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The pH dependance of sph;t—spin coupling constants J p.0-p of ADP and ATP has been determined from the
phosphorus NMR spectra at @ . The variation curves have been interpreted as titration curves. These give different
pK values, Comparison with the tripolyphosphate shows the existence of triphosphate chain structural deformation

in the nucleotides.

1. Introduction

Nous avons étudié par résonance magnétique
nucléajre (RMN) le'couplage phosphore-phosphore
dans les molécules d’adénosine di- et triphosphate
(ADP et ATP), et sa variation en fonction du pH.

Les spectres de résonance du phosphore de ces
molécules ont été étudiés pour la premiére fois 4 une
fréquence de 24,288 MHz par M. Cohn [1, 2], quia
identifi¢ les pics correspondant aux atomes de phos-
pheore ¢t 8 de PADP, «, § ety de PATP et mesuré la
variation du déplacement chimique (8) en fonction du
pH. La structure fine observée par M.Cohn 4 pH 10
montre ’existence d’un couplage spin-spin entre les
neyeaux de phosphore. Pour cette méme valeur du
PH, analysant avec précision a 40,5 MHz le couplage
phosphore-phosphore, M.Crutchfield, C.H.Dungan et
J.R Van Wazer [3] observent une différence de 0,7
Hz entre les constantes Jp -0, € Jp 40Py

Nous avons mesuré les constantes de couplage
Jp.o.p de PADP et de ’ATP en solution aqueuse sur
toute la gamme des pH. Pour maintenir la stabilité des

composés en solutions, méme en milieu acide, nous avons

opéré a 0°. Ainsi le spectre de PATP a pu &tre observé
jusqu’a pH 0,20 et celui de 'ADP jusqu’a pH 3,01

(figs. 1 et 2). Les valuers de J ne varient pas de fagon
mesurable entre 0° et la température ambjante; nos
résultats peuvent donc étre comparés avec ceux obtenus
précédemment & cette température,
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La résolution du spectromeétre utilisé, de fréquence
30 MHgz, ne permettant pas de distinguer les faibles
différences constatées sur VATP, entre Jp, o p et
Jp..0-p [3] nous avons mesuré un coupiage moyen
JE‘»O-P relatif 4 toute la molécule. Les variations de
cette grandeur sont nettement supérieures a I'erreur
expérimentale, ce qui nous conduit 4 admetire que
Jp,-0-P, et Jp, 0.p,, Varient séparément comme
Jp_o.p Observee. (Ig. 3).

2. Matériel et méthodes

Les solutions, de concentration 0,5 M en phos-
phore, sont préparées a partir de sels monosodiques
d’ADP et disodique d’ATP (Calbiochem, qualité A).
On obtient les solutions alcalines et acides par adjonc-
tion de KOH et de HC1 concentrés, suivie de réajuste-
ment de 1a concentration d’ADP et d’ATP. Ces
opérations ont été faites en chambre froide 4 5°,

Le pH est mesuré 4 0,01 unité prés au moyen d’un
pH-mtre (Tacussel TS-6) entre microélectrodes de
verre et 4 calomel, avec affichage de la température
a0°

Les mesures de RMN sont faites sur des solutions
fraichement préparées. Le temps de séjour a la tem-
pérature ambiante est réduit au strict minimum.

Nous utilisons un spectromeétre (Spectrospin KIS 2),
gquipé d’une alimentation stabilisée (Drusch),
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Fig. 1. Spectres de résonance du phosphore de 'ATP & 0° et 3 différents pH. Dans le sens du champ magnétique croissant 3 pH
8,55: raie du repere e;/:terne H3POy; doublet du phosphore v; doublet du phosphore & élargi par couplage avec le groupe CHq en
5 du ribose; triplet du phosphore g. Les bandes latérales ont été supprimées des spectres.

fonctionnant pour la résonance du phosphore 4 30
MHz (#, = 17 406 ). Une unité de variation de tem-
pérature (Bruker B-ST 100/700) stabilise la tempéra-
ture de ’échantillon & O + 1°. Les spectres ont été
enrepistrés en balayage de champ. La résolution est de
0,6 Hz.

Les tubes a échantillon de précision, de 5 mm de
diamétre, tournants, contiennent une petite sphére
remplie de H,PQ, & 85% servant de repére. Les bandes
latérales de ce repére ont €té utilisées pour la mesure
de l'effet J. Les mesures ont été faites 5 4 6 fois a
quelques jours d’intervalle. L’erreur expérimentale
est inférieure 4 0,3 Hz,

Les multiplets complexes résultant en milieu acide
de la superposition partielle de deux doublets voisins
ont été décomposés analogiquement sur un analyseur
de courbes (Dupont de Nemours 310) & partir de
courbes lorentziennes dissymétriques.
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3. Résultats et discussion

1) La variation de J est caractéristique: décrois-
sance monotone par paliers quand le pH diminue et
parallélisme des courbes de 'ATP et de ’ADP. Nous
interprétons comme une courbe de titrage. Les
paliers correspondent aux régjons de pH ol une
espéce jonique est prédominante et les points d’in-
flexion aux pK de ces molécules. Nous trouvons une
valeur de 6,5 = 0,1 pour le pK de PADP et de PATP.
Elle est compatible avec les données de la littérature
pour les équilibres:

ADP3- + Ht 2 ADPH? -
et ATPH- + HY 2 ATPH3 -

celles-ci variant selon la nature de I’électrolyte, sa con-
centration et la méthode de titrage [4] . Pour les trois
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Fig. 2. Spectres de résonance du phosphore de 'ADP 3 0° et 3 différents pH. Dans le sens du champ magnétique croissant a pH
12,3: repére externe, doublet du phosphore g, doublet du phosphore ¢ Les bandes latérales ont été supprimées des spectres.
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Fig. 3. Variation de Tp_()_p de ’ADP et 'ATP en fonction du pH. En pointillé: méme variation pour le tripolyphosphate, d’aprés

[6].

premiéres jonisations de ATP, les pK ont été
évalués a 1,0 et 2.0 [5]. Nous trouvons une valeur
inférieure a 1.

2) La constante Jp_g_p a une plus grande valeur
pour ’ADP que pour 'ATP. Ce fait est conforme &
d’autres cbservations analogues ot les noyaux appa-
raissent comme des obstacles (ou des écrans) 4 la trans-
mission du couplage spin-spin par les électrons de
liaison. La grandeur .J diminue avec le nombre de

noyaux de phasphore dans la chaine polyphosphate.
Nous remarquons que la diminution de J entre 'ADP
et 'ATP est du méme ordre de grandeur qu’entre J
d; I;ATP et Jpz_o_}) , du tétrapolyphosphate [6] &

pH 8.

AP _ g0 TPaOPy P _ g7, g
J/app Jatp
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Ce rapport varie lui-méme avec le pH et traduit
notamment en milieu acide la probabilité de fixation
d’un proton sur un phosphate determiné [6].

3) Ce qui nous semble particuliérement intéressant
pour I’étude des propriétés biologiques de ATF et de
I'ADP, ¢’est la comparaison des mononucléotides et
du tripolyphosphate relativement au couplage phos-
phore-phosphore. La variation de Jp_q_p du tripoly-
phosphate telle qu’elle a §ié mesurée par Crutchfield et
collaborateurs [6] a €té portée en pointillé sur la fig.
3. Ces auteurs interprctent cette variation comme la
superposition de deux effets. En milieu acide, de pH
5,540, il y aurait décroissance normale de J résultant
de la formation de liaisons P-O-H 4 caractére covalent;
a partir du point anguleux ¢t jusqu’aux pH basiques, la
variation en sens inverse résulterait de la complexation
de Ianion tripolyphosphate avec les ions sodium de {a
solution. La diminution de J traduit Naugmentation
de charge positive sur la chaine polvphosphate, effet
di, en milieu acide, & la protornation, en milieu alcalin,
& Ia présence de cations.

Or, il est remarquable de constater que cette se-
conde dimjnution ne s’observe pas sur les courbes des
nucléotides, Nous attribuons ce fait, d'une part & 1'ef-
fet électrostatique moindre des ions K™ par rapport
aux ions Na*. Il a été constaté sur les complexes du
tripolyphosphate par Crutchfield et Irani [7] qui
trouvent Jp_y.p = 18,8 Hz en présence d'ions Na* et
20,4 Hz en présence de K*, & pH 9. D’autre part, J ne
dépend pas seulement de la densité de charge du
milieu, mais aussi des déformations de la chaine poly-
phosphate. Ce dernier effet serait propre aux nucléo-
tides. Nos recherches se poursuivent sur le rdle de
"adénosine dans la déformation de {a chaine des phos-
phates.
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Nous pensons que des observations dé ce type
peuvent apporter des données nouvelles sur la structure
des molécules riches en énergie.
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