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Note

Siulenchromatographie von Nukleotiden am Anionenaustauscher DEAE-
Sephadex A-25

Die Trennung komplexer Nukleotidgemische erfolgt vorwiegend durch Ionen-
austausch-Chromatographie. Neben den Anionenaustauschern auf Cellulose- und
Polystyren-Basis wurden in letzter Zeit auch Polyacrylamid-Gel (Bio-Gel DM 2)!
und die Polydextran-Gele DEAL-Sephadex A-253-12 bzw. QAE-Sephadex A-2519
zur Trennung von Mononukleotiden (Reinsubstanzen und Gewebsnukleotide) ein- -
gesetat. :

Diese Austauscher sind oft einem speziellen Nutzungsbereich angepasst oder
besitzen flir komplexe Gemische unzureichendes Trennvermdgen,

In dieser Mitteilung wird eine schnelle und einfache Methode fiir die
Bestimmung von Nukleotiden an dem Anioncnaustauscher DEAE-Sephadex A-25
mit einem LiCl-Lineargradienten beschrieben. Die Diinnschichtchromatographie
der entsalzten Substanzproben auf PEI-Cellulose (mit Polyiithylenimin impriignierte
Cellulose) und MN 300 UV, ,-Cellulose (Cellulose mit IFluoreszenzindikator) erweitert
den Anwendungsbereich des siiulenchromatographischen Verfahrens,

Material und Methoden

Die Adsorbenzien und Chemikalien wurden von folgenden IFirmen bezogen:
DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden); Cellulosepulver MN 300
UVase (Macherey, Nagel & Co., Ditren, B.R.D); Cellulose-lonenaustauscher PEI-
TLC (Serva, Heidelberg, B.R.D.); Nukleotide, Nukleotidzucker, Nukleoside (C. F-.
Boehringer, Mannheim, B.R.D.; Serva, Heidelberg, B.R.D.; Ferak, Berlin, (West);
Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo., U.S.A,; Calbiochem, Luzern, Schweiz;
Reanal, Budapest, Ungarn; VEB Arzncimittelwerk, Dresden, D.D.R.).

Der Anionenaustauscher DEAE-Sephadex A-25 (Kapazitiit 3.5 4= 0.5 mAquiv./g,
Partikelgrésse 4o-120 u) wurde zur Aquilibrierung 2 h mit 100 ml o.07 M LiCl-
Losung gerithrt, nach dem [7iillen der Siiule mit 50 ml 0,07 M LiCl-Lésung gewaschen
und mit aqua bidest. gespiilt (42 ml/h). Die Regeneration des Austauschers erfolgte
mit 0.5 N NaOH.

Durchschnittlich wurden 100 pg der Reinsubstanzen chromatographiert.
Im Falle der Nukleosid-di- und -triphosphate wurden manchmal gréssere Sub-
stanzmengen verwendet, da diecse Proben teilweise cinen geringen Gehalt an Mono-
bzw. Mono; und Diphosphaten der Nukleoside aufwiesen (Reinheitspriifung an
DEAE-Cellulosel4—19),

Die Nukleotidgemische wurden in ciner Sephadex-Siule Kg/60 (Go % 0.9 cm)
mit Wassermanteltemperierung bei 20° chromatographiert. Die Elution erfolgte
mit einem Lineargradienten aus 500 ml 0.3 M LiCl/s500 ml aqua bidest. und ciner
Durchflussgeschwindigkeit von 42 ml/h (LKB Perpexpumpe).

Die Transmission wurde im Durchflussphotometer Uvicord 11 (LKB) bei 254
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nm gemessen und die I'raktionen zu 8-g ml im Uvicord-Fraktionssammler (LKB)
aufgefangen.

Die Entsalzung der Proben fand direkt nach dem Auftragen auf die Diinn-
schichiten durch Einlegen der Platten in Methanol statt!?, Vorteilhafter fiir die

Entfernung grosserer LiCl-Konzentrationen ist die Entsalzung der IFraktionen mit
ZnSO, (refs. 18 und 19).

TABELLEI
ELUTIONSVOLUMINA DER GETRENNTEN VERBINDUNGEN®

Verbindung Ve
(ml)
Cytidin 40
Cytidin-g’-monophosphat 202
Cytidin-5’-diphosphat 404
Cytidin-5’-triphosphat 460
Uridin 218
Uridin-5’-monophosphat 472
Uridin-5’-diphosphat 530
Uridin-g’-triphosphat 380
Uridin-5’-cliphosphat-glucose 480
Thymidin 353
Thymidin-g‘-monophosphat 478
Thymidin-s’-diphosphat 530
Thymidin-g’-triphosphat 6oo
Adenosin 107
Adenosin-5’-monophosphat 370
Adenosin-5’-diphosphat J00
Adenosin-g’-triphosphat 514
Adenosin-g’-diphosphat-glucose 357
Adenosin-s’-diphosphat-ribose 330
Guanosin 354
Guanosin-s’-monophosphat 570
Guanosin-5’-cdiphosphat G20
Guanosin-g’-triphosphat (§1s%4
Inosin 353
Inosin-s’-monophosphat 501
Tnosin-5’-diphosphat 640
Inosin-g’-triphosphat 706
Nanthosin 350
Nanthosin-g’-monophosphat 6os
Nikotinamid-adenin-dinukleoticd 174
Nikotinamid-adenin-dinukleotid reduziert 342
Nikotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat 336
Nikotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat reduziert 4062
Riboflavin 224
Flavin-mononukleotid 430
Flavin-adenin-dinukleotid 441

# Mittelwerte aus filnf bis zchn Bestimmungen,
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Die ldentifizicrung der Verbindungen erfolgte anhand ihrer Absorptions-
spektren sowic diinnschichtchromatographisch auf PIEI-Cellulose!?2'=23 uynd MN
300 UV y,,-Cellulose. Zur Herstellung der MN 300 UV y,-Cellulose-Schichten wurden
8.4 g Cellulose in 28 ml Methanol und 21 ml Wasser homogenisiert und auf Glas-
platten (20 x 20 c¢m) gestrichen (Schichtdicke 250 pm).

Die Lokalisicrung der Substanzen auf den Diinnschichtchromatogrammen
erfolgte im UV-Licht bei 254 nm mit einer Quarzlampe '‘FFluotest Universal®”,
Original Hanau, B.R.D.

Evgebuisse und Dishussion
Die ermittelten Elutionsvolumina von neun 5’-Pyrimidin-, zehn 5’-Purin-,
vier Pyridin- und zwei IFlavin-Nukleotiden sowie Riboflavin, drei Nukleotidzuckern
und sieben Nukleosiden sind in Tabelle I zusammengestellt. Der relative IFehler
der 17.-Werte lag bei 2—~4 9. Die Werte sind auch ohne Pufferung reproduzierbar.,
Es ergab sich fiir Nukleotide gleichen Phosphatgehaltes stets die gleiche
Elutionsreihenfolge; CMP < AMP < UMP < GMP (Fig. ).
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Fig. 1. Trennung von 5 -Nukleotiden und Nukleosiden an DEAL-Sephadex A-25. Abklirzungen:
AMP = Adcnosin-5’-monophnsph.zt ADP == Adenosin-g’-diphosphat; AT = .\clonosin-s’-tri-
phosphat; AR = Adenosin; CMP = Cytidin-g’-monophosphat: CDP = Cytidin-5’-diphosphat;
CTP = Cytidin-g’-triphosphat; CR = Cytidin; GMP = Guanosin-s -monophoqplmt LrDP—
Guanosin-s’~diphosphat; GT1 = Guanosin-g’-triphosphat; GR = Guanosin; I'I'? == Inosin-5’-
triphosphat; UM = Uridin-5’-monophosphat; UDP = Uridin-s'-diphosphat; U'll’ == Uridin-
5'-triphosphat; UR = Uridin,
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Die Gesamtanalysenzeit betrug 17 h, Siimtliche mit der Saulcnchromwtographle
nicht getrennte Verbindungen (Tabelle I, IFig. 1) konnten mittels ein- und zwei-
dimensionaler Gradientenentwicklung auf PEI-Cellulose-Schicliten!? 20-23 ynd durch
cindimensionale Cochromatographie auf MN 300 UV,,4-Cellulose in verschiedenen
mobilen Phasen?¥-?7 jdentifiziert werden.

Die Vorteile der Methode bestehen im einfachen apparativen Aufbau, einem
emstuﬁgcn Lineargradienten unter Verwendung der neutralen Elektrolytlosung
LiCl in niedriger KKonzentration und damit der Trennung unter milden Bedingungen.
Vorteilhaft sind weiterhin die geringen Elutionsvolumina fiir die Verbindungen
sowie die Entsalzung nach der Iraktionierung'-1°, Die Durchflussgeschwindigkeit
von 42 ml/h und die LiCl-Konzentration von 0.3 M liefern nach den Untersuchungen
einen optimalen Austauschvorgang.
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Die Methode erlaubt eine schnelle Erfassung der qualitativen Zusammen-
setzung von Nukleotidgemischen synthetischer und biologischer Herkunft. Die
quantitative Anwendung auf das biologische Objekt wird zur Zeit erarbeitet.
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