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Slulenchromatographie van Nukleotiden am Anionenaustauscher DEAE- 
Sephadex A-25 

Die Trennung Icomplexer Nultleotidgctnisclte crfolgt vorwiegcnd durclt Ionen- 
austausch-Clironiatographic. Ncbcn den Anioncnaustauschern auf Ccllulosc- und 
Polystyren-Basis wurdcn in letzter hit such Polyacrylamid-Gel (Bio-Gel DM z)t 
und dte Polydestran-Gele DEAE-Sephadcx A-z~+~* bzw. QAE-Sepltadcx A-z51” 
zur Trennung von Motlotluklcotidetl (Reinsubstanzen und Gewebsnul~lcotide) ein- 
gcsetzt. 

Dicse Austnuscltcr sind oft eincm speziellen Nutzungsbereich angepasst oder 
besitzen ftfr kotnplese Gemiscllc unzureicltcncles Trennvertnijgen, 

In dieser Mitteilung wird eine scltnelle und einfacltc Metltode ftlr die 
Bestinttnung van Nulcleotidcn an dem Aniot~cnaustausclter DERE-Sepltades A-25 

mit einetn LiCl-Lineargradienten bescltriebcn. Die I)t~i~nschichtclironi~~tograpltie 
der cntwalztcn Sul~stnnq~robcn auf PEI-Cellulose (mit Polyiitl~ylenimin itnpfignierte 
Cellulose) und MN 300 UV,,.,- Cellulose (Cellulose mit l~luoreszcnzindikator) erweitert 
den Anwendungsberciclt des s~~ulcttcltromatograpltiscltett Verfaltrens. 

Die Adsorbcnxien und Chemiknlicn wurden von folgenden Firmcn bezogen: 
DEAE-Sephndes n-25 (Pltnrmncia, Uppsala, Scltweden) ; Cellulosepulver MN 300 
UV,,, (Macltcrey, Nagel et Co., Dliren, I3.R.J~) ; Cellulose-Ionennustausclter PEI- 
TLC (Serva, Hcidelbcrg, J3.R.D.) ; Nul~leoticle, Nulcleotidzuclter, Nulcleosidc (C. I?. 
Boclwingcr, Mannhcim, I3.R.D.; Serva, I-Ieidclllerg, l3,R.D. : Feralc, 13erlin, (West): 
Sigma Clteniicnl Company, St. Louis, MO,, U,S.A,: Calbiochctn, J,uzcrn, Scltweiz; 
Reanal, hdapest, Ungarn: VE13 Arancimittclwerlc, Dresden, D.D.R.). 

Dcr .4ttionenaustauschcr DEAE-Sepltndcs A-25 (I<npazit;it 3.5 & 0~5 t&quiv./g, 
l-‘artikelgt%sse 40-120 p) wurde zur .&y.tilibricrung z lt mit IOO ml 0.07 M LiCl- 
Lijsung gerlihrt, naclt dem Ftillcn clcr S(iule tnit 50 ml 0~07 k? LiCl-Lijsung gewaschcn 
t.md n&*ncpta West. gcsptllt (42 ml/h). J>ic Regencrz~tion dcs Austausclters erfolgte 
mit 0~5 N NaOH. 

Durcltscltnittliclt wurdett IOO ,~lg clcr Rcinsulxtanzen cltromatographiert. 
Ini Palle cler Nulcleosid-cli- und -tripltospltate wurclcn mancltmal grijssere Sub- 
stanxtnengen verwenclct, da clicsc Proben tcilweisc cinen geringen Geltnlt an Mono- 
bzw. Mono: und Dipltospltnten cler Nukleosidc aufwiesen (Rcinlteitsprtifung an 
DEAE-CelluloselJ-lO). 

Die Nulcleotidgemisclte wurdcn in ciner Sepltacles-SLiulc Kg/60 (Go x o,g cm) 
tnit \\lassermttt~tcltet~~perierunff bei 20 0 chromatographiert, Die Elution crfolgte 
mit einetn Jheargradientcn aus 500 ml 0,3 ill LiC1/5oo ml aqua bid&, uncl ciner 
Durcltflussgescltwindiglseit von 42 ml/h (LKB Perpcspumpe) , 

Die Transmission wurdc im Durcltflusspltotometer Uvicorcl II (LKI3) bei 254 
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nm gemessen und die Fraktionen zu S-9 ml im Uvicord-Fralctionssammler (LKR) 
aufgefangen. 

Die Entsalzung der Proben fand dir&t nach dem Auftragen auf die Dunn- 
schichten durch Einlegen dcr Platten in Methanol stat+‘, Vorteilhafter ftir die 
Entfernung grhscrcr LiCl-Konzentrationen ist die Entsalzung der Praktioncn mit 
%nSO, (refs. IS und 19). 

11 &Iittclwertc aus ftinf Ids echn ;Ucstimmu~lgan. 



Die Idcntifizicrung der Vcrl~indungen erfolgte anhand ihrer Absorptions- 
spektren solvic dtinnscl~‘icl~tcI~ro~~~ntc~graI~l~iscl~ nuf 1’~1-Ccllulose”~~‘~-“~ und MN 
300 IA:,,.,-Ccllulosc. Zur Nerstcllung dcr MI\; 300 UVzhJ- Cellulose-Scllicllten wurclcn 
S,4 g Cellulose in. 2S ml BIctIlanol uud 21 ml \\‘asser hmogcnisiert und auf Glas- 
platten (20 x 20 cm) gcstriclien (Sclliclltdicke 250 /Lnl). 

Die Lolcalisicrung der Substanzcn auf clcn I~tlnnscliiclitcl~romatogramrnci~ 
erfolgte im UV-Liclit bci 254 nm niit einer Quarzlampe “Pluotest Universal”, 
Original I-Innau, 13,R.D. 

Die ermittelten Elutionsvolunlinn von ncun 5’-Pyritnidin-, xehn 5’-Purin-, 
vier Pyridin- und zwei Fla\~in-Nulcleutiden sowic Kibofavin, drci Nukleotidzuckern 
und sieben Nultlcosidcn sind in Tnbelle I zusatnltlerlgestellt. Der relative Fehler 
der I”,-IVertc lag bei z-4 O/b. Die Wcrte sincl such olmc Pufferung reproduzicrbar. 

Es ergal, sich ftir Nukleotide glcicllcn lJllospllatgcllaltcs stets die glei’che 
Elutionsreilienfolge: CMP < AMP < UlMP < GTVII-’ (Fig. I). 

Fig. 1, ‘I’rcnnung vo11 Q’-Sulclcotirlcn uncl Xulclcc~siclcti ill1 l3l~~\~~-Scpll;rclcs A-2.5. Abltiirmngci~: 
.-\>I I’ = Aclc~~osin-~‘-n~orlol,hos~~l~~~t : :\lIP = hclcriosili-5'.~lil,hosl,llat : t\l’P = Aclcnosin-s’-tri- 
~‘llcE4pllat : :\I< = Atlciiosin : C31P - Cvtitliii-s’-nioriol~lic~s~~li;~t: Cl>IB = Cvticliil-5’.cli~~hosph~~t: 
c:rp = Cyticlin-s’-triphosphat ; CR = ‘Cvticlin ; GAlI.’ = Cluaiiosiri-5’-lnoliopllosph;~t : GDl’ = 
Glli~llOSill-S'-tlil~~l~lS~~lli~t : G’l’l’ = <;uwius’iii-s’-tril,liosllll;rt: GIG = CLiiosin; ITP = Inosin-5’s 
tril~hosl~liat : I!.\IP I Uriclill-s’-lllollol~hc)sl~l~~t : 
5’-triphosphnt: U.li = Uriclirl. 

L!l>P - I.iriclin-s’-clipli~~l~ll;lt; UTI’ = Uriclin- 

Die Gesamtanalysenzeit betrug 17 11. SBmtliche mit der Stiulcnchromatographie 
nicht getrennte Vcrbindungen (Tabcllc I, Fig. I) lconnten mittels ein- und zwei- 
dimensionalcr Gradientenentwicklung nuf PEI-Ccllulose-Scllicl~ten17~‘Jn-g3 und durch 
eindimcnsion:~le Cocllromatographic auf MN 300 UV,,B- Cellulose in verschiedenen 
mobilen PhaserP-Q7 idcntiliziert wcrclen. 

Die Vortcilc der Methodc bestellen im einfachen appnrativen Aufbau, einem 
einstufigen Lineargradientcn unter Verwenclung der neutralen ElcktrolytlBsung 
LiCl in niedriger Konzentration uncl damit der’hennung unter milden Uedingungcn. 
Vorteilhaft sind weiterhin die geringen Elutionsvoluminn ftir die Verbindungen 
sowie die Entsalzung nach der Frnkthonierung 1+-1D, Die Durchflussgeschwindigkeit 
von 42 ml/h und die LiCl-IConzentratiotl van 0,3 M liefern nach den Untersuchungen 
einen optimalen Austausclivorgaiig. 
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Die Methodc erlaubt eine schnelle Erfassung dcr qualitativen Zusammen- 
setzung von Nukleotidgemischen synthetischcr und biologiscller Herkunft , Die 
quantitative Anwendung auf das biologisclle Objekt wird zur Zeit crarbeitet. 

I 1-t. I<. hJtNLYli,\, /frld. !3iOdJcJJl., 3d (1’970) 02. 
z R. W, I-IOLLTSY, J. .-\PGAN, S, I-I. &IBRI(ILI. UNI) P, I. %tJUltoFt~, J. .dJ#JCJ’. Chcjn. Sec., Y3 (tcJGt) 

.p301. 
3 :lhr. WIIIL,\ND, c. LUI3ISN UND I-I. I~KlmpIANN, B.rpr!~icJJlkJ. 18 (rgc,a) $30, 
4 I’. I-InslltzlJsrn UN13 Y. SAYnlcl , .4g/*. I3iol. C//e/r1., 27 (1963) YSI. 
J I?. A. ~CI~KIWAN, J3iochirrr. Uiop/Jp. rfcln, 74 (1963) 58Y. 
6 I. C. ChLr~w1’5l.L, I;&. f%wc., 2G (19G7) 812. 
7 I. c, CALDWVIELL, 1:. j+ I-~l~N’ulClfSO,u, 1:. >I, 12oslzxI3Looal. w. x. I<l~LI,BIZ UN13 I. 12. SI~t~G~ttLLIzl~ 

,I. DioclJr?~JJ.. 243 (tg68) 1160. 
8 1. c. CALDWELL, ,/, ClJroJJ/alogr., 44 (Iy3J) 331. 
c) D. 1:. GUMMING, f&dJcJJJ. J4, I l(j (1970) 189. 

ICI 1:. l<OSlCTT, J, CI. %ltTlf, JR,, J, RIATSUO, I.‘. A. ~3,\Il,lSY. 1). u. %ltTlt UNIJ s. SUlr,\l<lAT, 

,I* ClJvoJrza~o~~, .I(., (1070) 30s. 
11 I. ~<l3tPlbl<, I<;. ~Tl~%,\tlCh UND 12. hhClIO\vtC~. 131111. fled. hd. .%k. .%!J’. SCi, bid., 19 (1’371) I. 
12 1. lCr%~~nr~ UND Ii. STlzzd\ttCA, 13rr//. ilcnd. Pd. .%_i., .scr. Sci. ijiof., 20 (1~972) 7.;* 
13 D. G. KALJPMANN USI) J. W. C~tts~~sr, .I+ Chrorrrnlugr,, 57 (1971) a75. 
14 I;. II,\Nt>IcR,\Ttl, /1ngm. CIJJp/JJ., 74 (tgG;1) 4S4, 
I.5 I<. lIANLlIII~ATI-I, .4mcw. ClJJ9JJ/., 74 (rsG2) 780. 

:Eingegangen am IS, Juli rgp; gehderte Fassung am rg. Oktober 1972 


