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SUMMARY
Gel ckromatographw separation of nucleic acid compomnts on Se;bhadex G-25 fi f ne, G-I5
and G-10 ,

After a brief reference to pubhcatmns which deal almost exclusively with
qualitative separations of nucleic’ acid components on Dextran gels, elution’ diagrams
and tables are used to show which factors are responsible for the quantitative separa-
tion of complicated mixtures. The lower as well as narrower. fractionation range of
dextran gels G-15 and G-10 at a bed volume 1.3 X 150 cm permits: ‘the separa.tlon of
molecules which differ in their chemical molecular or steric structure.

In addition the drop rate as well as the pH value and the ionic strength of the
eluent influence the elution more or less strongly retardable purine and pyrimidine

bases and their sugar derivatives.
-Separations carried out in the ug range, show that in quantitative evaluatlon

of the elution diagrams the losses are only minimal. T hus this type of gel chromato-
graphy is not only a rapid but also an accurate method for the quant1tat1ve estimation
of very small amounts of components of nucleos1des present in nuclelc acid hydrol-

ysates.

Schon PoraTH! und GDLOTTE" beobachteten be1 medermolekularen Verbm-
‘dungen eine zum Teil recht unterschiedliche Retardierung derselben an der . Gel-
matrix, die in der Gelchroma.togra.plne als ‘reversible Adsorption’ bezel.chnet wird.
GELOTTE? bestimmte eine grosse Zahl von Kd-Werten solcher ‘niedermolekularer
aromatxscher und- heterocychscher Verbindungen und deutete die Erscheinungen mit
- den Wechselw1rkungen zwischen - geldstem - Stoff: und. Gelgeriist. Dieselben Beobach-
tungen konnten ZADRAZIL, SORMOVA UND SoRM® sowie HOHN UND PoLLMANN? bei der
Trennung von Nuclemsaurebaustemen an Sephadex G-25, machen; em Gel mit
Verbmdungen Welters erschien im Novemberheft 1967 dieser Zeltschnft ein Beitrag
von' DE 'BERSAQUES® iber Trennung von" Nuclemsaurebaustemen an den’ stirker

_ quervemetzten Sephadex-Typen G-25' superﬁne, G-15/und-G-10.'Nach' eigenen Er-
fahrungen kann'an der von DE BERSAQUES eingesetzten- Saule (1,5 X'25-ém) nur ‘éine
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226 G. GORBACH, J. HENKE

qualitative Trennung sehr unterschiedlich retardierbarer Purin- bzw. Pyr1m1d1n-
derivate erreicht werden.

METHODIK

Mit einem der in dest. Wasser gequollenen Dextrangele G-25 fine, G-15 oder
G-10 wurde ein Chromatographierrohr mit den Abmessungen 1.3 X I53 cm bis zu
einer Hohe von 150 cm gefiillt und mit 200 ml der Elutionsfliissigkeit (0.01 M Am-
moniumkarbonatldsung?) édquilibriert. Die Probelésungen (nur Gemische der reinen
Substanzen) betrugen, bei einer Konzentration von 1-2z mg/ml und Substanz, 150 ul.
Die Elutionsfliissigkeit wurde mittels Schlauchpumpe der Sidule zugefiihrt und das
Eluat in 5 ml Fraktionen aufgefangen. Die Eluate wurden bei den fiir die einzelnen
Bausteine charakteristischen Absorptionsmaxima im U.V.-Bereich gemessen (PMQ II
von Zeiss; Spalt 0.15 und 2 cm Quarzkiivetten).

ERGEBNISSE UND DEREN DISKUSSION

In den folgenden Versuchen soll die Moglichkeit der quantitativen Trennung
eines komplexen Gemisches von Nucleinsdurebausteinen an den Gelen G-15 und G-10
aufgezelgt werden.. Fiir den ersten Versuch wurde das gleiche Gemisch unter gleichen
Bedmgungen an G-25 fine und G-15 chromatograph.lert (F1g 1 und 3). Der relativ
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Fig. T, Fraktogramm cines komplexen Gemisches von. Nuclemsaurebaustemen, getrennt an G-2 5
fine. A : , N ,

welte und hohe Fraktmmerungsberelch des G-25 ﬁne erlaubt nur tellwelse eme
quant1tat1ve Trennung. Die Wechselwirkungen - zw1sc11en gelostem . Stoff und Gel-
madtrix sind bei dem relativ weitporigen Gel noch nicht so ausgepragt wie bei den v1e1 ,
stdrker, quervernetzten Typen G-15 und G-r0. An der. G-15-Sdule wurde das g1e1che
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Gemisch, bis auf Adenosin~Guanin, quantitativ aufgetrennt. Dass es sich hier nicht
um eine reine Gelfiltration handelt, beweisen die viel héheren Elutionsvolumina der
Purinbasen gegeniiber den Pyrimidinbasen mit niederemMolekulargewicht. Diese
Tatsache macht sich noch bei den Nucleotiden derselben- (Adenosm-s--monophospha.t
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Fig. 2. Fraktogramm ecines Gemisches verschiedener Purinbasen. Unterschxedhcher Einfluss der
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I‘xg 3. l‘raktogramm des glexches Gemisches' wie in’ Flg T, dlesmal a.n G-I 5 a.ufgetrennt Der
éngere Fraktionierungsbereich'des G-15 ist deutlich: zu. erkennen.”
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228 G. GORBACH, J. HENKE

‘und Cytidin-3’(2’)-phosphat, Fig. 2 und 3) deutlich bemerkbar; eine qualitative Tren-
nung der beiden Nucleotide ist durchaus moglich. Abgesehen von der unterschied-
lichen Retardierbarkeit der -Purin- und Pyrimidinabkémmlinge sind spezielle Merk-
male der Molekiile untereinander von grosser Bedeutung fiir eine quantitative Tren-
nung bei nur geringfiigigem Unterschied in den Molekulargewichten Am deutlichsten
ist der Einfluss der Aminogruppe im Molekiil (Fig. 2). 6-Aminopurin (Adenin), das
nur um die NH,-Gruppe gegeniiber Purin schwerer geworden ist, wird um 34
Fraktionen (= 170 ml) spdter aus der Siule eluiert. Der Ersatz der Aminogruppe durch
eine phenolische (Hypoxanthin) setzt die Retardierbarkeit des Molekiils deutlich herab
(Fig. 4). Das gleichzeitige Vorhandensein einer Amino- und einer phenolischen Gruppe
(2-Amino-hydroxypurin=Guanin) bestitigt den grésseren Einfluss des ersteren auf
das Elutionsverhalten des Molekiils (Fig. 2). Noch deutlicher wird dies beim Vergleich
der Elutionsvolumina von Uracil (2,6-Dihydroxy-pyrimidin) und Cytosin (z-Hydroxy-
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Fig. 4. Trennung des Basenpaares Uracil—ThYmin and Gel G-xo

6-amino-pyrimidin) in Fig. 3. Im Molekulargemcht ist praktlsch kein Untersch1ed
vorhanden (Tabelle I1I) und dennoch ist eine quantlta.tlve Trennung der beiden Pyri-
midinbasen an einer Sidule mit G-15 méglich.

Neben diesem chernisch-molekularen Aufbau der Molekule kénnen auch solche
sterischer Natur fir eine unterschiedliche Aufenthaltsdauer des Molekiils in einern
Dextrangelbett = verantwortlich sein. Diese . Beobachtung konnte beim Basenpaa.r
Uracil~Thymin gemacht werden (Fig. 4). Bei einer Tropfgeschw1nd1gke1t von ml/Min.
oder langsamer sind:die beiden Pyrimidinderivate an G-10 quantltatw voneinander
Zu trennen, woran vermutlich der rdumliche Aufbau der Molekiile nicht ‘unwesentlich
beteiligt ist, denn der Unterschied im. Molekula.rgevncht ist sehr gering. Der beacht-
liche Unterschied im Elutionsverhalten (Separationsvolumen = 35 ml) ist somit auf

_ eme lefusxonsbehmderung des Thymins: zuriickzufiihren. : ‘In der schematisierten
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GELCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER NUCLEINSAUREBAUSTEINE 229
Wiedergabe der Elutionsvolumina der Nucleinséiurebausteine in: Fig. 5 fallt auf, dass
beim ‘Ubergang zu den stirker quervernetzten Dextrangelen die Basen Adenin und
Guanin sowie das Nucleosid Adenosin viel stirker retardiert werden als die anderen
Basen und Nucleoside; letztere erscheinen mit zunehmenden Vernetzungsgrad des

TABELLE I
PROZENTUELLE VERLUSTE DER AN G-I5 CHROMATOGRAPHIERTEN NUCLEINSAUREBAUSTEINE

Nucleinsdurebausteine Aufgetvagene Menge. Prozentuelle Verluste

(ug) (Mittelwert von 6
Bestimmaungen)
Adenin 150 —3.15%
-Adenosin . 150 . —2.95%
Adenosin-5 -monophosphat 150 , —2.709%
Guanin 150 —2.25%
Guanosin . . 150 —0.70%
Guanosin-5’~-monophosphat 150 —1.709%
Cytosin 150 —2.609%
Cytidin - 150 —2.35%
Cytidin-3’(2’ )-phosphat 150 : —2.40%,
Uracil 150 ~—2.50%
Uridin 150 —2.009%,
Uridin-5’-monophosphat " I50 —2.15 %
Thymin 150 —2.859%
Thymidin 150 —2.209%,
Thymidin-5’-monophosphat 150 -—2.,009%,
1 RNS 6 Guanosin
2 Adenosin-5m 7 Adenusin
. 3 Uridin 8 Guanin .
. G-25 fnne 4 Uracil 9 Adenin
. S5 Thymin .
1 2 345_ 678 9
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Fxg 5 Schematxsche W:edergabe der Peakelut:onsvolumma Emﬂuss des Vernetzungsgrades der
Gele auf das Elutionsverhalten der Nucleinsiiurebausteine.: ;
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Dextrangels immer frither im Eluat. Das bedeutet aber, dass sédmtliche Pyrimidin-
basen, deren Nucleoside sowie die Purin- und Pyrimidinnucleotide samt Guanosin
beim Ubergang zu G-15 und G-10 mehr und mehr ausgeschlossen werden bzw. nnnmt
ihre Retard1erba1 keit immer stidrker ab. :

Einfluss der Tropfgeschwmdzgf"ezt auf die Trennung
Nicht unwesentlich ist die Tropfgeschwindigkeit des Elutmnsnuttels gera.de bei

diesen zum Teil recht beachtlich retardierbaren Verbindungen. Eine ErhShung der
Tropfgeschwindigkeit von 5 ml/5 Min. auf 5 ml/1 Min. 30 Sec. hat nur auf die stéirker
adsorbierten stickstoffhaltigen Heterocyclen wie Adenin, Guanin, Adenosin, Guanosin
und Adenosin-5'-monophosphat einen Einfluss; diese Purinderivate werden bei der
‘erhéhten Tropfgeschwindigkeit zum Teil wesentlich frither aus der Siule eluiert,
womit aber die quantitative Trennung ein und desselben Gemisches nicht beeintrich-
tigt wird. So wird Adenin bei sonst gleichen Bedingungen um 24 Fraktionen (120 ml),
Guanin um 5, Adenosin um 4, Guanosin um 2 und Adenosin-5’-moncphosphat um 2
Fraktionen frither im Eluat erscheinen. Alle anderen in den Diagrammen bzw. der
Tabelle IIT angefiihrten Purin- und Pyrimidinderivate weisen bei der erhéhten Tropi-
geschwindigkeit ein unverindertes Elutionsverhalten auf. Wesentlich ist die Tropi-
geschwindigkeit — wie schon oben erwidhnt — bei der quantitativen Trennung der
Pyrimidinbasen Uracil und Thymin. Ob eine Tropfgeschwindigkeit des Elutions-
mittels von 5 ml/5 Min. oder 5 ml/t Min. 30 Sec. gewihlt wird, die Peakelutions-
volumina (= Elutionsvolumen, bei welchem die Substanz im Eluat in maximaler
Konzentration erscheint) der beiden Pyrimidinderivate bleiben unverindert, nur ist
bei der hoheren Tropfgeschwindigkeit keine quantitative Trennung méglich.

Einfluss des pH-Wertes auf die Trenmmg

Sowohl pH-Wert wie Ionenstirke des Elutmnsrmttels beeinflussen die Retar-
dierbarkeit der Nucleinsiurebausteine (Fig. 6). So beobachtet man beim Ubergang
von 0.0r M zu 0.03 M (NH,),CO;-Lésung eine erhéhte Adsorption fiir Adenin und
Guanin und eine- gleichzeitige Zunahme des Separationsvolumens. Die Elutions-
banden werden breiter; die Einstellung des Adsorptlonsglemhgewmhtes ist sichtlich
gestort. In diesem Fall wurde der pH-Wert nur um 0.5 erhéht; aber um so mehr die
Ionenstirke des Elutionsmittels, woraus die erhéhte Retardierbarkeit der Purin-
derivate resultiert. 0.01 IV HCl und dest. Wasser vermindern die Adsorptionsfihigkeit
simtlicher Purin- und Pyrimidinderivate erheblich, wobei die 0.0x N HCIl nur eine
quahtatwe Trennung der Basen Adenin und Guanin gestattet, wogegen dest. Wasser
gerade noch eine quantitative Auftrennung des Basenpaares an einer G-10 Sdule er-
moglicht. Ahnlich verhalten sich die Zuckerderivate dieser Purinbasen (Plg 6).
Lediglich beim  Ubergang zur 0.03 M Ammoniumkarbonatlésung werden sie etwas
schwicher adsorbiert, womlt die quantltatlve Trennung des Guanins von Adenosm

erst moghch ist.

Quantzmtwe Auswertamg der Elutzonsdzagmmme ‘ : :
~ Auf Grund der relativ starken Retardierbarkeit elmger Nuclemsaurebausteme

stellt sich die berechtigte: Frage, ob die Elution dieser Verbindungen auch quantitativ
erfolgt. Fiir die Auswertung solcher I‘raktogramme gibt es bekanntlich. ‘mehrere
Methoden. In’ der vorliegenden Arbeit. wurden die einzelnen. Punkte der. Elutions- »
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TABELLE 1II . : ,
PROZENTUELLE VERLUSTE DER AN G-I0 CHROMATOGRAPHIERTEN NUCLEINSAUREBAUSTEINE

Nucléinsdurebausteine _ Aufgetvagene M enge Prozentuelle Verluste
‘ (ug) - (Mittelwert von 6
‘ © Bestimmungen)
Adenin 150 ‘ —3.509%
Adenosin 150 —2.20%
_Adenosin-s -monophosphate 150 : —3.25%
Guanin- 150 —2.40%
Guanosin I50 —2.009%,
Guanosin-5’-monophosphat I50 ‘ —2.35%
Cytosin 150 —2.909%
Cytidin 150 —2.25%
Cytidin-3’(2’)-phosphat 150 - 2,009,
Uracil I50 - —2.35%
Uridin 150 —2.,209,
Uridin-5’-monophosphat 150 —2.25%
Thymin 150 —2.35%
Thymidin 150 —1.909%
Thymidin-5’-monophosphat 150 A —1.85%

TABELLE 111
Kg UND K4y-WERTE DER NUCLEINSAUREBAUSTEINE
Elutionsmittel: o.01 M (NH,),CO;-Losung

Nucleinsdurebausteine G-25 fine G-15 G-10 MG
I{av Kd ) Ifau I{d ‘ Kuv I{d )
Adenin o . 2.90 © 3.51 3.30 4.62 ° ‘4.20° 7 6.56 - 135"
Adenosin . . 1.95 2.15 2.00 2.79 2.16 . '3.37 267 -
Adenosin-5 -monophosphate 0.60 o.80 . 0.42 0.58 0.16 0.25 347
Guanin 2.20 2.70 2.30 3.22 2.52 ' 3.93 T I51
Guanosin - ' ' ' I.70 1.90 I.50 2,09 1.36 - 2.21T .. 283
Guanosin-5 -monophosphate 0.60 .. o0.80 . 0.30 0.43 . O.I2 .0.18 363
Uracil 1.00 1.20 084 1.18 . 072 1.12 II2
Uridin ‘ ) C o.80 1.00 0.61 0.85 0.48 0.75 244
“Uridin-5’-monophosphate - o.50 .0.70 | . 0,07 . - O.I0 o.08. ' o.12: . 324
Cytosin . = -~ = . 1.35 . 1.55 1.07 - .50 0.96 ~I.50 . . - III
Cytidin 1.05 1.2 0.84 1.18 0.68 1.06 L 243 .
Cytidin-3’(2")- phosphate " '0.55 ©0.75 - 0027 - 0.37 " 008 ' fo.12 /323 °
Thymin 1.10" 1.30 .. 1.03 - 1.45 1.00. . - .1.56 . 126 ;
Thymidin 0.90 1.I0 0.73 1.02 0.48 0.75 242
Thymidin-5’-monophosphate 0.55 0.75 0.18 0.26 0.20 0.31 322
Purin — — 2.00 2.79 2.16 - 3.37 - " 120
Xanthin — — 1.57 2.20 I.44 2.31 152
Xanthosin — —_ . 1.07  1.50 0.84 1.94 . 284
Hypoxanthin — — 1.57 " 2.20 T8 zauzr 0 136
Inosin' — - "1.10 - - I.§O . 85 . .:.1.95 .. 268 ¢
-Methylcytosm . S - ..,1.10. 160 ... 1.00. . I.56. .. 125 .
RNS _ - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 ' . 0.00 i
RS © 0,00 '0.00° L0.00 Y 000 ooo"'~»'»‘ooo’f-‘ ERTR S

DNS -
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mittels.

banden m1t denen einer entsprechenden Eichgeraden verghchen und daraus die
Gesamtmenge des eluierten Bausteines ermittelt. Die in den Tabellen I und II ange-
fihrten Mittelwerte (Verluste in %) stellen das Mittel aus 6 Einzelwerten dar, wobei
die Streuungen um den Mittelwert mit rund - 0.5 % angegeben werden kénnen.
. Damit ein Vergleich mit anderen Arbeiten moglich ist, ‘bedarf es der Angabe
von Kap — bzw. Kz — Werten. Die Unsicherheit der Methoden zur Bestlmmung des
“inneren’’ Volumens Vi bedeutet, dass andere Parameters gesucht werden ‘miissen
um das Elutionsverhalten der Substanzen zu beschreiben. Geeigneter erscheint ‘es
den Kqv-Wert (Koo = Ve—- Vo/Vt — V) nach LAURENT UND KILLANDER? anzugeben,_
ein- Wert . in ‘dem das ‘innere’’ Volumen V¢ nicht beriicksichtigt wird. Die in der
Formel aufscheinenden Grossen (Volumina) sind wesentlich einfacher zu messen. In
der Tabelle III smd zum Verglemh beide Konstanten angefuhrt R

ZUSAMMENTASSUNG

: Nach einem kurzen I-I1nwe1s auf Verdffentlichungen, die fast a.usschhesshch »
quahta.twe Trennungen der Nucleinsdurebausteine an den Dextrangelen- bemhalten,‘
wird an Hand von Elutlonsdlagrammen und Tabellen demonstriert welche Faktoren -
flir eine quantltatwe Trennung eines kompllzlerteren Gemisches verantwortlich sind.
Der niedere sowie engere. I‘raktlomerungsberelch der Dextrangele G-15 und G-10 be1
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einem Gelbettvolumen von 1.3 X 150 cm, erlauben es Trennungen von Molekiilen
vorzunehmen deren Unterschiede im chemisch-molekularen wie im sterischen Auf-
bau liegen. Auch die Tropfgeschwindigkeit sowie der pH-Wert und die Ionenstirke
des Elutionsmittels beeinflussen: das Elutionsverhalten der mehr oder minder stark
retardierbaren Purin-.und Pyrimidinbasen bzw. deren Zuckerderivate. Die im ug-
Bereich durchgefiihrten Trennungen lassen erkennen, dass bei einer quantitativen
Auswertung der Elutionsdiagramme nur mit minimalen Verlusten zu rechnen ist.
Somit ist diese Art der Gelchromatographie nicht nur eine schnelle sondern auch eine
recht genaue analytische Methode um noch kleinste. Mengen der in einem Nuclein-
sdurehydrolysat vorkommenden Basen bzw. Nucleoside auch quantitativ zu erfassen.
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