
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY 225 

CNROM. 3632 
> .: 

‘, ‘. 

GELCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER .’ 

NUCLEINSAUREBAUSTEINE AN SEPHADEX G-25 FINE, G-15 UND G-IO 

G. GORBACH UND J. HENICE 

Institut far Bioclremische Technologie, Lebensmittelchemie 
8010 Gvaz (&terreich) 

(Eingcgangen den 31. Mai 1968 

und Milrrochemie, Technisclre NochschuZe, 

SUMMARY 
‘. 

Gel chromatogra#& separation of nucleic acid coqbonents on Se$hadex G-25 fine, G-z5 
and G-IO '. :.. 

After a brief reference to publications which deal almost excltisively ‘with 
qualitative separations of nucleic ‘acid components on Dextl;an gels, elution diagrams 
and tables are used to show which,factors are responsible for’the quantitative se&r& 
tion of complicated mixtures. The ‘lower as well as narrower. fractionation range of 
dextran gels G-15 ‘and G-ro at a bed volume 1.3 x 150 cm perrr+the separation 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 r_cg range, show that in quantitative evaluation 
of the elution diagrams the losses are only minimal. Thus, this type of gel chromato- 
graphy is not only a rapid but also an accurate method for the quantitative estimation 
of very small amounts of components ,of nucleosides present in nucleic acid hydrol- 
ysates. 

: 

Schon PORATM~ und GEL~TTE~ beobachteten bei niedermolekularen Verbin- 
dungen tine zum Teil recht unterschiedliche Retardierung derselben an der.,Gel- 
matrix, die in der Gelchromatographiie als “reversible ,Adsorption”, bezeichnet wird. 
GELOTTE~ bestimmte eine grosse z&h1 von &-Werten solcber ~niedermolekularer 
aromatischer und -1~eterocyclischer Verbindungen und. deutete’die.‘Erscheinungen mit 
den Wkchselwirkungen zwischen gel&tern Stoff ., und, Gelgeriist. Dieselben Beobach- 
tungen’ konnten ZAD~ZAZIL, SORMOVA.. UND SORM~ sowie HOWN UND POLL~ANN? .bei der 
Trennung von Nucleinsaurebausteinen an Sephadex G-25, machen; ein Gel mit 
relativ hohem. Praktipnierungsbereich im ‘, Vergleich, zum h$olekulargewicht dieser 
Verbindungen. W&t&s erschien im Nov&ib&rheft ,rg6j ‘dieser Zeitschrifi ein Beitrag 
van’ DE’ ‘B$R&QTJI# ‘i.iber Trennung ‘van’ Nucleins&irebausteiri& an ‘den ‘&i’rker 
quervernetiten; SePhadex-Typen ‘G-25’ superfine;’ G-g5 : undG4oi ~Nachi,~igeneki:.:Er~ 
f&?G&gen’ kanin’ aim der ‘van DE BERs AQtiES’: eingesetzten S&tile’ (r;5; X 25 ~‘dm)i nur 4ne 
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qualitative Trennung sehr unterschiedlich 
derivate errcicht wcrden. 

retardierbarer 

G. GORBACH, J. HENKE 

Purin- bzw. Pyrimidin- 

METHODIK 

Mit einem der in dest. Wasser gequollenen Dextrangele G-25 fine, G-15 oder 
G-ro wurdc ein Chromatographierrohr mit den Abmessungen 1.3 x 153 cm bis zu 
einer Miihe von 150 cm gefiillt und mit 200 ml der Elutionsfliissigkeit (0.01 M Am- 
.moniumkarbonatl(isung~) aquilibriert. Die Probelijsungen (nur Gemische der reinen 
Substanzen) betrugen, bei einer Konzentration von I-Z mg/ml und Substanz; 150 @l. 
Die Elutionsfliissigkeit wurde mittels Schlauchpumpe der Saule zugeftihrt ,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 DZSKUSSION 

In den folgenden Versuchen sol1 die Mdglichkeit der quantitativen Trennung 
&es komplexen Gemisches van Nucleins+rebausteinen an den Gelen G-15 und G-IO 
aufgezeie werden.. Fur den ersten Versuch wurde ‘das gleiche Gemisch unter gleichen 
Bedingungen an G-25 cne und G-15 chromatographiert (Fig. I und 3). Der relativ 

;: Go,: G-25 finr 
, sYuh-. 150x13 cm 

Tropfgoschw.: BmllBmin 

-.A-.._.___~ ,L_..I . ..-_.L 
I I ioo I I I I I I I I 

200 300 .400’ 500 
-ml Eluat (5ml Fraktionen) 

I?@. ,I. Fraktogramm eines kompl&cn Gemisches van- NucleinsQurcbausteincn, getrcnnt an G-a5 
fine. ‘. . ‘. 

I : . : ,‘.(.’ .,’ : ‘. .. ‘. 
weite ; und hohe ,Fraktionierungsbereich : des G-25 fine erlaubt. nur teilweise eine 
@antitative Trennung., ,Die Wechselwirkungen, awischen:., gel&tern Staff ‘. und: Gel_ 
matrix; sind bei ,dem, relativ ,weitp+gen Gel, noch nicht so ausgepragt +e bei ,den vie1 
+rkerl ,querv,ernet,zten Typen G-15 .und G-xc., An der G-x5S&ule’, wurde das gleiche 
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Gemisch, bis auf AdenosinLGuanin, quantitativ ,aufgetrennt, Dass Ed sich hier nicht 
urn eine reine GelfUtration handelt, : beweisen die vie1 hijheren ‘Elutionsvolumina der 
Purinbasen gegeniiber. den Pyi5midinbaseri mit niedercm Molekulargewicht., ,Diese 
Tatsache macht sich noch bei den Nucleotiden derselben ‘(Adenosin-3!-monophosphat 

100 200 300 400 500 

-’ ml Eluat (5 ml Fraktionen) 

Fig. 2. l?ralrtocramm tines Gemisches verschiedener Purinbascn. Unterschiedlichcr Einfl& d& 
NJ!&- und phe~olischer 0-Gruppen auf die Retardierbarkeit des Molelrtils. 

Gel: G-15 
sllutr: 150 x 1.3 cm 

tropfgerchw. : 5mll5min 

m,.Eluat.(5mi’Fraktionen) ” :! :‘.:(.* ,:, .:‘. .‘I ’ 

i&g: j; l?r&&r4mm~ cles j+&l&& i%ekis&es’. wie’ in I%&.’ r, dit&&ii t& G-r5 ; auf&e&n&; i&k 
bng@ ,Fraktionierungsbereich des’ G-15 ist ‘dixitlich. zu ‘erkennen. -: '. 1 : .:" 'I : :.. \ ' ! 

S.,ChrOmatO6.;~37,(Ig68) 22:S’-233 
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und Cytidin-3’(2’)-phosphat, Fig. 2 und 3) deutlich bemerkbar ; eine qualitative Tren- 
nung der beiden Nucleotide ist durchaus mdglich. Abgesehen von der unterschied- 
lichen Retardierbarkeit der .Purin- und Pyrim.idinabkijmmlinge 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 Molektil (Fig. 2). 6-Aminopurin (Adenin), das 
nur urn die NH,-Gruppe gegeniiber Purin “schwerer” geworden ist, wird urn 34 
Fraktionen (= 170 ml) spgter aus der SWe eluiert. Der Ersatz der Arninogruppe durch 
eine phenolische (Hypoxanthin) setzt die Retardierbarkeit des Molekiils deutlich herab 
(Fig. 4). Das gleichzeitigeVorhandensein einer Amino- und einer phenolischen Gruppe 
(2-Amino-hydroxypurin _ Guanin) bestatigt den grosseren Einfluss des ersteren auf 
das Elutionsverhaiten des Molekiils (Fig. 2). Noch deutlicher wird dies beim Vergleich 
der Elutionsvolumina von Uracil(2,6-Dihydroxy-pyrimidin) und Cytosin (2-Hydroxy- 

011: G-10 
c 

SYulr: 150 x 1.3 cm 
Tropfgrwchw.: 5mll Bmin 

ml Eluat ( 5ml Fraktionen) 

Fig. 4, Trennung des Bascnpaarcs Uracil-Thymin ancl Gel G-ro. 

6-amino-pyrimidin) in Fig. 3. Im Molekulargewicht ist praktisch kein Unterschied 
vorhanden (Tabelle III) und dennoch ist eine quantitative Trennung der beiden Pyri- 
midinbasen an einer S5ule mit G-15 mijglich. 

Neben diesem chemisch-molekularen Aufbau der ,Molekiile kijnnen such solche 
sterischer Natur fur eine unterschiedliche Aufenthaltsdauer des Molekiils in einem 
Dextrangelbett verantwortlich seiu. Diese Beobachtung konnte beim Basenpaar 
Uracil-Thymin. gemacht werden (Fig. 4) i Bei einer Tropfgeschwiudigkeit von ml/Min. 
oder langsamer sind..die beiden Pyrimidinderivate an, G-IO quantitativ voneinander 
zu tre?irien;“$ora+ ~ernn&ich der r5umliche Aufbau der Molektilenicht untiesentlich 
beteiligt ist, denn der ‘Unterschied im. Molekulargewicht ist sehr gering. Der beacht- 
hche JJnterschied i,m Elutionsverhalten, (Separationsvol,umen 7.35 ,ml) ist sornit auf 
eine’ DifXusionsbehinderung des Th$rriins_ zuriicktiufiihren,, ‘In : der ,‘,schematisierten 

1. ChrOWZ&Og., ,37, (x968) 22fj-233. 
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Wiedergabe der Elutionsvolumina der NucleinsSurebausteine in. Fig. 5 f&llt auf, dass 
beim ,Ubergang zu den stgrker quervernetzten ,Dextrangelen die ,Basen Adenin und 
Guanin sowie das Nucleosid Adenosin vie1 stgrker. retard&t werden als die anderen 
Basen und Nucleoside ; letztere erscheinen mit zunehmenden Vernetzungsgrad des 

TABELLE I 

PROZENTUELLE VERLUSTE DER AN G-15 CHROMATOGRAPHIERTEN NUCLEINSiiUREBAUSTEINE 

NzlcleinsZlzlrebausteine A ufgctragene Menge Prozentuedle Verluste ’ 
La (Mittelwert von 6 

BesEimWingen) 

Adenin =so 
.Adcnosin 150 
Adenosin-5’-monophosphat 

1::;; p 

150 --2.70$ 
Guanin 150 -2.25 oh 
Guanosin 150 
Guanosin-5’“monophosphat 

-o*70~/o 
ISo - r*70 o/O 

Cytosin *So -2.60 o/o 
Cyti din 150 
Cyticlin-3’( 2’) -phosphat 

-2135% 
150 -2.40% 

Uracil =50 - 2.50 o/O 

Uriclin I.50 
Uriclin-5’-monophosphat 

-2,oo o/O 

x50 -2.15 o/o 
Thymin =5o -2.85 o/o 
Thymidin 150 
Thymidin-5!-monophosphat 

-2,PO o/o 

=5o -2.00 o/o 

1 RNS 6 Guanorin 
2 Adcnorin-5:n-t 7 AdenJoin 

G -26 fine 3 Uridin 6 Guanln 4 Urocil, 9 
Adrnin 

5 Thymin 

1 2 345 676 ,9 

1 2345 6 7 6 9 

I I I I I 
,100 200 300 so0 500 600 

.a-10 

b 1 I I 
:.qoo’ 200, ‘. ., 390 400 600 600 

,: ,, 
‘. m, Eluar, : ‘, : ‘, 

Fig. i. Scliii?mat&he Wiedcrg&be der P&ak&tionsGoltiti~ina.’ Einfluss dds Vcrnetiungsgrahes her 
Gele auf :das Elutionsvcrhalten der Nucieinstturebausteine; ’ ’ .:. I’ : 

J. Chromafog.;’ 37 (1968) 225-233, 
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Dextrangels innner frtiher im Eluat. Das bedeutet aber, dass samtliche Pyrirnidini 
basen, deren Nucleoside sowie die. Purin- und Pyrimidinnucleotide samt Guanosin 
beim Ubergang zu G-15 und G-IO mehr und mehr ausgeschlossen werden bzw. nimmt 
ihre Retardierbarkeit immer starker ab. 

Ein..~~ss der Tro$$geschwindigkeit auf die Trennrtung 
Nicht unwesentlich ist die Tropfgeschwindigkeit des Elutionsmittels gerade bei 

diesen zum Teil recht beachtlich retardierbaren Verbindungen. Eine Erhiihung der 
Tropfgeschwindigkeit van ‘5 ml/5 Min. auf 5 ml/I Min. 30 Sec. hat nur auf die starker 
adsorbierten stickstoffhaltigen Heterocyclen wie Adenin, Guanin, Adenosin, Guanosin 
und Adenosin-5’-monophosphat einen Einfluss; diese Purinderivate werden bei der 
erhiihten Tropfgeschwindigkeit zum Teil wesentlich friiher aus der S&ule eluiert, 
wornit aber die quantitative.Trennung ein und desselben Gemisches nicht beeintr&h- 
tigt wird. So wird Adenin bei sonst gleichen Bedingungen urn 24 Fraktionen (120 ml), 
Guanin um 5, Adenosin urn 4, Guanosin um 2 und Adenosin-5’-monophosphat um 2 

Fraktionen friiher im Eluat erscheinen. Alle anderen in den Diagrammen bzw. der 
Tabelle III angeftihrten Purin- und Pyrimidinderivate weisen bei der erhdhten Tropf- 
geschwindigkeit ein unverandertes Elutionsverhalten auf. Wesentlich ist die Tropf- 
geschwindigkeit - wie schon oben erwahnt - bei der quantitativen Trennung der 
Pyrimidinbasen Uracil und Thymin. Ob eine Tropfgeschwindigkeit des Elutions- 
mittels von 5 ml/5 Min. oder 5 ml/I Min, 30 Sec. gewahlt wird, die Peakelutions- 
volumina (= Elutionsvolumen, bei welchem die Substanz im Eluat in maximaler 
Konzentration erscheint) der beiden Pyrimidinderivate bleiben unverandert, nur ist 
bei der hijheren Tropfgeschwindigkeit keine quantitative Trennung mdglich. 

Ei@vss des @H-We&es auf die Trennmg 
Sow0111 pH-Wert wie Ionenstarke des Elutionsmittels beeinflussen die Retar- 

dierbarkeit der Nucleinsaurebausteine (Fig. 6). So beobachtet man beim ubergang 
von 0.01: M zu 0.03 M (NH,) ,CO,-Ldsung eine erhiihte Adsorption fiir Adenin und 
Guanin und eine gleichzeitige Zunahme des Separationsvolumens, Die Elutionsl 
banden werden breiter; die ,EinstelIung des Adsorptionsgleichgewichtes ist sichtlich 
gestijrt. In diesem Fall wurde der pH-Wert nur urn 0~5 erhtiht, aber um so mehr die 
Ionenstarke des Elutionsmittels, woraus die erhijhte Retardierbarlceit der Purin- 
derivate resultiert. 0.01 N HCl und dest. Wasser vermindern die Adsorptionsfahigkeit 
sgmtlicller Purin- und Pyrimidinderivate erheblich, wobei die 0.01 N HCl nur eine 
qualitative Trennung der Basen Adenin und Guanin gestattet, wogegen dest. Wasser 
gerade noch eine quantitative. Auftreunung ,des Rasenpaares an einer G-ro Saiule er\ 
mliglicht; Ahnlich verhalten sich die Zuckerderivate dies& ‘Purinbasen (Fig. 6). 
Lediglich .beim’ Ubergang zur ‘0.03 M Ammoniumkarbonatl8sung werden sie etwas 
.%chwacher adsorbiert, womit die quantitative Trennung des Guanins von Adenosiri 
erst mijglich ist. 

Quantitative ‘A~2cswert~ng der Blzctionsdiagrahze .,. 
,’ “Auf Grund ‘der relat&starken .Retardierbarkeit ‘einiger NucleinsVurebausteink 

stellt sich die berechtigte-Frage, ob aie Elution dieser,Verbindungen such quantitativ 
eifclgt. ,Fti,r die Auswertung solcher. Fraktogramme gibt es bekanntlich mehrere 
Methoden; In’ der ‘vorliegendcn Arbeit ..,wurd&“die einzelnen .’ Punkte :d&. Elutious- 

J. CkY~wZdb&?.; .‘37:. (1968) ,225-233 

: 
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TABELLE II 

PR~ZENTUELL~~VI~RLUSTE DER AN G-IO CHROM.~TOGRAPHIRRTEN NXJCLEINS~~UREBAU~TI~INE 

Aufgetragene Avenge’ Prozentuelle Verlude 
kd (Mittelwert von 6 

Bestimntungen) 

Adcnin 
Adenosin 
_ Adenosin-5’-monophosphate 
Guanin 
Guanosin 
Guanosin-5’-monophosphat 
Cytosin 
Cytidin 
Cytidin-3’(2’)-phosphat 
Uracil 
Uridin 
Uridin-5’-monophosphat 
Thymin 
Thymidin 
Thymidin-5’-monophosphat 

150 -3.50% 
150 - 2.20 o/O 

150 -3.25 % 
150 - 2.40 y. 
150 - 2.00 o/O 

150 -2.35 % 
150 - 2.90 o/O 

150 -2.25% 
150 - 2.00 o/O 

*5o -2.35 % 
150 - 2.20 y. 

150 -2.25o/o 
150 -2.35 % 
150 - I.90 % 
150 - 1.85% 

TABELLE III 

Kd UND ~<uU-WERTE DBR NUCLEINS~UREBAUSTBINE 

Elutionsmittel : 0.01 n/r (NH,),CO,-Ldsung 

NzccZeinsZlurebausteille 

Adenin 2.90 

Adcnosin I.95 
Adenosin-S’-monophosphate 0.60 
Gtianin 2.20 

Guanosin I.70 

Guanosin-g’-monophosphate 0.60 
Uracil 1.00 

Uridin ‘0.80 
Uridin-g’-monbphosphate 0.50 
Cytosin I.35 
Cytidin I .05 
Cytidin-3’(2’)-phdsphate o-55 
Thymin 1.10 

Thymidin 0.90 
T~;i;idin-5’-n~onophospllate 0.55 

- 

Xanthin - 

Xanthosin - 

Hypoxanthin - 

Inosin - 

5:Methylcytosin - 
RNS ‘0.00 
DNS ,_ ” ‘, .o.oo 

3.51 3.30 4.62 &?o 6.56 ‘135 : 
2.15 2.00 2.79 2.16 3-37 267 : 
0.80 0.42 0.58 0.16 0.25 347 
2.70 2.30 3.22 2.52 3;93 ., 151 
I.90 ' 1.50 2.09 1.36 2.21 283 
0.80 0.30 0.43 0.12 .0.18 363 
1.20 0.84 1.18 1.12 II2 0.72 
1.00 0.61 0.85 0.48’ c-75 ‘. 244 
0.70 0.07 0.10 0.08 0.12. ,324,’ 
I-55 1 :c7 1.50 0.96 1.50 
1.25 0.84 1.18 0.68 1.06 

II?.. 
243 ; 

0.75 0.27 ” 0.37 0.08 6.12 323 
1.30 I *03 I.45 I.00 1.56 126 
1.10 0.73 1.02 0.48 0.7.5 242 
0.75 0.18 0.26 0.20 0.31 322 
- 2.00 2.79 2.16 3.37’ .’ ” I20 

- = .57 2.20 I.44 2.3r I52 
- I.07 I.50 0.84 

I’.57 " r’.48 
J.94 ‘, 284 

- 2;20 “2.3x 136 
- I.10 1.50 . . .0;85’ ,: x.95. ! 268 

- I.10 1.60 
0.00 0.06 G3b”’ 

.: 1.00 x.56. 
0.00 0.00‘ 

125, 

0.00 ‘0.00 “0:00 ‘- 6.00 ‘:‘o.oo’;: :. .‘A 

.: “’ ‘.. ‘.. ., :.’ 
/ ‘.. ,,,. ,., .I 

,:.. (,. ‘.. 

J C?L~O??MOg.,:Q7 (x968) ,225-233 

: 



232 

700. 

600 - 

100 - 

G-10 

G. GORBACR, J. ZIENKE 

ACJENI IN 

t 
z 
4 / GUANIN 

E 

= 

s 

i 
-d 

.-4 

.M) 
!,- 

Tropfgeochw. mllmin 

I 
I . I I a I I I 

123456769 10 11 12 13 

- PH 

l?ig. G. Anderung des Peakelutionsvolumens durch den pH-Wert soyic Ionenst&rkc des Elutions- 
mittels. 

banden mit denen einer entsprechenden Eichgeraden verglichen und daraus die 
Gesamtmenge des eluierten Bausteines ermittelt. Die in den Tabellen I und II ange- 
ftihrten Mittelwerte (Verluste in %) stellen das Mittel aus 6 Einzelwerten dar, wobei 
die Streuungen urn ‘den Mittelwert mit rund & 0;s Y0 angegeben werden ktinnen. 

Damit ein Vergleich imt andereii Arbeiten moglich ist, bedarf es der Angabo 
von Kav - b’zw. IiT& ,? Werten. Die Unsicherheit der Methoden zur Bestimmung des 
“inneren” Volumens Vr bedeutet, dass andere Parameters gesucht werden mtissen 
urn das Elufionsverhalten der Substjnzen zu beschreiben. Geeigneter erscheint ‘es 
den ‘Kav-Wert (&u = V- Tr,/v, -_.V,) nach LAURENT UND KILLANDER? anzugeben, _ 

ei?; Wert in “dem das -“inner%” Volumen v, nicht beriicksichtigt wird. Die in- ,der 
Formel aufscheinenden Griissen (Volumina) sind weseritlich einfacher zu messen.” In 
der Tabelle .I11 sind zum Vergleich beide Konstanten angefiihrt, 

ZUSAMMENl?ASSUNG 

Nach; einem ,kurzen Hinweis auf’ ,VerHfentlichungen, die fast ausschliesslich 
qualitative ,:Trennungen der Nkleinshu-ebausteine an den Dextrangelen 4 beinllalt&~ 
wird an H,knd vor~ Elutionsdhgrammen‘ und Tabellen dem0nstrier.t welche %aktoren 
fur. eine qu’~ntitative’,Trennu~~, eines ‘koinplizierteren Gemisches verantwortlich sind,. 
Der’niedere sqwie. engere. Fraktionierungsbereich der Dextrangele G-r5 und G-IO bei 

f.,Chrow,afog., .37 (IgG8),,az3+33 
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einem Gelbettvolumen von 1.3 x 150 cm, erlauben es Trennungen von Mol,ekiilen 
vorzunehmen deren Unterschiede im chemisch-molekularen wie im sterischen Auf: 
bau liegen. Auch die Tropfgeschwindigkeit sowie der pH-Wert und die Ionenst&ke 
des Elutionsmittels’ ,beeinflussen das’ Elutionsverhalten der mehr oder minder. stark 
retardierbaren Purin-. und Pyrimidinbasen bzw. deren Zuckerderivate,. Die im rug- 
Bereich durchgeftihrten 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 such eine 
recht genaue analytische Methode urn noch kleinste. Mengen der in einem Nuclein- 
&iurehydrolysat vorkommenden Basen bzw. Nucleoside such quantitativ zu erfassen. 
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