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SUMMARY

Factors which influence the separvation of purine and pyvrimidine compounds on Sephadex
G-10

Sephadex adsorption chromatography can be used for separating pyrimidine and
purine compounds. The separation is affected by a number of conditions. This paper
describes the variation of temperature, ionic strength, pH, degree of crosslinking,
concentration of n-propanol, dioxan and urea, and their influence on the adsorption
behaviour of compounds.

The degree of adsorption decreases with increasing temperature. This relation-
ship is valid for gel-solid interactions. The enthalpy values (4H?) for hypoxanthine
and adenosine are —2.35 and —1.92 kcal/mol, respectively, and suggest the existence
of hydrogen bonding between the compounds and the gel. I'or purine and pyrimidine
compounds different mechanisms of separation exist as a result of different AH?
values. IFor most of the compounds examined the basic heterocyclic nitrogen atoms
are the primary sites of adsorption. Therefore, hydrogen bonding between the un-
shared pairs of electrons of the heterocyclic nitrogen atoms and the hydroxy group
or the oxygen of the gel matrix is discussed.

Dioxan, #n-propanol and urea decrease the degree of adsorption, while an
increase in ionic strength increases the adsorption. Elution values of compounds
correspond to their degree of dissociation.

The adsorption chromatography of heterocyclic compounds on Sephadex gels
is a useful technique for the separation of mixtures of compounds of synthetic or
biological origin. A detailed paper on the chromatographic behaviour and chemical
structure is published!s,

EINLEITUNG

Hiufig werden in letzter Zeit niedermolekulare Verbindungen geringer Mo-
lekulargewichtsunterschiede an Sephadex G-ro getrennt, da sie zu ‘‘reversibler
Adsorption’’ befihigt sind (siehe Ubersicht bei Lit. 1).

* Fur Abkiirzungen siche S, 148,
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136 C. WASTERNACK, H. REINBOTHE

Die ‘‘klassische’’ Gelfiltration ist fiir Kp = o bis Kp = r definiert. Durch
Adsorption der zu trennenden Verbindungen an der Gelmatrix wird das Prinzip
des Molekiilsiebens iiberlagert, und die Kp-Werte liegen iiber 1. Dadurch ist der
chromatographische Arbeitsbereich grosser als bei der Filtration von Molekiilen
entsprechend ihrer unterschiedlichen Grosse, und die Elutionsposition einer Ver-
bindung hingt nicht allein vom Geltyp und der Molekiilgrésse ab. Neben pheno-
lischen Verbindungen sind besonders Nukleinsidurebausteine in betrichtlichem
Ausmass zur ‘‘reversiblen Adsorption’’ befihigt und wurden an Sephadex G-10
und G-15 getrennt2-8, Die Gelchromatographie stellt flir diese Verbindungen bei
sorgfiltiger Anwendung ein quantitatives Verfahren dars.?,

In der vorliegenden Arbeit werden Versuche zum Einfluss der chromato-
graphischen Bedingungen auf das Ausmassder “reversiblen Adsorption’’ dargestellt.
Neben dem Nachweis der Temperaturabhingigkeit der Trennung von Purin- und
Pyrimidinverbindungen an Sephadex G-10 werden eine Anzahl adsorptionsbeein-
flussender IFaktoren vorgestellt.

MATERIAL AND METHODEN

Priparation dev Sephadex G-10 Sdulen

Als Trennsdulen dienten Pharmacia-Chromatographierohre (0.9 X 30 cm
bzw. 0.9 X 60 cm) sowie besonders zubereitete Glasrohre mit geringem Totvolumen
und verschiedener Linge. Wenn erforderlich, wurden die Siulen mit einem Kiihl-
mantel temperiert.

Als Trenngel benutzten wir Sephadex G-1o (normal, water regain 1.0 4+ 0.1 g/g;
Partikelgrosse 40-120 u). Dieses wurde entsprechend den Angaben der Literatur
mit destilliertem Wasser eingequollen und luftblasenfrei in die S&dule gefiillt (Ar-
beitsdruck = Linge der Siule). Die Gelbettoberfliche wurde nach mehrstliindigem
Absitzen mit 1-2 Scheiben eines Dederongewebes (Porengrésse 40 u) bedeckt, und
die Siule wurde mit dem Elutionsmittel o.ox M (NH,),CO,, pH g.0, bis zum drei-
fachen Bettvolumen gewaschen. Bei der Messung der Temperaturabhingigkeit
erfolgte die Gelvorbereitung und Siulenfiillung bei der zu untersuchenden Tem-
peratur. Elutionsmittelvorrat und Sidule wurden durch Wassermanteltemperierung
(Abweichung im Gel + 0.3°) bei einer konstanten Temperatur gehalten.

Messinstrumente

Die Registrierung des Trennvorganges erfolgte im Durchﬂusspho‘éometer
Uvicord II (LKB) bei 254 nm.

Als substanzspezifische chromatographische Grésse galt die Elutionskonstante
V¢?, die den Quotienten aus der Differenz von Elutionsvolumen der Verbindung V,
minus Ausschlussvolumen ¥V, und dem Ausschlussvolumen V, darstellt. Die ungenaue
Bestimmung des inneren Volumens V', das fiir den hiufig benutzten K p-Wert

(ko= Z52)

ermittelt werden muss, wird dadurch umgangen. Die Beziehungen zwischen der
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TRENNUNG VON PURINEN UND PYRIMIDINEN AN SEPHADEX G-T0 ' I37

bekannten chromatographischen Grésse Rp, dem Kp-Wert und dem V 0-Wert sind
durch die Gleichungen

Kp=—- \5-—1 I

2=V, \ R (1)
bzw.

0___1__ __VB—VO

Ve —RF I = VO (2)

gegeben. Der V' -Wert ist von der Durchflussgeschwindigkeit unabhingig. Das
Ausschlussvolumen V', wurde mit Dextranblau 2000 bestimmt, wihrend das innere
Volumen V3, fiir die Ermittlung von 4G° und 4S° nach den Gleichungen 3 und 4
erforderlich, mit Hilfe von Li-Ionen bestimmt wurde.

Die Anwendung des Kp-Wertes fiihrt in Anbetracht des fehlenden Nachweises
einer gleichméssigen Raumerfiillung von V; durch grosse und kleine Molekiile zu
theoretisch bedingtenWiderspriichen®. Sie werden bei Verwendung des V.,’-Wertes
umgangen. Er liefert eine lineare Beziehung zu dem thermodynamisch begriindeten

Verteilungskoeffizienten als Verhiiltnis der Konzentration eines Stoffes in stationiirer
und mobiler Phase

( =§—) (Lit. 9).

Die symmetrische Gestalt der Elutionskurve galt als Ausdruck des Gleich-
gewichtszustandes der chromatographischen Anordnung.

Adsorptionsmessung

Die Messung der Adsorptionsfihigkeit von Sephadex G-10 erfolgte, abge-
wandelt nach DETERMANN UND WALTERY), u.a. durch Aufnahme der Dialysegeschwin-
digkeit einer Purin- oder Pyrimidinverbindung nach der in IFig. 1 dargestellten
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Fig, 1. Anordnung zur Messung der Dialysegeschwindigkeit als Mass der Geladsorption (vgl.
Text).
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138 C. WASTERNACK, H. REINBOTHE

Anordnung. Hierzu wurden 5.0 ml einer Adenin bzw. Uracillssung (ro mg/s ml
0.0 M (NH,),COj,, pH 9.0) unter Riihren zu 5 g Sephadex G-10 (in 0.01 M (NH,),CO,,
PH 0.0, gequollen) in den Dialyseschlauch (DS) gegeben und nach konstanten Zeiten
im Puffergefiss (rooo ml o.ox M (NH,),CO,, pH g.0) durch.Probenentnahme (3 ml)
der Extinktionsanstieg am Beckman Spektrophotometer DB-G bei 260 nm ver-
folgt. Nach Probenentnahme wurde der Puffervorrat mit o.oxr M (NH,),CO,, pH 9.0,
auf rooo ml aufgefiillt.

Als Kontrolle galt ein Versuch ohne Gel mit adidquaten Puffermengen. Ausdruck
der Adsorptionswirkung war das Verhiltnis der Dialysegeschwindigkeitskurven-
anstiege —Gel/+Gel bei 60 min (Fig. 2). Es wird als Adsorptionswert K4 bezeichnet.

Aufndkme der Adsorptionskinetik
Zur kontinuierlichen Registrierung der Geladsorption kam die in Fig. 3 dar-
gestellte Umlauftechnik (nach Lit. xo verindert) zur Anwendung. In einem Reak-
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Fig. 2. Dialysegeschwindigkeit von Adenir (A) und Uracil (U) mit und ohne Gel (Kaq = Ad-
sorptionswert). : '
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F:g 3. Anordnung zur Aufnahme der Goladsorptibnskinetik (Umlaufsystem) (vgl, Text).

J« Chromatogy., 73 (1972) 135~150



'n'zﬂENNUNG VON PURINEN UND PYRIMIDINEN AN SEPHADEX G-IO 139
7

tionsgefiss wurden unter Riihren zu 5 g Gel (Endvolumen der Reaktionsfliissigkeit,
25 ml) alle 30 sec 50 ul = 100 ug Adenin bzw. andere zu untersuchende Stoffe zu-
pipettiert. Uber eine peristaltische Pumpe strémte die Fliissigkeit (ohne Gel) in
die Durchflusskiivette des Uvicord II-Systems und fiihrte zur Extinktionsinderung,
die linear mit Hilfe eines Beckman-1o Zollschreibers registriert wurde (Papierge-
schwindigkeit des Schreibers, 1 Zoll/min). Die Extinktion des kreisférmig umge-
pumpten Fliissigkeitsstromes nahm durch die Substanzzugabe kontinuierlich zu.
Dadurch entstand ein linearer Abschnitt der S-fésrmigen Kurve, der zur Auswertung
kam.

Als Kontrolle galt der unter gleichen Bedingungen erhaltene Kurvenanstieg
bei Gelabwesenheit. Als Adsorptionswert Kgq galt wie bei den Dialysegeschwindig-
keitskurven das Verhiltnis der Kurvenanstiege von —Gel/+4Gel (Fig. 8). Das Ein-
stellen einer konstanten Transmission am Ende der Substanzzugabe wurde als
Ausdruck des Gleichgewichtes zwischen mobiler und stationirer Phase gewertet.

Durch die Entfernung zwischen Reaktionsgefiss und Messzelle entstand eine
Verzégerung des Extinktionsanstiegs, deren Héhe durch die Pumpgeschwindigkeit
bestimmt wurde. Sie lag fiir v = 150 ml/h bei 30 sec und fiir v = 50 ml/h bei go sec.
Der durch den molaren Absorptionskoeffizienten ¢ der Substanzen bedingte Unter-
schied des Kurvenanstiegs entfillt in den Kya-Werten. Gelmenge, Rithrgeschwindig-
keit, Gel-Oberflicheneigenschaften und adsorptionsabhingige Diffusionsgeschwindig-
keit beeinflussen den Zeitpunkt des Kurvenanstiegs, nicht aber seine Grdsse.

Bei der Anderung des Reaktionsmilieus kamen zur Anwendung:

deionisiertes Wasser

bidestilliertes Wasser

o.0r M (NH,),CO4-Puffer, pH 9.0

steigende Molarititen einer NaCl-Losung

steigende Molaritéiten einer Harnstoff-Lésung

verschiedener Vernetzungsgrad handelsiiblicher Sephadextypen (G-10, G-15,

G'251 G'SO: G'75)
o.ox M Puffer (KCl/HCl, Mcllvaine, Sérensen, Tris/HCl, Glycin/NaOH) im
Bereich 1.5-12.0 _
steigende Mengen Dioxan bzw. #-Propanol (redest.) in% des 25 ml-Reaktions-
volumens.
‘ Fiir die beiden zuletzt genannten Verbindungen erfolgte eine Gelvorbehandlung
im Reaktionsgefiss unter Rithren und Umpumpen der Fliissigkeit (Neueinstellung
der Grundlinie bei Dioxan) {iber 5 min. In den anderen Versuchen wurde das Gel
mit 3 X 100 ml! des jeweiligen Lsungsmittels vorbehandelt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Einfluss der Tempevatur
Substanz-Gel-Wechselwirkungen, wie sie an starkvernetzten Geltypen als
“reversible Adsorption’’ aromatischer, heterozyklischer und aliphatischer. Ver-
bmdungen seit etwa zehn Jahren bei der Gelchromatographie bekannt sind, haben
nach ueueren Untersuchungen auch flir andere Verbindungsklassen Bedeutungll 12,
So .sind angesichts einer ausgeprigten Temperdturabhangxgkelt der Trennung von
Maltooligosacchariden an Bio-Gel P-2 bzw. Sephadex G-13'1-18 Glucose und ihre

J. Chyomatogr., 73 (1972) 135-150



I40 ‘ ’ C. WASTERNACK, H. REINBOTHE

Oligomeren nicht frei von Wechselwirkungen zum Gel. In Anbetracht der thermo-
dynamischen Interpretation der Molekularsiebchromatographie durch K HJERTEN®
ist die Temperaturabhingigkeit einer gelchromatographischen Trennung nicht
mehr Ausnahme und kann als Mass fiir die Wechselwirkungen einer Substanz zum
Trenngel gelten, sofern Wechselwirkungen zwischen Substanz und Lésungsmittel
vernachlissigbar sind.

- Da bei der Gelchromatographie von Purinen und Pyrimidinen betrichtliche
Wechselwu‘kungen zwischen Substanz und Gel auftreten5?, sollte die Temperatur-
abhingigkeit ihrer Trennung Riickschliisse auf die Art und Grésse der Wechsel-
wu'kungen liefern

n
bei verschiedenen Temperaturen getrennt. Es ergaben sich lutlonsproﬁle (Fig. 4)
die mit steigender Temperatur eine Verkiirzung der Elutionszeit sowie eine Verminde-

1
rung der Elutionsvolumina und Zonenbreite, jedoch eine Verringerung des Auf-
16 sungsvermdogens zeigten.
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Fig. 4. Trennung von Uridin (UR), Inocsin (J), Uracil (L}), Thymin (T), Hypoxanthin (HX) und
Adenosm (AR) an Sephadex G-IO be1 50° und 60°. Elutionsmittel, o.ox M (NH/),CO, pH 9.0;

r;xuasguauxwunuxbueu, i5 .uu/u., Siuile, I.3 X go cm.

=

Die Verminderung der Elutionsvolumina bzw
wichst bei einigen Verbindungen nahezu proportlonal dem Anstieg der absoluten
Temperatur. Eine Auftragung des dekadischen Logarithmus der Elutionskonstante
Ve gegen die reziproken Werte der absoluten Temperatur (Fig. 5) veranschaulicht

die unterschiedliche Temperaturempfindlichkeit der untersuchten Substanzen und

TABELLE I
ELUTIONSKONSTANTEN V,0 FUR PURINE UND PYRIMIDINE BEI VERSCHIEDENEN TEMPERATUREN (°C)
Verbindung ' Iq4° 20° 25° 30° 35° 40°  45°  §o° 6o°
U;"ic_!in , ~1.03 ' 1.03 . 1.03 1.02 102 ‘1.01‘ 1.01 1.00 1.00
TInosin’ - 1.25 1.25 1,25 . r.25 = 1.25  1.25 1.25 1.25 1.25
Uracil '1.70" .. 1.70 1.7 - 1,63 - 1.5  1.48 1.47 1.46 @ 143"
Thymin . 2 nn rad ¥* nh - na v AT v 00 r Qe ¥ Qa2 7. 80
,u-.u.‘ ; T L, e & P i I k- AR X3 L Aeya LE1=A 2 ERAt LA | B L S
Hypoxa.nthm . 3.13 290 2.7% 2.60 2.45 2.30  2.15 2,00 _ I1.80
Adenosin - 4,20 3 3.32
e l o L .

395« 380 ' '3.64 345 3.15 2098  2.65"
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TRENNUNG VON PURINEN UND PYRIMIDINEN AN SEPHADEX G-10 I41

die lineare Funktion zwischen —log V,® und 1/T. Diese lineare Funktion leitet sich
aus der Gleichung der freien Energie ab.
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Fig. 5. Abhéingigkeit der Elutionskonstanten von Uridin (UR), Inosin (J), Uracil (U), Thymin
(T), Hypoxanthin (HX) und Adenosin (AR) von der Temperatur. Rechts sind die ermittelten

Aktivierungsenthalpien AH?® in kcal/mol genannt. Das Ausschlussvolumen V, war von der Tempe-
ratur unabhingig.

. Der Transport eines Moles einer Verbindung von der mobilen in die stationiire
Phase (Gelinnenraum) erfordert eine freie Energie von

o _ an S _ Vo[ T _ Y} _ _ o _ Vo
4G° = — RT ln-c:— RTan (RF I)-— RTInV,” — RTIn 7 (3)
Die Elutionskonstante V° entspricht nach Gleichung 1 bei Multiplikation mit V/Vy
dem als Verteilungskoeffizienten K benutzten K p-Wert. Da mit steigender Temperatur
bei Sephadex G-10 ¥V, konstant bleibt und ¥y nur unbedeutenden Verinderungen
unterliegt!4, kann V' unter Berlicksichtigung des konstanten Gliedes V/Vy in den
Gleichungen 3 und 5 Verwendung finden.
Eine Wechselwirkung zwischen Substanz und Gel, wie sie gerade be1 der
“reversiblen Adsorption’’ an starkvernetzten Gelen vorliegt, wird durch Beriick-
smhtlgung der freien Enthalpie AH° erfa.sst

A4G° = AH® — T+ AS° (@)
Be’.ide Gleicllungeh‘ergeben mit

0 4c0 - o
4H —f'—S—+.1nY2 o ' (5)

-an°

RT ~ R 77,
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jenen linearen Zusammenhang zwischen ~log V¢’ und 1/T, wie ihn Fig. 5 zeigt.
Die freie Enthalpie AH® kann aus Gleichung 5 nach Differentiation

d(InV,°) _ AH°
dT RT?

bestimmt werden.

In Anbetracht des linearen Zusammenhangs zwischen —log V. und 1/7° wurde
AH? in unserem Beispiel als Differenzenquotient nach

o (o) .
V") R \I» T,

mit den Endwerten der Anstiegsstrecken aus Iig. 5 bestimmt. Die freie Energie
AG° und die Entropie 4S° wurden mit den Gleichungen 3 und 4 errechnet.

Tabelle 1I zeigt die ermittelten thermodynamischen Parameter. Die berech-
neten thermodynamischen Parameter sind nur mittelbar mit Literaturwerten ver-
gleichbar, da in den vorliegenden Untersuchungen ein anderes Lésungsmittel benutzt
wurde. Die AH®Werte der hier untersuchten Verbindungen liegen betriichtlich

unter denen der Phenole bei deren Trennung an Sephadex G-10%5, iibersteigen aber
die fiir Oligosaccharide an Bio-Gel P-2 und Sephadex G-15 ermittelten Wertell-13,

TABELLE II

THERMODYNAMISCHE PARAMETER FUR PURINE UND PYRIMIDINE AN SEPHADEN G-10 BEI 25°
Vgl Text.

Verbindung 1760 AGP (callmol) AHY (callmol) £18° (caljmolldeg)
Uridin 1.03 + 2504 — 120 — 8.8

Inosin 1.25 -+ 2302 0 — 8.03

Uracil .71 -+ 2207 — 710 — 0.8

Thymin 1.96 —+ 2128 — 480 — 8.75
Hypoxanthin 2.75 “+ 1927 — 2350 —14.3

Adenosin 3.80 -+ 1735 — 1920 —12,2

I'iir Hypoxanthin und Adenosin ergibt die starke Temperaturabhingigkeit
mit —2.35 und —1.92 kcal/mol (Tabelle 1I) AH9%-Werte, die im Bereich schwacher
Wasserstoffbriicken vom Typ NH..... O (4H?® = —2.3 kcal/mol) liegen. Die Vor-
stellung einer reversiblen Adsorption als Iolge von Wasserstoffbriickenbildung
zwischen Substanz und Gelmatrix wurde mehrfach geiussert (z.B. Lit. 16, 17) und
wird bei den von uns untersuchten Verbindungen neben den dafiir zu fordernden
negativen AH° und 4S°%Werten durch Verminderung der Substanz-Gel-Wechsel-
wirkungen bei N-Methylierung gestiitzt?®, Die unterschiedlichen AH®Werte in
Tabelle II trotz relativ idhnlicher Strukturen legen aber nahe, dass verschiedene
Trennursachen bei der Gelchromatographie wirksam sein koénnen und Wasser-
stoffbriickenbildung entgegen Brook uNDpD HousLEY!? nicht die einzige Art von
Substanz—Gel-Wechselwirkungen darstellt. STREUL! fand fiir Sephadex LH-20 mit
aromatischen Verbindungen Molekiilsiebung, =-Bindung, und Wasserstoffbriicken-
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bildung als Trennursachen, wobei Losungsmittel und Substanz den Mechanismus
des Trennprozesses bestimmten und die Trennung selten ausschliesslich einem Typ
zuzuordnen wari?.20,

FFiir Purine wurde eine Korrelation zwischen den an Sephadex G-10 ermittelten
log V2-Werten und der Delokalisationsenergie der »-Elektronen, den Elektronen-
donatoreigenschaften der N-Atome, den basischen pKgy-Werten sowie der Wasser-
loslichkeit beobachtet?!, Daraus wurden H-Briicken zwischen dem heterozyklischen
Ringsystem und dem Dextrananteil von Sephadex abgeleitet®!. Die Deutung des
Trennmechanismus von Substanzen an quervernetzten Gelen aus vorwiegend che-
misch-moleknlaren Gréssen bleibt aber in Anbetracht der Untersuchungen von
MARsDEN2? unvollstiindig. So fehlten bei dem Vergleich der Wechselwirkungen zwi-
schen Purinen und Sephadex bzw. Dextran?®! der zu fordernde Nachweis einer Mikro-
homogenitiit dieser Gele bzw. des Lésungsmittels.

Browx beobachtete bei der Trennung von Cellodextrinen an Bio-Gel I>-2 und
Sephadex G-135 mit steigender Anzahl von Glucoseeinheiten cinen Ubergang von
sterischem Ausschluss zu Adsorption!?, Er betrachtet die Adsorption als Sonderfall
des generell wirksamen Verteilungsmechanismus, das bei spezifischen Wechselwir-
kungen zwischen den funktionellen Gruppen von Substanz und Gelmatrix auftritt!s,

Die Substanz—Gel-Wechselwirkungen bei der Gelchromatographie fordern
mehr Aufmerksamkeit!®, Ihrer Interpretation auf der Grundlage der Temperatur-
abhiingigkeit sind Grenzen gesetzt, weil mit der Erfassung thermodynamischer
Grossen aus der log 17,2 oder log Kp/1/T-Auftragung Wechselwirkungen zwischen
Substanz und Gel sowie Lésungsmittel, Diskontinuitiiten des Lésungsmittels und
Geles u.a. summarisch erfasst werden?2. So wiirden fiir die Verwendung der aus V0
Werten gewonnenen thermodynamischen Parameter Zusatzannalhmen erforderlich
werden, wenn fiir zwei Substanzen Gelabschnitte verschieden gut zuginglich sind®22,

Substanz—-Gel-Wechselwirkungen kénnen durch Temperaturerhthung zur
Verkiirzung der Elutionszeit und Verschirfung der Elutionszonen genutzt werden.
Durch Einschaltung eines Temperatursprunges withrend der Trennung wurden die
Elutionszeit fiir Hypoxanthin, Adenosin und Adenin vorverlegt und die Zonen-
breiten unter Verminderung des Auflésungsvermogens verringert (IFig. 6).

Einer Anwendung der Temperaturerh6hung sind durch ihren Einfluss auf die
Dichte der Gelpackung Grenzen gesetzt.

Der bei der Sidulentrennung beobachtete Temperatureinfluss lisst sich auch
durch Aufnahme der Dialysegeschwindigkeit (IFig. 1) von Adenin bei verschiedenen
Temperaturen unter Anwesenheit von Gel zeigen. Dabei entsteht ein charakteris-
tischer Kurvenanstieg (Fig. 2), der unter dem der Kontrolle (Dialyse mit Adenin
ohne Gel) liegt, sofern Adsorption auftritt. Das Verhiltnis von —Gel/+Gelim Bereich
linearer Extinktionszunahme ergibt einen Kpg-Wert, dessen Hoéhe Ausdruck der
Adsorption ist. Nimmt man die Dialysegeschwindigkeit mit steigender Temperatur
auf, so wird der Unterschied zwischen —Gel und +4Gel geringer (Fig. 7). Die Ad-
sorption sinkt. In weiteren Versuchen wurde ein Umlaufsystem gewiihlt (IFig. 3).
Werden im Reaktionsgefiss dieses Systems (IFig. 3) mit bzw. ohne Gel gleiche Mengen
Adenin (Pfeile in IFig. 8) zugegeben, so kann die geringere Extinktion von 8 X 100 ug
Adenin bei Gelanwesenheit gegeniiber der Extinktion gleicher Mengen Adenin bei
Gelabwesenheit (47" in Fig. 8) durch Temperaturerh6hung des Reaktionsgefisses auf
70° aufgehoben werden.
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Fig. 6. Verglench der Gelchromatographw bei konstanter (a) und verschiedener Temperatur (b).
Benennung und Trennbedmgungcn wie in Fig. 5. A = Adenin.

Die aufgetretene Temperaturabhiingigkeit lisst die gelchromatographische
Trennung niedermolekularer Verbindungen als Adsorptionsvorgang erscheinen, der
durch die substanzspezifischen Wechselwirkungen zum Gel bestimmt ist.

. Bei Cellodextrinen werden diese spezifischen Wechselwirkungen zu Sephadex
G-Is bzw. Bio-Gel P-2 erst bei grésserer Kettenlinge erkennbar!?, Der 4G°-Beitrag
eines Monomeren, nach der klassischen Formulierung von MARTIN?® additiv den
AGO-Beitrag einer. Kette bildend, steigt mit der Kettenlinge von Cello- und Malto-
dextrinen schwach an, d.h. die Temperaturabhingigkeit und Adsorption nehmen
zull 12, ‘Die Natur dieses Adsorptionsvorganges kénnte:in der Ausbildung von n-
oder Wasserstoﬁbrﬁckenbmdungen bestehenl?-2!, Die beobachtete Verminderung
des Gesamtporenvolumens von Sephadex bei Temperaturerh6hung!® scheint nur be1
Sephadex LI-I-zo den Trennvorgang erhebllch zu beemﬂussen :

Emﬂuss von Ionmstarke, Hamstoﬁ, Dwxcm, n-Pfo;banol pH-Wert und Vemetzungs-
grad :

M1t dem in Flg 3 dargestellten Umlaufsystem wurden Bedmgungen der Gelad-
sorptlon untersucht
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Fig. 7. Adsorptlonsabnahme von Adenin an Sephadex G-10 bei steigender Temperatur oder
Molarititszunahme einer Harnstofldsung bei 1°; Ifpqa wurde aus der Dialysegeschwindigkeit
ermittelt,

Fig. 8. Adsorptionskinetik von Adenin und Einfluss der Temperaturerhthung auf 70°. Die Pfeile
geben den Zeitpunkt der Zugabe von 100 ug Adenin an,

Die Adsorption von N-Heterozyklen an Sephadex scheint massgeblich durch
die Protonendonatoreigenschaften dieser Stoffe bestimmt zu sein, weil die Anwesen-
heit von Heteroatomen in planaren oder nichtplanaren aromatischen Verbindungen
zu einer Adsorption dieser Substanzen an Sephadex fiihrt, die weit {iber der durch
die Resonanzenergie voraussagbaren n-Bindung liegt!®. Dadurch wiirden alle jene
Milieufaktoren einschliesslich der mobilen Phase den Adsorptionsvorgang beein-
flussen, die diese Art. von Wechselwirkungen verindern.

ITonenstirke. Nimmt man die Adsorptionskinetik von Adenin an Sephadex
G-10 in verschieden molaren NaCl-Lésungen auf, so steigt.die Adsorption mit zu-
nehmender Ionenstirke (Fig. g). Extrem labilist das System in deionisiertem Wasser,
Hier hebt Ionenzugabe die Adsorption von Adenin am Gel schnell und vollstéindig auf.

- Diese stidrkere Substanz-Gel-Wechselwirkung unter Ioneneinfluss wurde
mehrfach bei niedermolekularen Verbindungen beobachtet?¢-20, Das grissere Elutions-
volumen bei steigender Ionenstiirke kénnte die Summe aus erhdhter Wechselwirkung
und besserer Penetration in das Gelinnere infolge geringerer Hydrathiille sein®!,

Tonenmangel fiihrt dagegen zu jenen Ionenaustauscheffekten, die auf den
geringen Carboxylgruppengehalt von Sephadex zuriickgefithrt werden?5,

Der Einfluss der Ionenstirke muss auch bei Peptidtrennungen berlicksichtigt
werden. AKERKAR beobachtete irregulire Elution von Poly-(-Asp-L-Lys) an Sephadex
G-50 und erhéhte Elutionsvolumina bei steigender Ionens‘c:‘:u‘ke20 Sie konnten infolge
aliphatischer Adsorption von Lysin entstehen?S,

- Harnstoff, Dioxan, n-Propanol. Harnstoff senkt die Adsorptlon an Sephadex
G-10'9,%?; Mit steigender Molaritit bindet das Gel weniger Adenin reversibel (Fig. 7
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und g). Offensichtlich tritt Harnstoff als universeller Protonenakzeptor bzw. -donator
mit den adsorptionsfihigen Gruppen der Gelmatrix in Wechselwirkung. Die be-
trichtlich hohen X p-Werte von Harnstoff und Thioharnstoff an DVS-g bzw. Sephadex
G-25 und deren Abnahme mit steigender Temperatur zeigen, dass fiir diese Verbin-
dungen Wechselwirkungen zum Gel energetisch begiinstigt sind?2, Der Harnstoffein-
fluss wird bei 1° (Fig. 7) deutlicher als bei 25° (Fig. g), weil die Wechselwirkungen von
Harnstoff zum Gel hier grésser sind (nach Lit. 22 betrigt 4AH° fiir Harnstoff bei 25°
—11020 cal/mol). In Anbetracht der Kenntnis iiber die Adsorption von Harnstoff an
Dextrangelen?? erscheint seine Wirkung auf die Adenin-Gel-Wechselwirkung als
Verdringung im Sinne einer ‘“Kapazititsminderung’’.

/(aq
70 1

50. /!
./'

Nacl

Qoipxan
e g
Hor. ﬂg&'ﬂff'

i v
-0l s 28 50 25 - G-2on Vemeawnzsgmo‘
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2 L] & 8 72 7% % n-Proponal
— 7 2 3 £_MHoRSE,
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Fig. 9. Einfluss von Dioxan, #-Propanol, Harnstoff Gelvernetzungsgrad und Ionenstirke auf

die Adsorptxonsfalugkext von Adenin bei 25°; Kpq wurde m1t dem Umlaufsystcm ermittelt.

‘ n—Propanol fuhrt zur glelchen Adsorptmnsabnahme wie Harnstoff, wahrend
Dioxan 20 X wirksamer ist. Mit £ % Dioxan im Reaktionsansatz der Umlauftechnik
ka.nn eine vollstandlge Adsorptlonsaufhebung erzielt werden. (Kuq = I).

~Der Zusatz von Dioxan bedingt eine pH-Wertverschiebung, die noch. nlcht
im- Berelch verdnderter ‘Adsorption liegt. Wie ‘die Temperatur hebt Dioxan. die
Substanz—Gel-Wechselwxrkungen schnell und vollstéindig  auf (Fig. 10). Substrahiert
man in der Messanordnung die dioxanbedingte. Extinktionszunahme (Fig. 10 rechts:
oben); so erhidlt man' bei:Adsorptionsaufhebung durch:Dioxan den gleichen Extink-
tionswert fiir eine bestimmte Adeninmenge ‘wie bei:der Kontrolle. Die Wechsel-:
wirkungen einer Substanz zum Gel bzw. ihr Lésungsgleichgewicht zur mobilen Phase
werden: offensmhthch durch den starken Protonenakzeptor D1oxar1 vemngert bzw.
verschoben. : Peaaetoein % ‘ , '-

Darﬁberhmaus vermmdert onxan dle Menge des Imblbltlonswassers wahrencl‘
der Quelling und erzeugt einen Vertéilungsvorgang der Verbindurigen zwischen (Gel
‘+ unpolares.. Lésungsmittel: -4 Wasser) und:der mobilen Phase (unpolares Lésungs-:
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mittel + Wasser)?. Eine Anwendung kann die Dioxanwirkung in der gezielten

Adsorptionserniedrigung fiir bestimmte Stoffe finden. Hierzu sind analog der Tem-
peraturnutzung lineare Dioxangradienten u.i. moglich.

7%
0+

60
+7mi Dipxon

Scort

{

1.4

7 2 3 4 5 6 7 8 9 1 & (min)

Fig. ro. Einfluss von 1.0 ml Dioxan auf die Adsorptionskinetik von Adenin (A) im Umlaufsystem.

PH-Wert. Der Dissoziationszustand einer Verblndung bestimmt massgeblich die

Adsorption am Gel!. Als schwache Base liegt Adenin in saurem Bereich weitgehend
dissoziiert vor, und ihre Wechselwirkung mit den Atherbriicken der Gelmatrix wird
durch eine starke Hydrathiille verhindert. Im pH/Kp-Diagramm ergeben sich
charakteristische Dissoziationskurven, bei denen die Lote der Wendepunktstangenten
den pKgy-Wert der Verbindung anzeigen. Auf diese Weise ermittelten BROOK UND
HousLEY?%2? fiir Nukleinsiurebausteine, Phenole, Anilinverbindungen und Ben-
zoesduren pH-abhingige Elutionskonstanten, deren pH/Kp-Auftragung die Ermitt-
lung von pK4-Werten gestattetel?29, Mit Hilfe der Umlauftechnik (Fig. 3) ermittelten
wir die Adsorptionsintensitit als Kgaq-Wert in ihrer pH-Abhingigkeit und fanden
einen pK,-Wert fiir Adenin von 4.3 (Fig. 11) (Literatur, 4.2). Die Kurve gleicht
weitgehend der von Broox mitgeteilten??. Die mehrfach beschriebene Bezichung
zwischen pH-Wert und Gelchromatographiekonstante erhilt mit dem von BRrRooOK
diskutierten Zusammenhang zum Dissoziationszustand der Verbindung eine Erkli-
rung?, Unverstindlich bleiben dann die hohen Kp-Werte im sauren pH-Bereich fiir
Adenin und Cytosin von KavM uND UZzIEL?0,

SWEETMAN UND Nynam?! zeigten mit Hilfe von Korrelatlonskoefﬁzwnten

zwischen pK,- und log V ,2-Werten, dass eine hohe Elektronendichte am Ringstick-
stoff von Purinen in der Lactimform (z.B. Adenin) eine  Adsorptionsvergrésserung
bewirkt, weil die ungepaarten Elektronen des Stickstoffs besser zur H-Briickenbildung
mit den OH-Gruppen von Sephadex befihigt sind. Verbindungen in der Lactam-

form

(z.B. Xanthin, Guanin) adsorbieren dagegen bei hoher Elektronendichte am

Ringstickstoff schwicher, weil der Wasserstoff des Lactamstickstoffs, sonst H-Briicken
zu Athergruppen der Gelmatrix von Sepbadex bildend, fester gebunden 131:21 Dies wird
durch die pH/K p-Auftragung fiir Guanin bestitigt?®.

In Anbetracht der Abnahme der log V°-Werte von Purmen mit stelgender
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Loslichkeit2! miisste bei der Beurteilung des pH-Einflusses auf die Gel-Substanz-
Wechselwirkungen auch die mobile Phase beriicksichtigt werden.

kad J
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2534567897717 72pH
Fig. 11. pH-Abhingigkeit der Adsorption von Adenin (als Kgq-Wert), in der Umlauftechnik ge-
messen.

Um durch Adsorptionserhdhung fiir medermolekula.re Verbindungen einen
grosseren Arbeitsbereich bei der Gelchromatographie zu schaffen, erscheint es zweck-
missig, ihre Trennung im Bereich geringer Dissoziation durchzufiihren?,

- Vernetzungsgrad. Die Adsorption an Sephadex nimmt mit zunehmender Ver-
netzung ab, da bei Verwendung gleicher Gelvolumina der Anteil an Gelmatrix geringer
wird (Fig. 9). Man kénnte diesen Umstand als eine verminderte Kapazitiit auffassen,
jedoch scheint uns die Adsorption auch an eine bestimmte strukturelle Zuordnung
der vernetzten Glucoseketten, d. h an eine genugende Dichte des Maschenwerkes,
gebunden zu sein.

‘Die Tendenz der Adsorptionsabnahme bei fallendem Vernetzungsgrad ent-
spricht der Abnahme des Adeninaustausches in der Gle1chgew1chtsd1alyse von
Adenin zwischen Puffer und fallender Sephadex G-ro-Konzentration?,

Wihrend - bei der Gleichgewichtsdialyse - die zu erwartende Lmea.rltat von
Adeninaustausch und Polymerkonzentration auftritt?!, deutet die itberproportionale
‘Adsorptionsabnahme bei fallendem Vernetzungsgrad in Fig. 9 den Anteil des Raum-
netzes als mechamsche Hlnderung an.

ABKURZUNGEN

F olgende Abkurzungen wurden verwendet c
Gm, = Konzentration einer Verbindung in der mobilen Phase
Cgiv == Konzentratxon einer Verbindung in der stationiren Phase :
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DS = Dialyseschlauch
DVS = Dextrangel, das durch Divinylsulfon quervernetzt ist
€ = molarer Absorptionskoeffizient
AG® = freie Energie
AH° = Enthalpie
Kaa = Adsorptionswert (vgl. S. 137 und Fig. 2)
w D = Gelfiltrationskonstante =

.0
v, v,V
R = Gaskonstante
Rr = Chromatographiekonstante; Verhiltnis aus den Wanderungsstrecken von

Substanz und Laufmittelfront
AS° = Entropie

T = absolute Temperatur
AT = Transmissionsdifferenz
v = Geschwindigkeit des Fliissigkeitstransportes bei der Umlauftechnik (Fig. 3)
Ve = Elutionsvolumen einer Substanz
Ve = verwendete Elutionskonstante =

Ve - Vo — ) | -1

Vo  Rp

Vi = inneres Volumen der Gelkérner
Vo = Ausschlussvolumen
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ZUSAMMENFASSUNG

" Die Adsorptionschromatographie an Sephadex kann zur Trennung von Purinen
und Pyrimidinen dienen!-%. Die Trennung wird durch eine Anzahl chromatographi-
scher Bedingungen beeinflusst. Diese Arbeit beschreibt den Einfluss der Temperatur,
der Ionenstirke, des pH-Wertes, des Vernetzungsgrades und der Konzentrationen von
n-Propanol, Dioxan und Harnstoff auf das Adsorptionsverhalten der Verbindungen.

Die Adsorptionsintensitit nimmt mit steigender Temperatur ab. Diese Be-
ziehung kann als Mass der Gel -Substanz-Wechselwirkungen dienen. Enthalpiewerte
(AH?) fur Hypoxanthin und Adenosin von —2.35 bzw. —1.92 kcal/mol lassen die
Existenz von Wasserstoffbriicken zwischen Substanz und Gel als méglich erscheinen.

, Fiir Purin- und Pyrimidinverbindungen sind infolge verschiedener 4 H%-Werte ver-
» schiedene Trennursachen anzunehmen. Fiir die meisten der hier untersuchten Ver-
bindungen ist das basische N-Atom des Heterozyklus Adsorptionszentrum.

Dioxan, n-Propanol und Harnstoff senken die Adsorption, wihrend sie mit
der Ionenstirke zunimmt. Die Elutionswerte der Verbindungen hiingen von ihrem
Dissoziationszustand ab.

J. Chvomatogr., 73 (1972) 135-150
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Die Adsorptionschromatographie von heterozyklischen -Verbindungen an
Sephadexgelen ist eine geeignete Technik fiir die Trennung von Verbindungen syn-
thetischer oder biologischer Herkunft. Die Beziehung zwischen Struktur und gel-
chromatographischem Verhalten von Pyrimidinen wurde in einer anderen Arbeit
ausgefiihrt1s,

LITERATUR

1 C. WASTERNACK, Pharmazie, 27 (1972) 67.

G. GorBACH UND J. HENKE, J. Chvomalogr., 37 (1968) 225.

T. HounN UND W, POLLMANN, Z. Naturforsch., 18b {1963) 91g.

T. Houn uND H. SCHALLER, Biockim. Biophys, Acta, 138 (1967) 466.
L. SweeTMAN UND W, L. NvHAM, J. Chrvomalogr., 32 (1968) 662,

R. BrowN, Biochim. Biophys. Acta, 142 (1967) 267.

C. WASTERNACK, Pharmazie, 25 (1970) 748.

J. REIFER, K. STRZALKA UND E. MAacHOWICZ, Bull. Acad. Pol, Sci., Sey, Sci, Biol., ¥9 (1971) 1.
S. HjERTEN, J. Chromatogr., 50 (1970) 189.

10 H. DETERMANN UND I. WALTER, Nature, 219 (1968) 604.

11 H. DELLWEG, M. Joun uND G, TrENEL, J. Chromatogr., 57 (1971) 89.
12 W, BrowN, J. Chrvomatogr., 52 (1970) 273.

13 W. BrowN, J. Clhromatogr., 59 (1971) 335.

14 K. LAMPERT UND H. DETERMANN, J. Chvomatogr., 56 (1971) r4o0.

O PN OCOhbdW b

15 A. J. W. Broox unp K. C. Munbay, J. Chiromatogy., 51 (1970) 307.

16 A. J. W. Brooxk unp K. C. MuNDAY, J. Chromalogy., 47 (1970) I.

17 A. J. W. Brooxk unp S. HousLEY, J. Chivomatogy., 41 (1969) 200; J.Chvomatogy., 42 (1969) 112.
18 C. WASTERNACK, J. Chromatogr., 71 (1972) 67.

19 C. A. StruuLl, J. Chromatogr., 56 (1971) 219.

20 C, A, StrREULY, J. Chirvomatogr., 56 (1971) 225.

21 L. SWEETMAN UND W. L. Nvuawum, J. Chvomalogr., 50 (1971} 349.

22 N.V. B. MARsSDEN, dnn. N.Y., Acad. Sci., 125 (19635) 428,

23 A. J. MARTIN, Biochem. Soc. Symp. (Cambridge, Great Britain), 3 (1950) 4.

24 N. Yoza unND S, OnrasHL, J. Chromalogr., 41 (1969) 429.

25 H. DETERMANN, Gelchromalographie, Sprmger Verlag, Berlin—-Heidelberg-New York, 1967.
26 A.S. AKERKAR, J. Chromatogr 51 (1970) 543.

27 B. GELOTTE UND J. PORATH, in E. HertMany (Editor), Chromalography, Reinhold, New York,
1967, P. 343.

28 B. Busy, T. E. L. JoNnEs UND D. THORBURN BURNS, J. Chrvomatogy., 49 (1970) 448.

29 A. J. W. BRrook, J. Chvomatogr., 47 (1970) 100.

30 J. X, KnvMm unp M, Uzizy, J. Clwomatogr.. 47 (1970) 9.

J- Chrvomatogy., 73 (1972) 135~150



