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SUMMARY 

The separation of bases, mccZeosides aad rwcleotides on catiovt exchangers 

The separation and determination of bases and nucleosides on cation exchangers 
using ammonium formate buffers were studied systematically and the results have 
been summarised in diagrams. Further possibilities of separation with water and 
diluted NC1 are described. All methods were used in routine work. The separation of 
nucleotides (only pure substances) on cation exchangers is also described. 

COHN hat rg4g die wesentlichen Bedingungen fiir die Trennungen der einzelnen 
Nucleinskiurederivate auf Kationen- und Anionenaustauschern beschriebenl* 2. In 
zahlreichen spkiteren Arbeiten wurden die Angaben von COHN modifiziert und er- 
weitert. Ausfiihrliche Ubersichten finden sich bei SAUKICONEN~ und COHN~-~. 

Die Bestimmung der Basen und Nucleoside auf Kationenaustauschern erfolgte 
bisher fast immer nach den Angaben von COHN mit o,zs bis 3 iV HCl. Benutzt man 
jedoch Puffer in pH-Bereichen von 2-4, lassen sic11 zahlreiche Basen und Nucleoside 

* Auszugsweise vorgetragen auf der Nordwestdeutschen Chemiedozententagung in Clausthal- 
Zellerfeld rg6513 und teilweise in der Habilitationsschrift, Hamburg, x966, ver6ffentlicht”. 

* * Abki_Wzungen : 
Acl = Adenin IMP I Inosinmonophosphat 
Aclo = Adenosin In0 = Inosin 
AMP = Adenosinmonophosphat rMeAd = I -Methyl-adcnin 
2'-, 3’- und 5’-AMP = 2’-, 3’- uncl 5’-Adenosin- 6MeAd = 6-Methyl-adenin 

monophosphat bdiMeAd= 6-Dimethyl-adenin 
dAMP = Deoxyadenosinmonophos- 

phat &y;z 
= g-Methyl-cytosin 
= Nicotinamid-adenin-dinucleo- 

CMP = Cytidinmonophosphat tid 
dCMP = Deoxycytidinmonophosphat NADP+ = Nicotinamid-adenin-dinucleo- 
CY = Cytosin tidphosphat 
Cyd ’ = Cytidin Nid = Nicotinskiureamid 
dCyd = Deoxycytidin = Thymin 
GMP = Guanosinmonophosphat :kd Thymidin 
dGMP 
Gu 

= Dedxy6uanosinmonophosphat dThd = Deoxythymidin 
= Guanin 

Guo = Guanosin 
Tl3MP = Thymidinmonophosphat: 
UMP = Uridintionophosphat 

.Ha 1 = HarnsSiure Urd = Uridin 
‘. HY = Hypoxanthin Xa = ,Xanthin 

: 
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aufgrund der verschiedenen PI<-Werte der Aminogruppen trennen, die such ftir 
die elektrophoretische Trennung verantwortlich sind. CRAMPTON et aL7 haben eine 
Trennung von Basen mit einem Citratpuffer beschrieben. Wir haben die Retentions- 
werte von Purin- und Pyrimidinderivaten in den oben genannten pH-Bereicheri und 
bei verschiedenen Salzkonzentrationen zusammengestellt. So kann man ftir eine 
gewiinschte Trennung einen giinstigen pH-Wert und die richtige Salzkonzentration 
des Puffers heraussuchen. 

Daneben lassen sich Basen und Nucleoside ohne Aminogruppen sowie Nucleo- 
tide durch Adsorption an. die Matrix des Austauschers trennen. Austausch- und 
Adsorptionseffekte iiberlagern sich in einem Ausmass, dass man fiir Purinverbin- 
dungen nur mit Einschrankungen von Ionenaustauschchromatographie sprechen 
kann. Die Trennungen wurden fiir Untersuchungen des Abbaues der freien Nucleotide 
in GeweberPll und fiir Arbeiten tiber den Erythrocytenstoffwechsel eingesetztl”. 

METliODE 

Wir verwendeten die Austauscher Dowex* bzw. AG** 5oW X4, 200-400 mesh 
oder -400 mesh. Die teuren spharischen Harze mit einheitlicher Korngrijsse wurden 
wegen des hohen Preises nicht benutzt, obwohl sie wesentlich bessere Trennungen 
versprechen. Schon die intensiver nachbehandelten AG-Harze vergrijssern die Trenn- 
leistung. Die Saule hatte einen Durchmesser von 0.9 cm und das Harz wurde 15-20 cm 
hoch gepackt. Bei den Versuchen unter optimalen Bedingungen eine grdsstmijgliche 
Anzahl von Substanzen zu trennen, arbeiteten wir mit 50 cm langen S~ulen. Mit 
eineni Fraktionssammler* * * .und einem IO ml Syphon wurden die einzelnen Frak- 
tionen quantitativ aufgefangen und mit einem Durchflussphotometer* * * sowie 
einem Zweifarbenschreiber* * * mark&t. Sie konnten dann zusammengeschiittet und 
im Spektralphotometer gemessen werden. Eichwerte publizierten wir schon friiherl* 
und die molaren Extinlctionslzoeff~zienten wurden der Literatur entnornmenls, la. Die 
Durchflussgeschwindiglceit betrug 36, cm/h, der Durchfluss erfolgte durch aberdruck 
(0.2-0.5 atii Stickstoff) oder mit Hilfe einer Schlauchpumpe§. Wir verwendeten 
Ammoniumformiatpuffer, die gegentiber den Citratpuffern den Vor&rg der geringeren 
U.V.-Absorption und der grosseren Fliichtigkeit besitzen, falls Eluate zur Rechro- 
matographierung einmal eingeengt werden miissen. Stir den pH-Bereich von 2.5-4 
wurde eine 0.14 lV HCOOH mit NH,-LBsung (25 Oh, D = 0.91) auf den entsprechenden 
pH-Wert elektrometrisch eingestellt. Der pH-Wert von 2 wurde durch vermehrte 
Zugabe von HCOOH erreicht. Der Natriumformiatpuffer im zweiten Abschnitt wurde 
hergestellt, indem wir eine 0.05 N NaOH L&sung mit konzentrierter AmeisensZure 
auf die entsprechenden PI-I-Werte titrierten. 

ERGEBXISSE UND DISKUSSION 
. . 

Zuerst sollen die Trennungen mit Reinsubstanzen beschrieben und daran an- 
schliessend sol1 iiber einige Anwendungen mit biologischem Material berichtet werden. 

* The Dow Chemical Company, Midland. 
* * Bio-Rad Laboratories, Richmond. 

* * * LIMB-Proclulcter AB, Stockholm. 
I C. Desaga GmbH, Heidelberg. 
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520 E. W. BUSCH 

Trennzqg von Basen wad NucZeosiden mit Ammo9ziz~9nfonniat~z~~ern #H 2-4) zwsd 

0.35 M NaCl 
Im ersten Diagramm sind die Ergebnisse der Trennungen in Abh5ngigkeit vom 

pH-Wert zusammengestellt. Das Retentionsvolumen von Adenin wurde = I gesetzt 
und alle anderen Retentionswerte darauf bezogen. Adenin ist sicher keine ideale 
Bezugssubstanz, da es zwischen pH 3 und 4 nur teilweise ionisiert vorliegt und da- 
durch selbst ein pH-abhgngiges Retentionsvolumen aufweist; z.B. wird Adenin bei 
pH 4 nach etwa 300 ml und bei pI_I 2 nach 600 ml eluiert. Eine ideale Bezugssubstanz 
dlirfte nicht durch pH-Veranderungen beeinflusst werden. 

Die grbssten Unterschiede der Retentionswerte liegen zwischen den pH- 
Werten 3 und 4. Hier. lassen sich aus dem Diagramm die gtinstigsten Puffer fiir die 
Trennung verschiedener Kombinationen von Verbindungen herausfinden (Fig. I 

und 3). So kann zwischen den pH-Werten 3.5 und ‘3.7 die grosste Anzahl von Ver- 
bindungen getrennt werden. Aber such in diesem Bereich fallen die Retentionswerte 
verschiedener Substanzen zusammen, z.B. Guanin und Cytidin,ysowie 7-Methyl- . . 
adenin und r-Methyl-adenin. Das erste Paar l&St sich bei einem pH-Wert von 3.0 
trennen und das letztere bei 4.0. Im unteren pH-Bereich sind die Aminogruppen 
vieler Verbindungen mit Ausnahme des Guanosins vollstandig ionisiert. Da keine 
Ladungsanderung eintreten kann, verlaufen die Retentionskurven fast parallel. Die 
Retentionswerte fur Guanin, Adenosin, Cytosin, S-Methyl-cytosin, 7-Methyl-adenin 
und I-Methyl-adenin liegen eng beieinander. Wenn fiir die Trennung der Basen und 
Nucleoside lediglich die Ladung vcrantwortlich ware, mussten such Cytidin, Adenin, 
6-Methyl-adenin und 6-Dimethyl-adenin praktisch die gleichen Retentionswerte 
(pH 2) besitzen wie die vorher genannten Verbindungen. 

$ig. I. Relative Retentionswerte verschicdener Basen und Nucleoside in AbhYngigkeit vom pH- 
Wert.Das Retentionsvolumen von Adenin wurde als Bezugssubstanz = 1 gesetzt. (Dowex 5oW X4, 
aoo-400 mesh, Na+, SBulenl&qe 20 cm, Durchmesser I cm, Ammoniumformiatpuffer mit 0.35 M 
NaCl.) 

J. Chro~tnatog:, 37 (1968) 5r8-526 
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Aus dem Diagramm (Fig. I) mit den relativen Retentionswerten allein lassen 
sich die Trennmijglichkeiten nicht ablesen. Die einzelnen Verbindungen haben ein 
bestimmtes Elutionsvolumen, das vom Retentionswert abhangt. Alle Substanzen, 
die friih eluiert ‘werden, besitzen ein kleines Elutionsvolumen von 15-30 ml, Ver- 
bindungen, die nahe beim Adenin eluiert werden eines von go-180 ml und die letzten 
Substanzen eines von 200-300 ml. Deshalb wurden im zweiten Diagrarnm die ein- 
zelnen Elutionsvolumina bei verschiedenen pH-Werten aufgezeichnet, wie sie sich auf 
einer 50 cm langen Saule ergeben (Fig. 2). Die Elutionsvolumina entsprechen such den 
von ktirzeren Saulen. Es wurde gewtihnliches Harz, Dowex 5oW X4, 200-400 mesh 
verwendet. Bei Benutzung von spharischen Harzen mit ziemlich einheitlicher Par- 
tikelgriisse, lassen sic11 die Trennergebnisse wesentlich verbessern. Es kam uns aber 
darauf an mit der iiblichen und gebrauchlichen Ausriistung die bestmijglichen Er- 
gebnisse zu erzielen, urn in Routinebetrieb gute, reproduzierbare Ergebnisse zu er- 
halten. Holler vernetzte Harze bedingen erheblich grijssere Elutionsvolumina und 
verschlechtern deshalb die Trennleistung. 

Die Trennungen wurden alle bei Raumtemperatur (21-23 “) ausgeftihrt . Chro- 
matographiert man bei 37.5”, ver%ndern sich viele Retentionswerte (Tabelle I), denn 

PH 
4.0 

3.7 

3.0 

2.5 

2.0 

Fig. 2. Elutionsvolumcn verschiedener V&bindungen im pH-Bcreich 2-4. Die Trenkungcn wurden 
auf eincr 50 cm langen SBule ausgeftihrt. Auch mit lcurzen SBulen finclet man die gleichen Elutions- 
volumina. (Dowex 5oW X4, Na+, 200-400 mesh, Ammoniumformiatpuffer mit 0.35 M’ N&l. ) 

TAl3ELI.E I 

DIE RELATIVEN RETENTIONSWERTE BBZOGEN AUF ADENIN BET VERSCHIEDENEN TEMPERATUREN 

(PH 3.5) 

Szcbstanz 2I--230 37*5O 

Hypoxanthin 0.12 0.18 

Guanosin 0.17 0.20 

Cytidin 0.48 0.49 

Guanin 0.52 0.49 
Aclenosin 0.64 0.56 
Cytosin 0.69 0.77 
r-Methyl-adenin 0.72 0.83 
S-Methyl-cytosin 0.82 0.93 
Aclenin 1.00 1 .oo 
6-Methyl-adenin x.29 = -35 
6-Dimethyl-adenin 1.68 1.71 

-.- 

+2 
-6 
-12 

+I1 

3-15 
+I3 
fo 

. 
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hijhere Temperaturen begiinstigen die Desorption. So erhtiht sich der Retentionswert 
des Cytosins von 0.69 auf 0.77 und der des Methylcytosins von 0.82 auf 0.93 (Tabelle I). 
Aber such einige Purine werden spater eluiert, so dass man keine durchgehende Regel 
aufstellen kann. Gleichzeitig werden die einzelnen Banden sch5rfer, das heisst, sie 
besitzen ein kleineres Elutionsvolumen, und damit verbessert sich die Trennleistung. 

Hypoxanthin und .Guanin werden bei tiefen pH-Werten deutlich spater eluiert 
als bei hohen pH-Werten. Man kann diesen Effekt fiir eine Abtrennung von Hypo- 
xanthin und Guanosin ausnutzen. Im nZchsten Abschnitt werden jedoch fur diese 
Verbindungen bessere Trennmijglichkeiten beschrieben. 

2?enptzbut,o von Basen und Nzuleosiden mit Natriz~mformiat$u.er ($H 2-3) und 0.05 
M Na+ 

Substanzen mit dem Elutionswert von 0.3 lassen sic11 zwar als Reinsubstanzen 
gut trennen, jedoch nicht aus biologischem Material. Hier lcommen in den ersten zoo 
ml zahlreiche organische Substanzen mit U.V.-Absorption oder nach Aufgabe von 
sauer hydrolysierten Extra&en Brkiunungsprodukte, die eine quantitative Bestim- 
mung zu Beginn der Elution unmijglich machen. Wir haben deshalb Harns%ure, 
Inosin, Hypoxanthin und Guanosin mit Natriumformiatpuffer (0.05 M Na+) eluiert. 
Mit diesem Elutionsmittel lcommen die Substanzen wesentlich spater. Hypoxanthin 
und Guanosin werden bei pH 2.5 und 2.0 (Fig. 3) schon so spat eluiert, dass sich die 
chromatographische Trennung unnijtig verzagert. Man kann nattirlicll such beide 
Elutionsmittel kombinieren, und nach der Trennung von Inosin, Hypoxanthin und 
Guanosin mit der Salzkonzentration von 0.35 Mol und dem entsprechenden pH-Wert 
die iibrigen Substanzen eluieren. 

Harnsaure oder Xanthin und Inosin als Reinsubstanzen lassen sich zwar ab- 
trennen, aber in biologischem Material oft nicht quantitativ messen. Wir haben des- 
halb ein Verfahren ausgearbeitet, das einen grossen Teil der Abbauprodukte des 
Purinstoffwechsels auf einer Sgiule trennt. 

PN 

3 

,2.5 

2 

Xa 
d 

Fig. 3. Relative Retcntionswertc einiger Basen und Nucleosidc in1 pI-I-Bereich von 2-3. Cytidin 
cliente als Bezugssubstanz. Der Natriumformiatpuffer besitet eine Ionenlronzcntration von 0.05 n/r 
Na+. (Dowex 5oW X4, Na+, 200-400 mesh, S%ulenl%nge 20 cm, Durchmesser I cm.) 

Trenwuzg mit N,O tind NC2 ah Ehtionsmittel 
Auf Kationenaustauschern (Dowex SOW X4, 200-400 mesh) in der .1-I+-Form 

eluierten wir NAD+ und s/-AMP mit H,O, Xanthin und Inosin mit 0.005 JV HCl und 

J. Chromatog., 37 (1968) 518-526 
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anschliessend mit 0.5 N HCl Hypoxanthin, Nicotinstiureamid und Adenosin. Danach 
kann man mit 2 N HC16 such Adenin und Guanin trennen. Die Fig, 4 zeigt die Tren- 
nung eines Gewebsextraktes. Fur die Bestimmung der Abbauproduktc von Purin 
nucleotiden in Herzgewebe hat sich die Methode bewahrt, jedoch ist das mehrmalige 
Wechseln des Elutionsmittels und such die lange Elutionsdauer umstandlich. 

EA Elutionsmittel: Hz0 IMP 0.005 N I-ICI 0.5 NHCI PNHCI 

SP 

100 200 300 4.00 500 500 700 800 900 1000 1100 1200 ml 

Fig. 4. Trennung von Nucleosidcn, Nucleotiden uncl Basen auf Kationcnaustauschern. Elution mit 
Wasscr und steigenclen Konzentrationen von HCl-Lijsungen, (Dower SOW X4, H-I+, 200-400 mesh, 
SBulcnlYnge 25 cm, Durchmesser I cm.) 

Trevmung van Nucleotiden auf Kationenaustauschervt 
Auf Dowex 5oW X4, in der H+-Form lassen sich Mononucleotide von den ent- 

sprechenden Deoxynucleotiden trennen (Fig. 5)) mit Ausnahme von Thymidinmono- 
phosphat und Uridylsaure. Als Elutionsmittel dient 0.001 N HCl. Die Nucleotide 
besitzen in dicsem Bereich als Zwitterionen; abgesehen von ThMP und UMP, ver- 
schieden stark ionisierte Aminogruppen und unterscheiden sich daneben in ihrer 
Adsorption an die Matrix des Austauschers 6, Beide Effekte machen die Trennung aus. 
Etwa 10-20 y0 der Purindeoxynucleotide werden auf der Saule N-glykosidisch ge- 
spalten4J7. Die 2’,3’-Tsomeie konnten mit der gleichen Anordnung nur teilweise ge- 
trennt werden, da 2’,3’-CMP mit AMP zusammenfiel. Es liess sic11 lediglich UMP, 
2’,3’-GMP und 2’,3’-AMP gut trennen (Fig. 6), KATZ UND COME+, sowie BLATTNER 

UND ERIKSON~~, die eine &hnliche Trennung ftir 2’,3’-Ribonucleotide beschrieben, 
konnten AMP und CMP auf S%.rlen mit norr&.ler Lange such nicht separieren. 

Erfolgreicher waren die Versuche, die verschiedenen Adeninnucleotide 

E 

I 
GMP 

ThMP n 
AMP 
n dA_MP 

-m\ ,‘\ 

AL 

- ’ 20 6’0 100 140 180 220 260 ml 

ZLl 

Fig. 5. Trennung von Nucleotiden uncl Deoxynucleotiden auf Kationcnaustauschern. (Dowex SOW 
X4, Na+, -400 mesh, Sii.ulenl%nge 55 cm, Durchrnesser I ‘cm, Elutionsmittel 0.001 IV HCl + 
0.01 M NaCl.) 
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trennen. Zu diesem Zweck benutzten wir wiederum Kationenaustauscher in der H+- 
Form, Auf einer 20 cm langen Saule lassen sich NADP+, zyklisches AMP, 2’,3’- und 
s/-AMP trenncn (Fig. 7). Als Elutionsmittel diente 0.1 N 1X1. NAD+ fallt jedoch 
mit dem 3’-AMP zusammen (Fig. 7). Die Nucleotide wurden fast alle als Reinsub- 
stanzen getrennt, grijssere Erfahrungen mit Bestimmungen aus biologischem Material 
liegen nicht vor ‘im Gegensatz zu allen anderen beschriebenen Verfahren. 

El 

UMP 

II 2:3’GMP 

2: YAMP 

L 

IO 30 70 110 150 190 230 270 310 m I 

Fig, 6. Trcnnung von 2’,3’-Nuclcotiden auf einem Kationenaustauscher, (Dowex goW X4, H+, 
-400 mesh, SklenlkLnge 15 cm, Durchmesser I cm, Elutionsmittel 0.01 N I-ICI.) 

cycl.AMP 

NADP* f 5’AMP 

1 
\ 

I\ 

_J ,. ! 

1 
50 100 200 300 400 500 ml 

Fig. 7, Trennung von Adenosinnucleotiden auf Kationenaustauschern. (Dowex SOW X4, H+, 
zoo-400 mesh, Skiulenljtnge 20 cm, Durchmesser I cm, Elutionsmitte10.01 N HCl.) Die Retentions- 
volumina der Substaneen mit den punlctierten Linien wurden in separaten Versuchen ermittelt. 

Diese Mcthoden wurden fiir Arbeiten mit biologischem Material entwickelt und 
alle mit Ausnahme der Trennung der Nucleotide im Routinebetrieb eingesetzt. Wir 
mijchten daher einige von uns routinemgssig angewandte Trennungen beschreiben, 
LB. die Bestimmung der vier DNS-Basen aus Nieren- und Hodengewebe. Der Riick- 
stand nach alkalischer Hydrolyse wird I Std. mit IO N HCIOB hydrolysiert. Das stark 
schwarti gefarbte Hydrolysat kommt nach Abstumpfung und Verdtinnung direkt auf 
die SZule. Die einzeinen Komponenten liessen sich ohne Schwierigkeiten trennen und 

J. Ckomatog., 37 (1968) 518-526 
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quantitativ bestimmen, wie aus der Fig. 8 deutlich wird. Au& die Purinbascn und 
Pyrimidindeoxynucleoside nach enzymatischer DNS-Spaltung lassen sich gut 
trennenD. 

Wesentlich schwieriger war die Aufgabe, den Abbau der Purinnucleotide im 
Gewebe zu verfolgen. Die Konzentrstionen der gesuchten Substanzen sind sehr klein 
und mit zahlreichen U.V.-absorbierenden Substanzen vermischtll. 

Fig. 8. S#urehyclrolysat cles Rtickstandcs von Niercngewebe nach einer Aufarbeitung von Schmidt- 
Thannhauser (Bestimmung der Basen aus DNS), (Dowex 5oW X4, Na+, -400 mesh, SBulenMnge 
zo cm, Durchmesser I cm, Ammoniumformiatpuffer pH 3.5 + 0.35 M NaCl.1 

E 

Ado 

100 200 300 400 500 600 7Ooml 
Elufionsmittel : 

Natrlumfwmiat pll3.05 Ammoniumformlat pH 3.5 + 0.35M NaCl 

Fig. 9. Inlcubation von gewaschencn Erythrocyten mit Adenosin. Inosin und Hypoxanthin wurden 
mit einem Natriumformiatpuffcr PI-I 3.0 (0.05 M Na+), Adenosin und Adenin mit einem Ammonium- 
formiatpuffer von pH 3-5 + 0.35 M NaCl getrennt. (Dowex 50 W X4, Na+, -400 mesh, .%iulen- 
‘lkqe 20 cm, Durchmesser I cm.) 

Die Fig. g zeigt die Trcnnung eines Extraktes aus Inkubationsversuchen mit 
Erythrocyten und Adenosin. Zuerst werden Inosin und IIypoxanthin und nach 
Pufferwechsel Adenosin und Adenin getrennt. Die verschiedenen beschriebencn 
Mijglichkeiten sind weitgehend aus dem Zwang entstanden, fiir verschiedene Gewebe 
gute und quantitativ auswertbare Trennungen zu bekommen. Es kijnnen grosse 
Extraktmengen aufgetragen werden, bis zu 30 ml, entsprechend 3-5 g Gewebe. 
Geringe Konzentrationen kann man daher genau und zuverlassig bestimmen ohne 
die Extrakte vorher einzuengen. 

In den oben erwghnten Inkubationsversuchen mit Erythrocyten und Adenosin 
fanden wir neben den erwarteten Spaltprodukten Inosin und Hypoxanthin such 

J. Chrontalog., 37 (1968) 518-526 
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geringe Mengen an Adenin. Die Frage, ob clieses Adcnin nicht als Beimengung im 
Adenosin bereits vorhanden war, veranlasste uns, verschiedene ktiufliche Basen und 
Nucleosidc auf ihre Reinheit zu untersuchen. Wir lconnten auf die SZule bis zu 30 mg 
auftragen und dadurch noch Beimengungen von 0.1 o/0 gut bestimmen. Die Ergebnisse 
sind in der Tabelle II zusammengestellt, Die PrZ.parate haben nur gcringe Bei- 
mengungen von o.z-o,g %, mit Ausnahme einer Inosinprobe (Tabelle II), 

TABlXLl.ZII 

Clwomatogvap?~isc?b bestimmte Baselz 
(Angaben in MO&%) 

Inosina 2.3% Hypoxanthin 

Inosin” 
Guanosinl’ 
Aclenosina 

o. 2 y0 Hypoxsnthin 

0.9 o/0 Guanin 
o. z5 o/o Adenin 

a C. F. Boehringer und Sochnc GmbH, Mannheim. 
IJ Sigma Chemical Company, St. Louis. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurden die Trennungen und Bestimmungcn von Basen und Nucleosiden 
auf Kationenaustauschern mit Ammoniumformiatpuffern systematisch untersucht 
und die Ergebnisse in Diagrammen zusammengefasst. Weitere Trennmijglichkeiten 
mit H,O und verdiinnter HCl wurden beschrieben. Alle Verfahren benutzten wir im 
Routinebetrieb. “Ober Trennungen von Nucleotiden (nur Reinsubstanzen) auf Ka- 
tionenaustauschern wird ebenfalls berichtet. 
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