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Micromethode pour la determination de la composition 
des ADN 

563 

nucl6otidique 

Nous avons publih en 1967 (bibl. I) une mdthode de separation des d&oxy- 
ribomononucl&otides sur couche mince de PEI-cellulose. Depuis, notre technique 
a 6th amdliorde et appliqke au fractlonnement des hydrolysats enzymatiques des 
ADN, en vue de la d&termination de leur composition nucl8otidique. Les dosages 
des nucldotides sont effect&s par spectrophotomt%rie directe des plaques et les 
rksultats sont prkis et reproductibles. 

Nous utilisons des plaques de PEI-cellulose 1; Merck (rhf. 5725/0025). Les ddpbts 
sont effectuhs A. 2 cm du bord infkrieur de la plaque sur I cm de longueur et 3 mm de 
largeur. Quatre dcJp8ts espacbs de 2.5 cm peuvent etre effect&q sur une plaque. Le 
solvant chromatographique est une solution de formiate d’ammonium 0.5 M de pH 
6.2-6.5 que l’on fait migrer jusqu’au sommet de la plaque. 

I 0 
0 

0 

r7 
- _ -.<I”, I 

>‘, . ,. 

000, 
0 0 c 

0 0 0 
0 0 0 

dAMP 

Integration 

Pig, I Sbparatlon cles quatrc dbsox?lrlbonucl9otlclcs sur coucl~c IIIIIICC clc PUl -ccllulosc. DC bas 
cn hut clGMP, clAMI?, clCMP, clTMP. 

Fig 2. Dmgrammc obtcnu aprhs cnrcgistrcment cl’unc clwomdtoplaquc au spcctrol~l~otonihtrc 
intbgrateur Vernon. 

Apr&s sdchage sous un courant d’air froid, l’emplacement des nuclkotides est 
rep&+ en lumi&re UV & 254 rnp (lampe Camag) (Fig. I). Les cl~ron~atoplaques sont lues 
au spectrophotom~tre enregistreur intdgrateur Vernon en transparence (source UV; 
largeur de fente maximum 5 ; hauteur de fente 2 cm ; sensibilitk maximum; vitesse 
d’avance R; densit& 0.3 ; filtre jaune; absorption rapide). 

Le diagrammc obtenu (Fig. 2) permet de connaitre les surfaces des pits des 
diffkents nucl&otides, et de calculer les quantit&s de chacun de ces nuclkotides. 
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564 NOTES 

l?taZonnage du s~ectro~ltotow&?re 

Dans un premier temps nous avons v&if% que les surfaces des pits sont pro- 
portionnelles aux quantites des differents nucleotides. 

Prbparation de sohtions titr6es de nucle’otides. IO mg environ de chaque nucleotide’ 
sont dissous separement dans 5 ml d’eau distill&e. La concentration exacte de ces 
solutions en pmoles/ml est deduite des dosages de phosphore effect&s en triple 
exemplaire sur I ml de chaque solution. Les dosages de phosphore sont effectues selon 
une modification de la mBthode d’ALLEN2: 

mineralisation de I ml de la solution nucleotidique par z ml de melange destruc- 
teur SO,H,-ClO,H (3: z) pendant 2 h sur une rampe electrique ; 

hydrolyse des polyphosphates par 30 ml d’eau distillee & l’etuve & 80” pendant 
2 h; 

addition d’eau distillee qsp 50 ml; 
dosage du phosphow sur IO ml (en tube jaugi: de 15 ml); addition de I ml dc 

molybdate d’ammonium 21, 8.3% et I ml de solution d’amidol a I o/o p&par&e extem- 
poranement dans du sulfite de sodium a 20%. On ajoute de l’eau distillee pour com- 
pleter a 15 ml. 

La coloration bleue se dkveloppe pendant 30 min & l’obscurite et les lectures sont 
faites a 650 rnp en cuve de I cm au spectrophotometre (Jobin et Yvon). L’Ctalonnage 
prealable de l’appareil a 6te effectu6 avec des solutions de phosphate monopotassique. 

12 34567/d 12 34 56 //A 

/ 

1234567b 12 3 4 

Fig. 3-6. Rclatlon cntrc la surface dcs plcs ct le nombrc dc nanomolcs d8posbcs. Pig. 3 I pl 

dGMP = 3.966 nmolcs ; P1g. 4 : I (11 clAMP = 5.384 nmoles ; 
Fig. G: I ccl dTMP = 4.880 nmolcs. 

Fig. 5: 1 cd dCMP = 5.904 nmoles; 

__- 

* Scls sodiqucs ou nmmoniqucs dc dhoxyrlbonucleotldcs puts (Sigma). 
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NOTES 5% 

TABLEAU I 

DkTERMINATION DU COEBI~ICIIENT I< DE L’ACIDE D$SO.XYGUANOSINE-5’-MONOIVIOSI’HATE 

Nartot~~ofrs~ Surface Kc 
des /)ws” 

_--- -- --------__---~------._ -_-- -.. 

I 3.9GG G 
I.260 

2 7.932 II 
I.260 

3 II.898 IG 
I.ZGO 

4 15.86_+ 21 
1.200 

5 19.830 2G 
1.2Go 

G 23.796 31 

u Valcurs cldclultes dcs dossgcs de phosphorc 
1, LCS nombres clc la colonnc corrcsponclcnt aux lncllcatlons fournlcs par I’mt6qatcur clu 

spcctrophotom&rc Vernon 
C Cc coefficlcnt (volr tcxtc ~.Aus haut) cst calculd pour chaquc portion dc courbc comprlsc 

cntrc clcux pomts cxpdikncntnux ;ucccsslfs.. 

I I-G 

Excmplc * - = 1.2Go. 

3.9GG 

Pr$aration des filaqucs da claronaatogra~lzie en coucItes minces. Nous ‘avons 
effectu&, sur couche mince de PEI-cellulose, a l’aide d’une micropipette (Glassfim) 
des dhpbts de I, z,3,4, 5 et 6 ~1 de chaque solution de nuclCotide pur. 

Apr&s la migration du formiate d’ammonium et sdchage, l’enregistrement est 
effectuh, comme nous l’avons dkrit plus haut. Nous avons track les courbes des sur- 
faces des pits en fonction du nombre de nanomoles d&pokes pour chacun des quatre 
nuclkotides. Ceci nous a permis de ddterminer la quantitk minimale & d&poser pour 
obtenir un rhultat valable; ceci nous a permis aussi d’kaluer un coefficient (10 qui 
relie la surface des pits au nombre de nanomoles pour chaque nuclhotide (voir Fig. 3-6 
et Tableaux I-IV), coefficient qui dkpend t&s Ctroitement des conditions expkri- 
mentales d&rites dans ce texte. Le coefficient I( de chaque nucldotide pour tous les 
intervalles expkrimentaux Btudids (voir Tableaux) est toujours constant. 

‘L‘ABLHAU II 

D$aTERMINA’l ION DU COI~PI’ICIIINT I< DE L’ACIDX ~,f_SOSYAD~.NOSIN~-~‘-hIO~~I~I~OSl~~~,~T~~ 

lXpC% Nnno>~oles Suvfacc K 
(CII fd) des p1cs 
_____~______ --- - - 

I 5.384 IO 
1 30” 

2 10.768 17 
I 300 

3 1G.152 24 
’ 3oo 

4 2I.53G 3I 
I 300 

5 2G 920 38 
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TABLEAU III 

D$TERMINATION DU COEFFICIENT I< DE L’ACIDE DIkOXYCYlIDINE-5’-MONOI’HOSPHhTE 

D&p& Nanomoles Surface I\: 
(en ccl) des pats 

I 5.904 6 
0.846 

2 11.808 II 

0.84.6 
3 17.712 IG 

0.846 
4 23.616 21 

0.846 
5 ag.52b 2G 

0.846 
6 35.424 31 

Hydrolyse enzymatique dcs ADN 
L’hydrolyse des ADN est effectude par la desoxyribonuclease I (3-1-4-5) et la 

phosphodiesterase de venin de serpent (3-1-4-1) selon le protocole suivant: z mg 
d’ADN sont dissous dans 0.2 ml de tampon Tris/HCl 0.002 M, de pH 7.2 contenant 
du chlorure de magnesium 0.01 M, dans un tube a hemolyse, a la temperature du 
laboratoire. On ajoute 0.1 ml d’une solution de DNase I* (correspondant a 1200 unites) 
et on Porte a 37” pendant une nuit. Le lendemain, le pH est ajuste B g avec de la NaOH 
0.1 N et on ajoute 0.1 ml d’une solution de phosphodiesterase de venin de serpent** 
(5 mg/o.s ml eau). Apres incubation a 37” pendant 2 h, l’hydrolyse de I’ADN est totale 
et on peut proceder au fractionnement des dksoxyribonucleosides 5’-phosphate sur 
couche mince de PEI-cellulose selon la technique dkrite plus haut (depot de 5 ,ul 
sur 1 cm). 

TABLEAU IV 

DfiTERMINhTION DU COEFFICIENT I< DE L’ACIDR DltSOXYTHYMIDINE-5’-MONOI’IIOSI’IIATE 

mpdts Nanomoles Surface I< 
(en Pl) des pus 

I 4 880 5 
1.024 

2 g.76o- IO 
1.024 

3 14.640 15 
1.024 

4 19.520 20 

I 024 
5 24.440 25 

I.024 
6 29.280 30 
-- 

l DNasc I (DNEP) dc Sigma Chcmlcal Company, 3500 Dcltalb Street, St.-Louls, MO. G3 I I 8, 
U.S.A. 

l * Phosphoclicstbrasc dc vcnm dc serpent (actlvltb spbclfiquc 0.3) Schwarz rcprbcntb cn 
France par BD-M6ricux, Marcy-1’~tollc (Gg), France 
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Dans un premier temps, il est pr6ferable de faire migrer de l’eau distillee sur la 
plaque pour verifier l’absence de nucleosides, qui ne sont pas fixes sur la PEI-cellulose 
et sont entrain& par l’eau et pour &miner les cations qui peuvent &ner la chromato- 
graphie. 

Cette technique a 6th mise au point sur 1’ADN de thymus de veau; son appli- 
cation aux ADN des virus et des ADN des mitochondries de foie de cobaye est actuelle- 
ment en tours d’etude. 
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CHROM. 4696 

The use of acid dissociation constants in selecting buffers to effect the 
electrophoretic separation of bithionol, fenticlor, hexachlorophene, 
bromchlorophene, dichlorophene, tetrachlorophene and 
4-hexylresorcinol 

Halogenated o,o’-dihydroxydiphenyl sulphides and methanes are important 
compounds pharmaceutically, and hexachlorophene in particular has found widespread 
use in medicated soaps, shampoos and toothpastes. Other compounds, including 
bithionol and fenticlor, are available commercially for use as bacteriostats, fungicides, 
spermicides and anthelmintics. 

Dichlorophcnc S=CH,: 
Tctrachlorophenc X=CH,, 
Brolnchlorophcnc 4x = CH,, 
Hcxachlorophcnc s = CH,, 
Fcnticlor s = s; 
Bithionol x = s, 

Ii,, R, = H 
R, = Cl, R, = H 
R 1= Br. Ii,= H 
R,, R, = Cl 
R,, R, = H 
R, = Cl; R, = H 
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