 ,60  

0 , 1 6  

0 ,30  

o,43 

La mdthode d 'hydrolyse employde darts la mdthode de BARRENSCHEEN et PEHAM 
ne suffit toutefois pas pour hydrolyser les nucldosides pyrimidiques, m6me apr~s 
t ra i tement  par  le brome. Ce t ra i tement  pr6sente d'ailleurs un certain danger. Si on 
laisse agir le brome trop longtemps les r6sultats sont compl~tement faussds par  suite 

. ~ c~#o 

Q3o 

Q2o 

~to 

c J  

100 ~0 200 250 aO0 

Fig. i. Extinction d'addnosine et de cytidine. 

de la disparition de la colo- 
ration. Apr~s maints essais 
nous avons adoptd la mdthode 
suivante, qui nous a donnd 
des rdsultats reproductibles 
aussi bien pour l'ad6nosine 
que pour la citydine * 

La solution contenant les 
nucldosides (nous avons tou- 
jours employd 3 c ms) est ad- 
ditionnde de o,oi cm s de brome 
et portde darts un bain d'huile 

* Nous remercions M. FLORKIX~ d'avoir mis cette substance ~ notre disposition. 
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gard6 ~ la temp6rature  de lO5 ° et agit6 par  un agi tateur  en verre mu par  un moteur .  
Apr~s 2 minutes  l 'exc~s de brome est chass6 par  un courant  d 'air ,  puis la solution 
est replac6e au bain d 'hui le  pendant  3 8 minutes (cette durde et cette temp6rature  
suffisent pour  hydrolyser  les nucl6osides pyrimidiques). Au bout  de ce temps on ajoute 
un volume 6gal du r6actif 2 d6crit pr6c6demment et on laisse r6agir pendant  IO minutes  
toujours  au bain d 'huile  ~t lO5 °. On refroidit ensuite sous un filet d ' eau  courante  et 
on lit les extinctions. 

La  Fig. i donne les r6sultats obtenus pour  l 'ad6nosine et la cytidine. La  m6thode 
donne des r6sultats tou t  ~t fait reproductibles dans les limites des concentrat ions 6tudi6es. 

Nous avons v6rifi6 la m6thode en dosant des m61anges connus d 'ad6nosine et 
de cytidine. Nos r6sultats se t rouvent  dans le Tableau I I ,  dans lequel les concent ra t ions  
sont donn6es en ~ pour  6 cm 8. 

T A B L E A U  I I  

EXTINCTION Dig M]~LANGES D'AD]~NOSINig ET DE CYTIDINE 

Concentration en ~ par 6 cm 8 

Ad6nosine 

I50 
IOO 

75 
5 ° 

Cytidine 

15o 
IOO 

75 
5 ° 

Extinction 
lue 

0,365 
0,277 
o , 2 4 o  

o, I75 

Extinction 
calcul6e 

o,375 
O, 281 

0,257 
o, I85 

M6thode de dosage des nucldosides pyrimidiques en pr6sence des nucl6osides 
puriques. 

Sur une pat t ie  de la solution A 6tudier on dose les nucl6osides puriques par  
la m6thode de BARRENSCHEEN et PEHAM. On t rouve une valeur a qui correspond 
une extinction b pour  la m6thode que nous venons de d6crire au bain d 'huile  apr~s 
t ra i tement  par  le brome, c.O.d, que l 'on t ranspose la valeur  a sur la Fig. i .  

Sur une autre  part ie  de la solution on d&ermine l 'ext inct ion au bain d'hufle 
et apr~s t ra i tement  par  le brome : on t rouve ainsi l 'ext inct ion pour  les nucl6osides 
pyrimidiques + les nucl6osides puriques. Mettons que cette valeur soft c. On aura  
l 'ext inct ion et par  cons6quent la concentrat ion des nucl6osides pyrimidiques en sous- 
t r ayan t  b de c. 

Nous pensons que cette m6thode pourra  4tre appliqu6e avec succ~s A la re- 
cherche et au dosage quant i ta t i f  de nucldosides et m4me de nucMotides pyrimidiques 
libres, 6ventuellement pr6sents dans les extraits  d 'organes.  

R]~SUM]~ 

Description d 'une m6thode permet tant  de doser les nucl6osides pyrimidiques au 
moyen de la r6action de BIAL, modifi6e d'apr4s BARRENSCHEEN et PEHAM, la m6thode 
permet tant  6galement de d6terminer les nucl6osides pyrimidiques en pr6sence des nucleo- 
dises puriques. 

SUMMARY 

Description of a method of the estimation of pyrimidine nucleos des by means of the  
reaction of BIAL, modified according to BARR~NSCHE~N and PEHAM. The method described 
also allows the determination of pyrimidine nucleosides in the presence of purine nucleosides.. 
Bibl~ograph~e ~b. 86. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Beschreibung einer Methode zur Dosierung der Pyrimidin-Nukleosiden mit  Hilfe der 
von BARRENSCHEEN und PEHA~t modifizierten BIAL'scken Methode. Dieselbe 1V[ethode 
erm6glicht ebenfalls die Bestimmung der Pyrimidin-Nukleosiden in Gegenwart  der Purin- 
Nukleosiden. 
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