Analytisch-technische Untersuchungen

Dinnschichtchromatographie an lonenaustauscher-Schichten

Trennung von Nucleinsdure-Derivaten
Von Dr. K. RANDERATH
Institut fiir Organische Chemie der T.H. Darmstadt

Cellulose-lonenaustauscher lassen sich in der Diinnschichtchromatographie verwenden. Es wird iiber

die Trennung von Nucleinsdure-Derivaten an Schichten aus dem Anionenaustauscher Ecteola-Cellu-

lose berichtet. Vorteile dieses Verfahrens sind die Schnelligkeit und die Trennbarkeit geringer Mengen
dhnlicher Verbindungen unter sehr schonenden Bedingungen.

Einleitung

Die Chromatographie von Nucleotiden an Ionenaustau-
scher-Sdulen!) hat im Laufe des letzten Jahrzehnts in der
Biochemie griBte Bedeutung gewonnen. Die Methode
diirfte allen anderen Verfahren zur préparativen Trennung
dieser chemisch oft nicht unterscheidbaren Verbindungen
ilberlegen sein. Die Einfithrung der Cellulose-lonenaustau-
scher?) stellte einen bedeutenden Fortschritt auf diesem
Gebiet dar, da an diesen auch hochmolekulare Verbindun-
gen (Proteine, Nucleinsduren) chromatographiert werden
kdnnen. Zur Chromatographie von Nucleinsduren wurde
vor allem Ecteola-Cellulose?) vielfach angewandt3-¢).

Wir konnten feststellen, daB siulenchromatographisch
verwendete Cellulose-Ionenaustauscher sich unter bestimm-
ten Bedingungen auch zur Diinnschichtchromatographie
eignen?). Im folgenden sei iiber Ergebnisse der Chromato-
graphie von Nucleinsiure-Derivaten an Ecteola-Schichten
berichtet.

Die Trennung von Nucleotiden an den in der Diinn-
schichtchromatographie bisher gebrauchlichen anorgani-
schen Schichten® (aus Kieselgel G oder Aluminiumoxyd
G?)) ist grundsatzlich moglich?).
Eigenabsorption fiir UV-Licht im Wellenlangenbereich von
250—260 my. besitzen, wird jedoch der in der Papierchroma-
tographie allgemein iibliche Nachweis der Purin- und Pyri-

midin-Verbindungen durch Betrachten mit einer UV-

Lampe gestért. Einen weiteren Nachteil erblicken wir in
dem Gipsgehalt der Schichten. Nach bisherigen Erfahrun-
gen sind vorwiegend alkalische (ammoniakalische) Lauf-
mittel zur Trennung von Nucleotiden an den anorganischen
Trennschichten geeignet. Durch die unter diesen Bedin-
gungen gebildeten Calcium-Komplexe der Nucleosid-poly-
phosphate wird die Chromatographie erheblich beeintrach-
tigt. Ein Zusatz groBer Mengen von Komplexbildnern zum
Laufmittel (15 g Athylendiamin-tetraessigsaure auf 200 ml)
verbessert die Trennungen.

Da die Ergebnisse unserer Versuche, Nucleotide an an-
organischen Schichten zu chromatographieren, uns im gan-
zen wenig befriedigten, haben wir nach anderen Methoden
gesucht, Wir priiften neben Cellulose-Ionenaustauschern
auch nicht modifizierte Cellulose auf ihre Verwendbarkeit
in der Diinnschichtchromatographie. An dieser lassen sich,
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Da diese eine starke’

wie unabhéngig von uns auch H. Struck?) fand, Nucleoba-
sen und Nucleoside, ahnlich wie in der Papierchromatogra-
phie}?), mit Wasser als Laufmittel und Nucleotide mit

“schwach sauren Gemischen trennen?2). Nach unseren bis-

herigen Erfahrungen ist jedoch die Kombination von ver-
teilungschromatographischen und Ionenaustauscher-Eigen-
schaften im Falle der Ecteola-Schichten ein entscheidender
Vorteil im Vergleich zu den Schichten aus unverdnderter
Cellulose.

Ergebnisse und Diskussion

Die bisher iiblichen Ionenaustauscher sind zur Verwén-
dung in der S4ulenchromatographie bestimmt. Sie sind in
dieser Form nicht fiir die Diinnschichtchromatographie ge-
eignet. Im Handel erhaltliche ®Ecteola-Cellulose 148t sich
beispielsweise erst nach Zerstorung ihrer Faserstruktur?!s)
auf Glasplatten auftragen. Ecteola-Cellulosen verschiede-
ner Herkunft zeigen auBerdem weitgehend verschiedene

- diinnschichtchromatographische Eigenschaften. Wir méch-

ten deshalb einige wesentlich erscheinende Kriterien fiir die
Brauchbarkeit des Austauschers in der Diinnschichtchro-
matographie nennen.

1. Der Austauscher muB eine definierte durchschnittliche
KorngroBe besitzen. Nur in diesem Fall erhdlt man repro-
duzierbare Ergebnisse.

2. Er sollte wahrend der Chromatographie nicht stark
quellen, da dies zu teilweiser Ablgsung der Schicht wahrend
der Chromatographie und zu RiBbildung nach dem Trock-
nen des Chromatogramms fithren kann.

3. Mit verdiinnten Salzldsungen sollten ohne Anwendung
eines Gradienten Nucleosid-mono-, -di- und -triphosphate
der gleichen Nucleobase, z. B. Adenosin-5'-mono-, -di- und
-triphosphat, an der Schicht innerhalb von 15 Minuten voll-
standig trennbar sein.

4. Mit verdiinnten Sauren sollten Adenin- von Guanin-
Verbindungen und Uracil- von Cytosin-Verbindungen
gleichen Typs getrennt werden.

Nach unseren bisherigen Erfahrungen erfiillen Ecteola-
Cellulosen der Fa. Serva!4) die Kriterien 2), 3) und 4) am
besten. Eine definierte KorngroBe (Kriterium 1)) haben
wir durch Zermahlen des Austauschers in einer Kugel-
miihle unter Standardbedingungen erzielt!s). Besonders
eingehend haben wir zwei Ecteola-Cellulosen der Fa. Serva

10) H. Struck, personliche Mitteilung.
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andere standardisierte Ionenaustauscher fitr Diinnschichtchro-
matographie werden demnichst bei der Fa. Serva erhdltlich sein,
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untersucht, Wihrend die eine (Kapazitit 0,41 mAq N/g)
die oben aufgestellten Kriterien vollkommen erfiillte, lie-
Ben sich an der anderen (Kapazitat 0,26 mAq N/g) Nucleo-
sid-di- und -triphosphate der gleichen Nucleobase mit ver-
diinnter Kochsalzlgsung nicht vollstandig trennen (vgl.
Kriterium 3).

Wie Abb. 1 zeigt, ist die Kombination von Ionenaustau-
scher-Eigenschaften und verteilungschromatographischen
Eigenschaften ein Hauptmerkmal der Ecteola-Schicht.
Wihrend die Rp-Werte von Nucleotiden (im Beispiel
Adenosin-5'-monophosphat und Adenosin-diphosphat) eine
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Abb. 1. Rp-Werte von Adenin, Adenosin, Adenosin-5'-monophos-

phat und Adenosin-diphosphat als Funktion der Kochsalzkonzentra-
tion des Elutionsmittels. Ecteola-Cellulose, Kapazitit 0,26 mAgq
N/g. Laufstrecke etwa 10 cm, Laufzeit 15 min

stetige Funktion der Chloridionen-Konzentration des Lauf-
mittels zwischen Rr = 0 und Ry = 1 darstellen, sind die
Rp-Werte von Nucleobasen und Nucleosiden (im Beispiel
Adenin und Adenosin) von der Kochsalzkonzentration un-
abhingig. Hieraus ergibt sich beispielsweise, daB man an
der Ecteola-Schicht Nucleobasen und Nucleoside von
Nucleotiden quantitativ durch eine Vorchromatographie
mit destilliertem Wasser trennen kann, bevor man eine
Trennung der Nucleotide mit verdiinnten Salz- oder Siure-
Iosungen durchfiihrt. Wie im Falle der Ionenaustauscher-
papiere1%) kann man auch zweidimensional chromatogra-
phieren: in der einen Richtung Verteilungschromatogra-
phie, in der anderen lonenaustauscher-Chromatographie.

Vergleicht man die verteilungschromatographischen
Eigenschaften von Ecteola-Schicht, Cellulose-Schicht12)
und Chromatographiepapier miteinander (Tabelle 1), so
stelit man eine bemerkenswerte weitgehende Ubereinstim-
mung der Rp-Werte fest, wahrend die Kieselgel-G-Schicht
ein abweichendes Verhalten zeigt.

Ecteola- Cellulose- . Kieselgel-G-
Substanz | g pichtey | Schichtizy | F2PIET*™) | g picht
Adenin 0,29 0,30 0,38 0,57
Adenosin 0,56 0,53 0,56 0,75
Guanin 0,33 0,37 0,38 0,66
Guanosin 0,50 - 0,58 0,57 0,80
Hypoxanthin 0,46 0,55 0,57 0,74
Inosin 0,61 0,70 0,73 0,82
Uracil 0,73 0,72 0,75 0,78
Uridin 0,84 0,81 0,84 0,85
Cytidin 0,82 0,80 0,77 0,76

Tabelle 1. Diinnschichtchromatographische und papierchromato-

graphische Rp-Werte von Nucleobasen und Nucleosiden.
Laufmittel: dest. Wasser

*) Ecteola, Kapazitat 0,26 mAq N/g.
**) Ederol 202 (Fa. Binzer, Hatzfeld/Eder).

1$) C. S. Knight, Nature [London] 783, 165 [1959].
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Abb. 2 und Abb. 3 veranschaulichen zwei Ecteola-Diinn-
schichtchromatogramme; aus Tabelle 2 sind Rg-Werte von
Nucleotiden (Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen) er-
sichtlich. Wahrend bei Verwendung von verdiinnter Koch-
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Abb. 2. Chromatogramm von Nucleobasen, Nucleosiden und Nucleo-
tiden. Ecteola-Schicht. Kapazitiat des Austauschers 0,41 mAq N/g.
Elutionsmittel 0,15 m NaCl. Laufzeit 1£ min. I = Adenin; 2= Adeno-
sin; 3 = Hypoxanthin; 4 = Inosin; 5 = Guanosin; 6 = Uridin; 7 =
Cytidin; 8 = Adenosin-3’-monophosphat; 8 = Adenosin-5’-mono-
phosphat; 10 = Adenosin-diphosphat; 11 = Adenosin-triphosphat;
12 = P!-[Adenosyl-(5°)]-P*-phenyl-pyrophosphat; 13 = P-[Adeno-
syl-(5’)]-P*-methyl-pyrophosphat; 14 = Inosin-5-monophosphat;
15 = Guanosin-3'-monophosphat; 16 = Uridin-3"-monophosphat;

17 = Cytidin-3’-monophosphat
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Nucleotiden. Ecteola-Schicht,
Kapazitdt des Austauschers
0,41 mAq N/g. Elutionsmittel
0,01 n HCL Laufzeit 15 min.
I = Adenosin-5’-monophos-
phat; 2 = Adenosindiphos-
phat; 3 == Guanosin-5’-mono-
phosphat; 4 = Quanosin-di- 50
phosphat; 5 = Cytidin-5'- 70

monophosphat; 6 = Cytidin-

Abb. 3. Chromatogramm von ]
S
N

diphosphat; 7 = Uridin-5"- 3 60 07
monophosphat; 8 = Uridin- 20
diphosphat 40 80
[AT573] Start
Substanz RFE-Wert RF-Wert
Laufm, 1 Laufm. 2
Adenosin-5’-monophosphat 0,57 0,26
Adenosin-diphosphat 0,36 0,08
Pl-[Adenosyl-(5°)]-P3-methyl-
pyrophosphat 0,46
P1-[Adenosyl-(5')]-P2-phenyl-

pyrophosphat 0,32
Adenosin-triphosphat 0,21

Guanosin-5’-monophosphat 0,55 0,14

Guanosin-diphosphat 0,37 0,03
Guanosin-triphosphat 0,17

Uridin-5’-monophosphat 0,80 0,13

Uridin-diphosphat 0,63 0,00
Uridin-triphosphat 0,44

Cytidin-5’-monophosphat 0,74 0,31

Cytidin-diphosphat 0,51 0,11
Cytidin-triphosphat 0,34
Inosin-5’-monophosphat 0,74
Adenosin-3’-monophosphat 0,48
Guanosin-3’-monophosphat 0,44
Uridin-3’-monophosphat 0,75
Cytidin-3’-monophosphat 0,71
Hochmolekulare Ribonucleinsidure *) | 0,00

Tabelle 2, Rp-Werte von Nucleotiden an der Ecteola-Schicht.
Kapazitdt des Austauschers 0,41 mAq N/g. Laufmittel : 0,15 m
NacCl; Laufmittel 2: 0,01 n HCI. Laufzeit: 15 min

*) Isoliert aus Spinatblittern von Frau Dr. Maria Fekete, Darm-
stadt,
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salzlpsung als Elutionsmittel zwar Purin-Derivate von
Pyrimidin-Derivaten gleichen Typs (z.B. Adenosin-di-
phosphat von Uridin-diphosphat) getrennt werden kdnnen,
sind Trennungen innerhalb der Purin-Gruppe (z. B. Ade-
nosin-diphosphat von Guanosin-diphosphat) oder inner-
halb der Pyrimidin-Gruppe (z. B. Cytidin-diphosphat
von Uridin-diphosphat) auf diese Weise nicht mdoglich.
Eine gute Trennung dieser Verbindungen gelingt jedoch
bei Verwendung von verdiinnter Salzsaure als Elutions-
mittel (Abb. 3, Tabelle 2).

Zusammenfassung und Ausblick

1. Die Methode der Chromatographie von Nucleinsiaure-
Derivaten an Ecteola-Schichten erméglicht die schonende
Trennung geringer Mengen ahnlicher Verbindungen in
kiirzester Zeit und ohne apparativen Aufwand.

2. Die chromatographische Trennung von Oligo- und
Polynucleotiden scheint an Ecteola-Schichten ebenso mog-
lich zu sein wie an Ecteola-Saulen.

3. Es ist zu erwarten, daB man durch Anwendung der
Gradiententechnik (Veranderung von ionaler Konzentra-
tion und pg des Elutionsmittels wahrend der Chromato-
graphie) eine verbesserte Trennung der Verbindungen
erzielen kann.

Hieriiber sowie iiber das Verhalten weiterer lonenaustauscher
in der Diinnschichtchromatographie, besonders mit Bezug auf die

Chromatographie von Protein-Derivaten, wird spater berichtet
werden.

Experimenteller Teil

a) Herstellung der Ecleola-Schicht

80 g kaufliche Ecteola-Cellulose wird zweimal mit je 800 ml
dest. Wasser, dann dreimal mit je 250 ml Aceton gewaschen. Der
Austauscher wird drei Stunden bei 105 °C getrocknet und in einer
Kugelmiihle zu Teilehen einer durchschnittlichen KorngrfBe von

1225 p zerkieinert. 15 g dieses Pulvers werden in einem Morser
mit 30 ml einer 0,25-proz. Collodiumlésung?>18) verrithrt, schnell
durch ein Sieb DIN 1171, Nr. 30 gegeben!?), in das Streichgerit
gefiillt, noch einmal kurz aufgeriihrt und in iiblicher Weise aufge-
tragen®®). 15 g Ecteola-Pulver reichen fiir 12 bis 15 Platten
(5% 20 em) oder fiir 6 bis 7 Platten (10x20 em). Die Platten blei-
ben am besten zum Trocknen iiber Nacht bei Raumtemperatur
liegen, kénnen aber auch 1 bis 2 h bei 60 °C getrocknet werden. Die
so hergestellten Schichten besitzen eine groe mechanische Sta-
bilitdt. Die Platten konnen in Stapeln von etwa 10 Stiick gela-
gert werden; eine Aufbewahrung im Exsikkator ist nicht erforder-
lich.

b) Chromatographie an der Schicht

Diese wird in offenen Becherglisern mit verdiinnten Elektrolyt-
losungen als Lauimittel ausgefiihrt. Die Substanzen (im allgemei-
nen 2-107% bis 2:10~* uMol) werden 2,5 bis 3 ¢em vom unteren
Plattenrand mit einer Mikropipette auigetragen. Die Platte wird
vorsichtig in das Becherglas, das bis zu einer Hohe von 1 bis
1,5 em mit dem Elutionsmittel gefiillt ist, gestellt. Fiir 8 bis 10 em
Laufstrecke bendtigt das Laufmittel etwa 15 min. Das Chromato-
gramm wird in einem warmen Luftstrom getrocknet. Der Nach-
weis der Verbindungen erfolgt im Auflicht einer UV-Lampe
(Emissionsmaximum bei etwa 260 my). Noch 10~2 pMol Adenin-
Verbindungen lassen sich erkennen, da die Ecteola-Schicht, im
Gegensatz zu den anorganischen Schichten, UV-Licht praktisch
nicht absorbiert. Bei Pyrimidin-Derivaten liegt die Erfassungs-
grenze etwas hther.

Herrn Professor Dr. Friedrich Cramer sei fiir die grof-

“2iigige Forderung dieser Arbeit, Frdulein Dipl.-Chem. Erika

Ehrhardt fiir wertvolle Hinweise herzlich gedankt.

Eingegangen am 31, Juli 1961 [A 157}

17) Die Verwendung von Collodium als Bindemittel wurde von
Dipl.-Chem. Erika Ehrhardt, Darmstadt, vorgeschlagen.

18) 4 9% Collodiumlosung (Merck) mit dest. Aceton entsprechend
verdiinnt.

1) Das Sieben ist nicht unbedingt erforderlich; es bewirkt nur eine
groBere Homogenitdt der Schicht,

20) Grundausriistung Nr. 600 zur Diinnschichtchromatographie. Fa.
Desaga, Heidelberg.
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Kapillareigenschaften eines Kationenaustauschers auf Silicon-Basis
Von Priv.-Doz. Dr. E. BLAS IUS und Dipl.-Ing. W. HEIN

Anorganisch-chemisches Institut der Technischen Universitit Berlin

Die fiir die Verwendung der Austauscher als lonensiebe wichtigen Porendimensionen werden auf zwei
voneinander unabhéngigen Wegen bestimmt. Fiir einen Kationenaustauscher auf Silicon-Basis werden
die erhaltenen Werte miteinander und mit denen der Austauscher auf Kunstharzbasis verglichen.

In fritheren Arbeiten!) wurden die Kapillareigenschaften
von Austauschern auf Kunstharzbasis mit einem von
Bemmelen?) beschriebenen und von Bachmann und Maier3)
apparativ vervollkommneten Verfahren "untersucht. Die
Auswertung der nach dieser B.B.M.-Methode erhaltenen
Ad- und Desorptionsisothermen mit der Kelvin-Gleichung
lieferte qualitative Ergebnisse iiber die Verteilung und
GroBe der Porenradien. Hierbei waren jedoch Zusatzannah-
men notwendig, die sich aus den speziellen Eigenschaften
der Kunstharz-Austauscher ergaben. Durch die Entwick-
lung eines Kationenaustauschers auf Silicon-Basis4), der
auch bei héheren Temperaturen bestidndig ist, wurde es
mdoglich, die Methode von Brunauer, Emmet und Teller5)

1) E. Blasius, H. Pittack u. M. Negwer, Angew, Chem. 68, 671
[1956); 77, 445 [1959].

%) J. H. van Bemmelen, Z. anorg. allg. Chem, 73, 233 [1897]; 78, 98
[1898]; 59, 225 [1908]); 62, 1 [1909].

3) W. Bachmann u. L. Maier, ebenda 768, 61 [1928].

4y F. Runge u. H. Zimmermann, DDR.-Pat. 8560 [29. 12. 1953].

%) 8. Brunauer: The Adsorption of Gases and Vapors, Bd. [, Prin-
ceton University Press, Princeton 1943,
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dem oben aufgefiihrten Verfahren gegeniiberzustellen. Aus
den gefundenen OberflachengréBen und den experimen-
tell leicht bestimmbaren Porenvolumina konnen die Poren-
radien mit Hilfe einfacher Modellvorstellungen iiber die
geometrische Form der Poren errechnet werden.

Der Silicon-Austauscher enthélt in ein Kieselsduregeriist
eingebaut, als kationenaktive Komponente die Benzyl-
siloxy-p-sulfonsdure-Gruppe:

|
o]

‘ _
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Selbst bei 310°C lieB sich noch keine SO,-Abspaltung
feststellen4). Untersucht wurde die H¥-, Nat- und K+-Form
in der Siebfraktion 2050 mesh und die H*-Form in der
Siebfraktion 200—400 mesh.
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