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S6paration de la Riboflavine des s6piapt6rines sur 

La s6piapt6rine et  la r ibof lavine  sont  deux subs tances  
color6es en jaune  poss6dant  la m6me f luorescence jau-  
nAtre, d o n t  la s6para t ion  ne peu t  6tre ob tenue  en ch roma-  
tograph ie  sur pap ie r  que darts quelques  sys t~mes de 
so lvants  seu lement  1-~. Leur  i so lement  deviei i t  d61icat 
lorsque ces subs tances  se t r o u v e n t  darts uii m61ange 
na ture l  oh leurs concen t ra t ions  sont  r e l a t i vemen t  faibles. 
Un  f rac t ion i iement  sur colonne doi t  ~tre fai t  a,(ec le 
m i n i m u m  de pertes.  La  poudre  de cellulose, d6velopp6e 
avec Fun des so lvants  pr6c6dents,  donne  les meil leures 
r6solutions. VISCONTINI 1 l 'a  utilis6e pour  isoler & l '6 ta t  
cristall in la s@iapt6r ine ,  l ' i sos@iapt6r i i ie  et  la r ibof lavine  
des m u t a n t s  ,sepia>> de D. melanogaster. Les r echromato -  
graphics  qui sont  c ependan t  n6cessaires pour  61iminer les 
sels contei ius dans  les so lvants  en t r a inen t  des pertes .  
Celles-ci p e u v e n t  deven i r  un  obstacle  & l ' i so lement  - 
m~me de ces produi t s  lorsque leurs quant i t~s  sont  minimes .  

Nous d6crivons ici un f rac t ionnemei i t  sur un gel de 
po lydex t r ane  subst i tu~ par  des groupes  di6thyl-2-  
h y d r o x y p r o p y l  : le Q A E - S e p h a d e x  de degr6 de r6t iculat ion 
A-25. Ce suppor t  p e r m e t  de s6parer en une seule op6ratioii  
et  sans in t roduc t ion  de sels les s6piapt6rines & la fois de la 
r ibof lavine  et  de la p lupa r t  des au t res  pt6r ines  qui sont  
le plus f r6quemmen t  rencontr6es  dans  les organismes.  La 
r6union des propri6t6s d 'ui i  t amis  mol6culaire et  de celles 
d ' u n  6chaiigeur d ' ions  lui donne  un pouvoi r  de r6solutioii 
sup6rieur  5. celui de chacun  des deux autres  suppor t s  

QAE-Sephadex A-25, 6changeur d'Ions 

suscept ibles  d ' e t r e  utilis6s pour  ce t te  s@ara t i on :  le 
Sephadex  G-10 (ou G-15) et  la r6sine Dowex  IX84. 

Pour  d6 te rminer  les condi t ions  opt imales  des s6para- 
t ions,  nous  avons  fair  var ier  le p H  de l 'e f f luent  de la 
coloniie e t  la hau teu r  du gel. Deux  s6ries de f rac t ionne-  
merits  ont  6t6 fai tes:  l 'une  avec uii m61ange connu de 
pt6riiies et de r iboflavine,  l ' au t re  un <(extrait brut>> de 
m u t a n t s  <<sepia>> de D. melanogaster. 

Matdriel et mdthodes. 1. Pr@aration des colonnes. Le gel 
ob tenu  par  gonflemeii t  daiis l 'eau d6min6ralis6e a 6t6 mis  
sous forme formia te  d 'apr~s  la m6thode  de REMBOLD et 
BlJscI~reAXl~ a. Les eff luents  des colonnes on t  6t6 amen6s 5  ̀
des valeurs  de pI-t diff6rentes,  en l avan t  le gel pa r  des 
volumes  d 'eau  plus ou moins  impor t an t s .  Les dgveloppe-  
m e n t s  on t  6t6 fairs pa r  de l 'eau.  La sortie des subs tances  a 
6t6 suivie pa r  la mesure  des densi t6s op t iques  & 435 et  
360 nm et l ' iden t i f ica t ion  en a 6t6 fai te  par  les Rf  et  les 
p rodu i t s  de d6gradat ion  respectifs .  2. Substances utilisdes. 
La s@iap t6r ine  e t  l ' i sos@iapt6r i i ie  on t  6t6 isol6es 
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Fig. 1. Fractionnement d'un m61ange de ribo- 
flavine, s6piapt6rine, isos@iapt6rine, biopt6- 
fine, pt6riue et d'isoxanthopt6rfine, sur une 
eolonne de 2 cm de diam&tre et de 70 cm de 
hauteur. Le pH de l'effluent est de 4,7. Vo- 
lume moyen d'une fraction: 10 ml. Densitgs 
optiques --, & 435 nm; ---, ~ 360 rim. 
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Fig. 2. Fraetionnement de l'<~extrait brut ~) des 
drosophiles <~sepia,>. Colonne de 3,8 cm de dis- 
m&tre et de 70 cm de hauteur; le pH de 
l'effluent est de 4,3. Volume approximatif 
d'une fraction: 20 ml. Densit~s optiques--,  

435 nm . . . .  , & 350 rim. 
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par t i r  des drosophiles ,sepia~ 5, de la fas su ivante :  
ex t rac t ion  par  macera t ion  dans l%thanol  ~ 70%, 61imi- 
na t ion  de l 'alcool, centr ifugat ioi l  du r~sidu, adsorpt ion 
des substances fluoresceiltes sur Florisil  60-100 mesh 
p H  4, ~lutioil g l 'ac6tone & 30%. S@ara t ion  des s@iapt6- 
t ines de la r iboflavine sur QAE-Sephadex  A-25. I so lement  
des premigres sur papier  W h a t m a n  No 1 darts le butanol-  
acide ac6tique-eau (4/1/1), puis l 'eau. Les autres substances 
sont des p r@ara t ions  commerciales  : pt6rine et i soxantho-  
pt6rine (Fluka), biopt6rine (Smith,  Kl ine  & French) et 
r iboflavine (Calbiochem). L '~ext ra i t  brub~ est l ' ex t ra i t  
p r&~dent  avan t  son passage sur Florisil. 

Rdsultats. Les meilleurs s@ara t ions  ont  6t6 obtenues g 
des p H  voisins de 4,5-5,0; des valeurs  plus faibles dimi-  
nuent  la r6solution des pt6rines entre elles sans affecter  
I lo tablement  celle de la r ibof lavine et des s@iapt6r ines;  
des valeurs  plus 61ev6es ont  ull effet contraire.  La  figure 1 
repr&ente  un f ract ionnemei l t  sur une colonne de 2 cm de 
diam~tre et de 70 cm de hauteur ,  & p H  4,7. Le premier  pic 
(A) correspond & la r iboflavine,  le second (B) aux s6pia- 
pt6rines qui  ne sont pas s6par6es, les suivail ts  aux trois  
autres pt6rines. 

Le f rac t ionnement  de l '~extrai t  brut~ effectu6 & p H  4,3 
sur une colonne de 3,8 em de diam~tre et de 70 cm de 
hauteur ,  a donn6 des r6silltats analogues aux pr6c6dents 
(Figure 2). I1 el1 a 6t6 de mSme avec des colonnes plus 
6troites (0,8 cm). 

Pour  divers diam~tres de colonnes, la s6parat ion 
s6piapt6rines-riboflavil le se fai t  d~s les 50 premiers  
centim~tres,  mais 70 cm sont n6cessaires pour  qu 'e l le  soit  
complete.  Les pertes subies pendan t  le f rac t ionnement  sont 
diff6rentes suival l t  les substances:  les re l ldements  out  6t6 
respec t ivement  de 66 et 89% pour  Ia s6piapt6rine et la 

r iboflavine,  dans le cas de deux colonnes (diamgtre 1,2 cm, 
hau teur  70 cm), chacune charg6e avec 30 [zg de l 'une  des 
deux substances.  Les r6sultats  de ces f rac t ionnements  out  
~t6 compar6s & ceux donuts  par  le QAE-Sephadex  A-50 de 
degr6 de r6ticulatioil  pins faible et le D E A E - S e p h a d e x  
A-25 &hangeur  d 'anions  faibles. Dans les deux cas, les 
r6solutions de tous les pics sont 6t~ biell moins prononc6es. 

Conclusion. Le QAE-Sephadex  se compor te  comme  uil 
t amis  mol6culaire vis-A-vis de la r ibof lavine et des 
s6piapt~rines don t  les charges sont  voisines, mais un 
6changeur d ' ions vis-A-vis de l ' ensemble  des pt6rines. 
I1 poss~de un pouvoi r  de r~solution prononc& Les s6pia- 
pt6rines, sans ~tre s@ar6es entre elles, sont  isol~es de la 
r ibof lavine comme de plusieurs autres pt~rines de charges 
voisines (la migra t ion  des drosopt6rines - labiles - se fai t  
avec dest ruct ion dans la colonne). I1 convien t  aussi bien 
pour  de faibles que de fortes quant i t6s  de substances et  
complete  les donn~es fournies par  la poudre  de cellulose. 

Summary. Sepiapter ins  are easily separated from 
r ibof lavin  and other  weakly  charged pterins,  on QAE-  
Sephadex A-25. 
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Preparation of Carbohydrate Modified Proteins 

Mono- and oligosaccharides m a y  be a t t ached  to prote in  
molecules by  diazo-coupling of the  p-aminophenol  
glycosides, main ly  by  react ion wi th  the tyrosine residues 
occuring in the p ro te ins1  However  this type  of l inkage 
has not  ye t  been f o u n d  in nature,  and the  presence of 
a romat ic  rings near  the carbohydra te -pro te in  bond m a y  
influence the  immunologica l  propert ies  of the  product .  

We  can now describe a me thod  which enables glycosyla- 
mines to be a t t ached  to the  carbodi imide ac t iva ted  
carboxyl  groups of the  proteins ~. In  this series of experi-  
ments  we used egg whi te  lysozyme (Sigma, 3 • crystal-  
lized) as prote in  component ,  and a-D-galactosylamine 
NH3-complex a, lac tosylamine 4 as well as D-glucosamine 
as sugar der ivat ives .  

The react ion mix tu re  conta ined 10 mg of lysozyme and 
1.0 mmol  of glycosylamine or glucosamine, dissolved in 

8 34 aqueous  urea (1 ml) or 5 M guall idine HCI (1 ml). 
20 mg of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)  carbodi imide 
(OTT chemical  Co.) dissolved in 0.5 ml  urea (8 M) or 
guanidine HC1 (5 M) was then  added, at  room tempera tu re  
to ini t ia te  the  reaction.  The p H  was main ta ined  at  4.75 by 
au tomat ic  t i t ra t ion  in a Rad iome te r  pH-s t a t  wi th  4.0 M 
HCI. 20 rain after  the  end of ti le acid up take  (35-40 min) 
the solution was dialyzed against  3 changes of 0.001 M 
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Fig. 1. Pep t ide  map  of a t ryps in  digest  of reduced,  
c a rboxyme tby l a t ed  Iysozyme and i ts  g lyeosyla ted  
der iva t ives  on silica th in  layers.  Pept ides  de tec ted  
by  ninhydr ine .  Elec t rophore t ic  s tep:  pyr id ine-acet ic  
ac id-water  1:10:89,  2 h, 300 V; ch roma tog raphy :  
i soamyla lcohol -pyr id ine-water  7 : 8 : 6. Leu = leucine. 
a) lysozyme,  b) ga lae tosylamine,  c) l ac tosy lamine  
der ivat ive .  


