
Wechselwirkungen zwischen Purin- und Pyrimidinbasen yon 
NuMeosiden in einem chromatographischen System, 1. Mitt.: 1 

Auf einer P~arung  k o m p l e m e n t ~ r e r  Basen b e r u h e n d e  
s / i u l e n e h r  o m a t  o g r a p h i s c h e  N u k l e o s i d t r e n n u n g e n  

Von 

H. Tuppy und E. Kiichler 
Aus dem Inst i tut  fiir Biochemie der Universit~t Wien 

Mit 10 Abbildungen 

(Eingegangen am 30. September 1964) 

Es wird ein chroma~ographisches System beschrieben, das 
eine Trennung yon Nukleosiden auf Grund der Weehselwirkungen 
zwisehen komplementi~ren Purin- und Pyrimidinbasen erlaubt. 
"Wenn man Nukleosidgemische in gepufferter w/~griger L6sung 
ein Chromatographierohr durchstrSmen 1/~Bt, das mit  einem 
unl6slichen I-Iarz besehiekt ist, an das zahlreiche Molekiile einer 
Purin- oder Pyrimidinbase kovalent gebunden sind, werden ver- 
sehiedene Nukleoside vom S/~ulenmaterial versehieden stark 
zuriiekgehalten und dadurch voneinander getrennt. Die beob- 
aehteten ]~etentionen lassen sieh dutch die Ausbildung inter- 
molekularer I~omplexe zwisehen den am I-Iarz fixierten and den 
in der mobilen Phase ehromatographierten Basen - -  ~hnlieh 
der Basenpaarung im DNA-Doppelhelix-Modell - -  erkl~iren. 

A chromatographic system is described which will separate 
nucleosides on account of interactions between complementary 
purine and pyrimidine bases. Columns were prepared from 
granular resin to which numerous molecules of a purine or a 
pyrimidine base had been bound eovalently. When mixtures of 
nucleosides dissolved in aqueous buffer were allowed to pass 
through such columns, separations occurred as a result of dis- 
similar retentions of different nucleosides on the resin beds. The 
observed retentions can be accounted for by the formation of 
intermolecular complexes between the bases fixed to the resin 
and the nucleoside bases ehromatographed in the mobile phase, 

1 Vorl~ufige Mitt. : H. Tuppy und E. Kiichler, Bioehim. Biophys. Acts  
[Amsterdam] 80, 669 (1964). 



1678 H. Tuppy und E. Ktiehler : [Mh. Chem., Bd. 95 

in analogy to the pairing of bases in the two-stranded DNA 
molecule. 

Das yon W a t s o n  und Crick  s entworfene und heute allgemein aner- 
kannte Modell der D N A - S t r u k t u r *  ist durch spezifisehe Wechselwir- 
kungen zwisehen purin- und pyrimidinhaltigen Nukleotiden in zwei 
miteinander gepaarten Polynukleotidstr/ingen gekennzeichnet; j ede 
Purinbase (Adenin bzw. Guanin) ist jeweils mit einer ,,komplement/~ren" 
Pyrimidinbase (Thymin bzw. Cytosin) dureh zwei oder drei Wasserstoff- 
bindungen verkniipft ~. Das Au~treten spezifischer Wechselwirkungen 
zwischen Purinen und Pyrimidinen ist jedoch nieht auf D N A  beschr/inkt. 
R i c h  und D a v i e s  4 beobachteten beim Misehen w/igriger L6sungen yon 
Polyadenyls/iure und Polyuridyls/iure eine auf Basenpaarung zwischen 
Adenin und Uracil beruhende Entstehung yon Polyadenyl--Polyuridyl-  
s/iure-Doppelsehrauben, die mit einer Abnahme der Ultraviolett-Ex- 
tinktion bei 260m~x verbunden war. Hypoehrome Elfekte wurden 
sp//ter aueh bei der Vereinigung anderer, komplement/ire Basen ent- 
hMtender Polynukleotide gefunden a, 6. Wenn w/il3rige LSsungen yon 
Nukleosiden oder Nukleotiden miteinander gemischt wurden, traten bei 
260m~ keine hypochromen Effekte auf 7, s, wohl aber stellten B a s u  

und L o b  beim Zusammenbringen yon Thymidin und Adenosin in 70proz. 
w/~Briger Ghkose-LSsung geringe Abweichungen yon der Additivit/~t 
der Extinktionen im Wellenl/~ngenbereich zwischen 320 und 410m~z 
less ~. RSntgenstrukturuntersuchungen homogener Mischkristalle yon 
Purin- und Pyrimidinderivaten haben erwiesen, dag die komplemen- 
t/~ren Basen im Kristallgitter paarweise aneinandergelagert sind; bei 
Derivaten des Guanins und Cytosins entsprach die Art der Wasserstoff- 
briickenbildung zwischen den Basen der yon P a u l i n g  und Corey fiir 
D2VA vorgeschlagenen l~ w/~hrend in der Adenin~Thymin-  (bzw. 

* D N A  = Deoxy-ribonukleins~ure. 
J .  D.  Watson  und F.  H.  C. Crick, Nature [London] 171,737, 964 (1953). 

3 L.  P a u l i n g  und R.  B.  Corey, Arch. Biochem. Biophysics 65, 164 (1956). 
A .  R ich  u n d  D. R .  Davies,  J. Amer. Chem. Soc. 78, 3548 (1956). 
P .  B.  Sigler, D. R .  Davies  u n d  H.  Todd  Mi les ,  J. Molec. Biol. 5, 709 (1962). 

6 p .  T.  Gilham, J.  Amer. Chem. Soc. 84, 1311 (1962). 
R . M .  Boric, in P .  Boyer,  H.  Lardy  und K .  Myrbi~ck; The Enzymes, 

Vol. 2, S. 10, Acad. Press, New York, 1960. 
s W.  H .  Boldingh und H. Veldstra, Biochim. Biophys. Aeta [Amsterdam] 

51, 196 (1961). 
9 S.  B a s u  und L.  Loh,  Biochim. Biophys. Acta [Amsterdam] 76, 131 

(1963). 
lo E . J .  O'Brien,  J. Molec. Biol. 7, 107 (1963). 
11 H . M .  SobeU, K .  Tomi ta  u n d  A .  Rich,  Proc. Natl. Acad. Sci. 49, 885 

(1963). 
1~ A .  E.  V. Hasehemeyer und H.  ~/i. Sobell, Nature [London] 202, 969 

(1964). 



H. 6/1964] Wechselwirkungen zwisehen Purin- und Pyrimidinbasen 1679 

- -Urac i l - )  Reihe  andersar t ige ,  obgleieh ebenfal ls  auf  Wassers tof fb in-  
dungen  be ruhende  Konf igu ra t ionen  ange~roffen wurden  13-15. 

I n  der  vor l iegenden  A r b e i t  wurden  die Weehse lwi rkungen  zwisehen 
den Pur in-  und  P y r i m i d i n b a s e n  yon  Nukleos iden  in e inem ehromato-  
g raphischen  Sys t em un te r such t  und  zu Nukleos id -Trennungen  vet-  
wet ter .  Besonderes  In te resse  ga l t  der  Frage ,  inwieweit  an  den  ehromato-  
g raphischen  Trennef fek ten  Wasse rs to f fb indungen  zwisehen komple-  
ment/~ren Basen  be te i l ig t  sind. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Amberl i te-CG 50-Hydrazid .  Amberlite-CG 50/II  (Serva Entwiekhmgslabor,  
Heidelberg) wurde naeh den Angaben yon Grubhofer und Schlei th t6 gereinigt, 
getroekneg und zur Umwandlung seiner Carboxyl- in Sfiureehloridgruppen 
mit  Thionylehlorid und Pyridin  4 Tage unter  Rfiekflul~ zum Sieden erhitzt.  
Einer Chloridbestimmung 1~ zufolge wurden dabei 90~o der Carboxylgruppen 
des Amberl i te  in die S~ureehloridform fibergeffihrt. Das mit  absol. Toluol 
gewasehene und yon LSsungsmittel  befreite I-Iarz (19 g) wurde sodarm vor- 
siehtig mit  wasserfreiem Hydraz in  (100 g) fibergossen und naeh Beendigung 
der anf~tnglieh sehr heftigen Reakt ion  unter  AussehluB yon Luftfeuehtigkeit  
24 Stdn. unter  RfiekfluB gekocht. Das Amberli te-CG 50-Hydrazid wurde 
naeh Abfiltr ieren und Wasehen mit  Wasser im Exsikkator  fiber konz. Schwefel- 
s~ure getroeknet.  Aus dem Ergebnis einer Stiekstoffbestimmung naeh D u m a s  
(N 23,73~o ) ging hervor, dab 92% der Carboxylgruppen des Austauscher- 
harzes in Si~urehydrazidgruppen verwandelt  worden waren. 

, ,Adenos in-Amber l i te" .  Ffir die Umwandlung yon Adenosin in Adenin- 
N g-hydroxymethyl-diglykolaldehyd und ffir dessen Bindung an Amberli te- 
CG 50-Hydrazid kamen die 3/Iethoden yon K h y m  u n d  Cohn ~8 und Zachau  
et al. 19 in modifizierter Form zur Anwendung. Adenosin (1,25 g) wurde in 
0,1 m-Essigsf iure--Natr iumacetat-Puffer ,  pI-I 3,8 (110 ml), gel5st, mit  0,1 m- 
Na~riumperjodat-L6sung (62,5ml) versetzt  und 20 Min. bei Raumtemp.  
stehen gelassen. Zur Redukt ion des dabei ents tandenen Joda ts  wurden je 
50 ml m-Natriumthiosulfat l6sung und n-Essigs/~m-e hinzugeffigt. Braehte man 
nun Amber l i te -Hydrazid  (3,05 g) in die LSsung ein mad rfihrte sie bei Zimmer- 
temp.,  so lieg sieh der Verlauf der Chemisorption des Adeninderivats  dm'eh 
Messung der Ext inkt ionsabnahme der Lbsung bei 260 m~ einfaeh verfolgen. 
Nach 3 ~ Stdn. waren 90% des Purins vom Amberli te-I-tydrazid aufgenommen 
und 15,2~o der Saurehydrazidgruppen mit  Adeninresten besetzt.  Der ,,Adeno- 

~3 K .  Hoogsteen, Aeta Crystailogr. [Kopenhagen] 12, 822 (1959); ibid. 
16, 907 (1963). 

1~ A .  E .  V. Haschemeyer und H. ~[. Sobell, Proc. Natl.  Acad. Sci. 50, 872 
(1963). 

15 F .  S.  Ma thew s  und A .  Rich,  J.  lVIolec. Biol. 8, 89 (1964). 
16 N .  Grubho]er u n d  L.  Schleith,  Z. physiol. Chem. 295, 262 (1954). 
17 G. Jander  und K .  F .  Jahr ,  Mal3analyse I I  (Walter de Gruyter  & Co.), 

Sammlung G6sehen, Band 1002, Berlin 1943, S. 50. 
is j .  X .  K h y m  u n d  W.  E .  Cohn, J .  Amer. Chem. Soe. 82, 6380 (1960). 
19 H.  G. Zachau,  M .  Tada,  W . B .  L a w s o n  und ~/.  Schweiger, Biochim. 

Biophys. Acta  [Amsterdam] 53, 221 (1961). 
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sin-Amberlite" wurde abfiltriert, mit  0,1m-Essigsaure--Natriumacetat-Puffer 
pH 3,8, dann mit 0,24m-Natriumkakodylat-Puffer, pH 6,8 (0,2m hinsichtlich 
der Na+-Xonzentration), schliel~lich mit  O,01m-Natriumkakodylat-Puffer, 
dessen Na+-/t:onzentration durch Zugabe yon NaC1 auf 0,2m gebraeht worden 
war, gewaschen und in letzterem Puffer bei 4 ~ C aufbewahrt. 

,,Uridin-Amberlite" wurde auf analoge Weise aus perjodat-oxydiertem 
Uridin und Amberli te-t tydrazid dargestellt; dabei reagierten 14,9~ der 
Sgurehydrazidgruppen des Harzes mit  dem Dialdehyd-derivat des Uracils. 

,,Guanosin-Amberlite". Wegen der geringen LSslichkeit des Guanosins bei 
Raumtemp.  mul~te von diesem iNukleosid vor seiner Oxydation mit  Perjodat 
eine fibers~ttigte LSsung hergestellt werden. Guanosin (1,25 g) wurde mit 
0,1m-Essigs~urc--Natriumacetat-Puffer, pH 3,8 (150 ml), erwgrmt, bis voll- 
st~ndige LSsung eingetreten war, sodann mit Eiswasser rasch auf Zimmer- 
temp. abgekiihlt und sofort mit 0,1n-NaJO4 (62,5 m]) versetzt. Die weiteren 
Sehritte waren die gleichen wie bei der Herstellung yon ,,Adenosin-" und 
,,Uridin-Amberlite". 14,5% der S~iurehydrazidgruppen des Harzes nahmen 
unter l-lydrazonbildung das Dialdehyd-derivat des Guanosins auf. 

Sdulenchromatographie. Als Chromatographierohre dienten mit  Kfihl- 
mantel  versehene Glaskapillaren (3 mm ~, 86 cm lang), deren unteres Ende 
zu einer Spitze ausgezogen war. In  diese Rohre wurden die Nukieosid-Amber- 
lite bzw. Amberlite-I-Iydrazid, in 0,01m-Kakodylatpuffer p i t  6,8 (0,2m l~a +) 
gequollen und im gleichen Puffer aufgeschl~tmmt, eingefiillt; eine dichte 
Packung des Harzes wurde durch abwechselndes Klopfen der Saule und 
vorsichtiges Saugen am unteren Rohrende mit  tIilfe einer Wasserstrahl- 
pumpe erreieht. Die FfillhShe der Saulen betrug 82 cm. Eine den Kiihlmantel  
durchstrSmende Kiihlfliissigkeit hielt die Temperatur konstant  auf 5 ~ C. 

Die fiir eine chromatographische Trennung eingesetzte Substanzmenge 
betrug je Nukleosid 0,04 rag. Die Nukleoside wurden, in insgesamt 0,04 ml 
0,01m-Kakodylatpuffer p t I  6,8 (0,2m Na +) gelSst, auf die S~ule aufgebracht 
und mit  demselben Puffer entwickelt. Die Durchfluitgeschwindigkeit betrug 
0,25 ml/Stde. Das  Eluat  wurde in 0,25 ml-Fraktionen gesammelt, deren ge- 
naues Volumen dureh W~gung und deren l~ukleosidgehalt durch Messung 
der Extinktionswerte bei 260 und 280 m~ in einem Beckman I)U Spektral- 
photometer unter  Verwendung yon Mikrokiivetten ermittelt. 

Als ein yon den Dimensionen der Chromatographies~ulen unabh~ngiges 
Ma8 fiir die Retention der Nukleoside wurde der R-Wert nach Le Rosen 2~ 

tM 
R - -  

tM ~- tA 

herangezogen; t~E bedeutet die Zeit, in der sich die Molekflle im Mittel in 
der mobilen Phase aufhalten, t• die Zeit, in der sie an der stationaren Phase 
adsorbiert sind. Da das Produkt  aus t~ und der Str6mungsgeschwindigkeit 
der mobilen Phase gleich dem Durehbruchsvolumen V0 einer nicht adsor- 
bierten Substanz und  damit  gleich dem Volumen der mobilen Phase in der 
mit  t tarz  gefiillten Sgule und da das Produkt aus (t~ ~ tA) und  der StrS- 
mungsgesehwindigkeit gleich dem Elutionsvolumen VE einer adsorbier- 
baren Substanz ist, ist R gleichbedeutend mit  Vo/VE. Je starker die Retention 

so A . L .  LeRosen, J. Amer. Chem. Soc. 64, i905 (1942); ibid. 67, 1683 
(1945). 
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einer Substanz am S~ulenma~erial ist, desto mehr weicht ihr R-Wert  yon 
1,00 nach unten ab. 

Zur Ermi t t lung  yon V0 wurden auf die mit  Amber l i te -Hydraz id  geffillte 
Chromatographies~ule 0,08 mg N a F  in 0,04 ml Xakodyla tpuffer  aufgetragen 
und mit  dem gleichen Puffer eluiert. In  einem zweiten Versueh kam als 
Elut ionsmit te l  eine mit  Kakody la t  gepufferte 7m-HarnstofflSsung zur An- 
wendung. I)as Auftreten des Fluorids im Elua t  lieB sich an der Entf~rbung 
eines Zi rkon--Al izar in  S-Komplexes erkennen 21. Die Durchbruehsvolumina 
waren bet Einsa~z beider Elut ionsmit te l  innerhalb der Fehlergrenze gleich. 

Ffir die Untersuchung des Einflusses yon Harnstoff  auf die Retent ion 
der Nukleoside am S~ulenmaterial wurde sowohl zur Vorbehandlung des 
Amberl i te  vor dem Einfiillen in das Chromatographierohr als auch zur Ent -  
wieklung der Chromatogramme ein 0,01m-Kakodylatpuffer,  p t I  6,8 (0,2tuNa +) 
verwendet,  dem I-Iarnstoff bis zu einer Xonzentra t ion yon 7m zugesetz~ 
worden war. 

Identi]izierung der Nukleoside. Die in den Eluatfraktionen vorhandenen 
Nukleoside wurden direkt dutch das fiir sie charakteristische Verh~itnis der 
Extinktionen bei 280 und 260 m~z 22 und nach Adsorption an Aktivkohle 
und Desorption mit Pyridin--~Tasser (2:8, v/v) "23 papierehromatographiseh 
identifiziert. Zu diesem Zweek lieB man sie auf dem Chromatographiepapier 
Schleieher & Seh~ill 2043a absteigend rnit Isopropylalkohol--I-ICl (170ml 
Isopropylalkohol, 41 ml konz. I-ICl und Wasser ad 250 ml) oder aufsteigend 
mit n-Butanol--Wasser--konz. NII4OH (86: 14: I, v/v/v) laufen ~ und bediente 
sieh zu ihrer Lokalisierung der yon ihnen bei Bestrahlen der Chromatogramme 
mit kurzwelligern Ultraviolettlieht (Analysenlampe I-Ianau, 254m~) ver- 
ursachten Fluoreszenzl6sehung ~4. 

Ergebnisse 

F~dr die kova len te  Verknt ipfung  yon  NukleinsS;urebasen mi t  e inem 
fa r  eh romatograph i sehe  Versuehe als station/~re Phase  geeigneten Trgger-  
m a t e r i a l  zogen wir  die H y d r a z o n b i l d u n g  zwisehen Polyaeryls /~urehydra-  
zid (Amber l i te -CG 5 0 - g y d r a z i d )  nnd  Pur in-  bzw. P y r i m i d i n - h y d r o x y -  
me thy l -d ig lyko la ldehyden ,  die aus Nukleos iden  bet  der  0 x y d a t i o n  mi t  
P e r j o d a t  en t s t ehen  is, heran.  Als Vorbi ld  d ien te  die yon  Zachau 19 be- 
sehriebene Anlagerung  yon  Aminos i /ureakzeptor -Ribonukle ins / iure ,  in 
deren  t e rmina le  Nuk leos idgrupp ie rung  du tch  Behande ln  mi t  P e r j o d a t  
A l d e h y d f u n k t i o n e n  eingeft ihr t  worden  waren,  an  das  H y d r a z i d - H a r z  
Lewa t i t  5082 S. Die Dars te l lung  des A m b e r l i t e - H y d r a z i d s  erfolgte da-  
dureh,  daft die Ca rboxy lg ruppen  yon Amber l i t e -CG 50 zungehs t  in S//ure- 

~1 F.  feigl,  , ,Qualitative Analysis by  Spot Tests",  Elsevier Publ.  Co., 
New York-Arnsterdam, 3. Aufl., 1947, S. 202. 

s2 G. H. Beaven, E. R. Holiday trod E. A.  Johnson, in ,,The Nucleic Acids" 
(E. Charga]] and J. N.  Dat,idson, eds.), Aead. Press, New York 1955, Vol. 1, 
S. 495f. 

ss R . B .  Hurlbert, in ,,Methods in Enzymology"  (S. P.  Colowick and 
N. O. Kaplan, eds.), New York 1957, Vol. 3, S. 793. 

s~ G. R. Wyatt, in ,,The Nucleic Acids" (E. Uharga]J and J. N.  Davidson, 
eds.), Aead. Press, New York 1955, Vol. 1, S. 246, 252. 
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chlorid- und dgnn dureh Behandlung mit w~sserfreiem Hydrazin in 
Ss verwandelt wurden. Bei der Umsetzung mit 
perjod~t-oxydierten Nukleosiden wurden unter den yon uns gewiihlten 
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Abb. I .  S~nlenehromatographie  yon  T h y m i d i n  (T)  und  Deoxyey t id in  (dC) an  

a Amber t i t e -Hydraz id ,  
b , ,Guanos in-Amber l i t e"  und  
e , ,Adenosin-Amber l i te" .  

Ord ina te :  Ex t i nk t i on  der Elua t f rok t ionen  bei 260 ( - - )  u a d  280 ( . . . .  ) m~. 
Abszisse:  Elu t ionsvolumen (V/~) in Vielfachen des Flf iss igkei tsvolumens (Vo) der  m i t  Harz  gefiillten 

S~ule. 

Bedingungen an ca. 15% der Hydrazidgruppen Purin- oder Pyrimidin- 
basen kowlen t  gebunden. Die so erhaltenen Harze werden im folgenden 
kurz ,,Nukleosid-Amberlite" genannt. 

Amberlite-Itydrazid selbst t r i t t  mit Pyrimidin-nukleosiden in eine 
verh~iltnism~Big schwache Wechselwirkung (Abb. l a  und 3a): Bei der 
Chromatographie yon Deoxycytidin (dC) oder Cytidin (C) an Amberlite- 
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Hydrazid betrug der R-Weft etwa 0,76; fiir Thymidin (T) und Uridin 
(U) erguben sich R-Werte yon 0,74 bzw. 0,70. 
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Abb. 2. Abb. 3. 

Abb. 2. S~ulenchromatographie yon Thymidin (T) und_ Deoxycytidin (dC) in 7m-Harnstoffl6sung an 

a Amberlite-tIydrazid, 
b , ,Guanosin-Amberlite" und 
c ,,Adenosin-Amberlite". 

Koordinaten wie in Abb, 1. 

Abb. 3. S~ulenchrom~tographie you Uridiu (U) und Cytidin (C) an 

a Amberli te-t tydrazid,  
b , ,Guanosin-Amberlite" und 
c ,,Adenosin-Amberlit~". 
Koordinaten wie in Abb. 1. 
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Wenn eine Mischung yon dC und T bei 5~ und pH 6,8 durch eine 
mit Amberlite-Hydruzid gefiillte S~ule geschickt wurde, kum es d~her 
zu keiner Trennung der beiden Deoxyribonukleoside (Abb. l a); nur 
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aus dem Abfall des Extinktionsverhgltnisses Eeso/Ee6o in aufeinander- 
folgenden nuldeosidhaltigen Eluatfraktionen ging hervor, dab T (mit R 
0,74) gegeniiber dC (R 0,76) geringffigig retardiert worden war. Bei 
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Abb. 4. Sgulenchromatographie yon Uridin (U) und Cytidin (C) in 7m-Harnstofil6sung an 

a Amberlite-Hydrazid, 
b ,,GuanosimA,mberlite" und 
c ,,~denosin-Amberlite". 

Koordinaten wie in Abb. 1. 

Chromatographie an ,,Guanosin-Amberlite" (Abb. l b) war die Elution 
beider Deoxyribonukleoside betrgchtlich verzSgert, wobei jedoch dC 
(mit R 0,34) bedeutend stgrker als T (mit R 0,42) retardiert wurde. Mit 
,,Adenosin-Amberlite" als Sgulenfiillung (Abb. 1 c) kehrte sich die Reihen- 
folge, in der dC und T eluiert wurden, urn; nun hielt das Sgulenmaterial 
T (mit R 0,34) stgrker zuriick als dC (R 0,41). 
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D a s  E l u t i o n s v e r h a l t e n  d e r  R i b o n u k l e o s i d e  C y t i d i n  u n d  U r i d i n  w a r  

j e n e m  d e r  D e o x y - r i b o n u k l e o s i d e  dC u n d  T s e h r  /~hnlieh.  , , G u a n o s i n -  
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Abb. 5. S~ulenchromatographie yon Adenosin (A) und Guanosin (G) an 
a Amberlite-ttydrazid und 
b ,,Uridin-Amberlite". 
Koordinaten wie in Abb. 1. 
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Abb, 6. SZi~llenchronl~tographie yon Adenosin (A) und Guanosin (G) in 7m-Harns~offl~sung an 
Amberlite-Hydrazid ~ncl 

b ,,Uridin-Amberlite". 
Koordinaten wie in Abb. 1. 

Amberlite" hielt das ihm komplementgre C (R 0,32) st/~rker als U (R 0,40) 
und ,,Adenosin-Amberlige" das ibm komplement/~re U (R 0,37) st//rkr- 
als U (R 0,40) zuriiek (Abb. 3). Die Trennung yon U und C an ,,Adenosien 
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Amberlite" (Abb. 3c) war jedoch nicht so ausgeprs wie jene yon T 
und dC (Abb. I c), well die Wechselwirkung des an Amberlite fixiertel~ 
Adenosins mit U weniger stark war als mit T. 

Bei der Chromatographic der Purinnukleoside Adenosin (A) und 
Guanosin (G) an Amberlite-Hydrazid und , ,Uridin-Amberli te" (Abb. 5) 
t raten wesentlieh grSl~ere I%etentionen in Erscheinung als bei der Chro- 
matographie der Pyrimidinnukleoside. ,,Uridin-Amberlite" retardierte 
unerwarteterweise G (R 0,19) starker Ms A (R 0,22). Aber such an Am- 
berlite-Hydrazid kam es zu einer sukzessiven Elution und deutlichen 
Trennung yon A (R 0,40) und G (R 0,33). 

Die Verwendung yon 7m-Harnstoff als Elutionsmittel bei der Chro- 
matographie der Pyrimidin- und Purinnukleoside brachte alle Trenn- 
effekte zum Verschwinden (Abb. 2, 4 und 6). Unabh~ngig yon der Art 
des S~ulenmateriMs und der Natur  der Nukleoside traten keine wesent- 
lichen retardierenden Weehselwirkungen mehr auf; die R-Werte der 
Nukleoside stiegen bis in die N~he yon 1. 

D i s k u s s i o n  

Eine kovMente Bindung yon Nukleins~urebasen an em chromato- 
graphisches Tr~germaterial mit dem Ziel, paarweise Wechselwirkungen 
zwischen Basen ffir Trennungen auszunfitzen, ist schon yon anderen 
Autoren beschrieben worden25, z6. Ws in den Nuldeins~uren 
eine glykosidisehe Verkniipfung der Purin- und Pyrimidinbasen fiber 
deren lging-Stickstoffatome N 9 bzw. 1XI 1 vorliegt, fiihrten c~ie bisherigen 
Bemiihungen, die Basen an Trs anzuheften, jedoch zu andersartigen 
Substitutionen, die die Elektronenverteilung in den heterocyclischen 
Systemen und deren F~higkeit zu spezifischen Wechselwirkungen ver- 
5ndern mul~ten. Die yon uns beniitzte Methode zur Kniipfung kovalenter 
Bindungen zwischen perjodat-oxydierten Nukleosiden und Polyacryl- 
s~urehydrazid zieht das Purin- und Pyrimidin-Ringsystem nicht in 
Mitleidenschaft. 

Bei der Chromatographic der Pyrimidinnukleoside T, dC, C und U 
an nieht substituiertem Amberlite-Hydrazid (Abb. l a und 3a) wurden 
schwache und voneinander nur wenig abweichende Retentionen beob- 
achtet  (R 0,70 bis 0,76). Krs Wechselwirkungen mit dem Harz 
zeigten die Purinnukleoside A und G (R 0,40 bzw. 0,33, Abb. 5a). Die 
st~rkere Retardierung der Purine im Vergleich zu jener der Pyrimidine, 
die schon frfiher an Kationenaustausehers~ulen festgestellt worden ist 27, 

25 A.  S. Jones und D. G. Parsons, Proc. Chem. Soe. [London] 1961, 78. 
36 L. Bosch, G. Wende und H. Bloemendal, Nature [London] 191,349 (1961). 
~7 W. E. Cohn, in ,,The Nucleic Acids" (E. Charga]] and J. N.  Davidson, 

eds.), Acad. Press, New York 1955, Vol. 1, S. 218. 
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1/iBt sich dnrch die hShere Po]arisierbarkeit der Purine erkl/iren. Da 
alle Retentionen in 7m-HarnstofflSsung ausblieben, ist eine Beteiligung 
yon Ionenaustauseh-Effekten auszusehlieBen. 

Wenn man yon der Voraussetzung ausgeht, dab die Weehselwirkungen 
zwisehen jenen Basen, die im Wataon--Criclcsehen D2VA-Modell mit. 
einander gepaart sind, aueh in einem einfaehen ehromatographisehen 
System st/~rker sind als die Weehselwirkungen zwischen anderen Basen, 
sollte man erwarten, dab bei der Nukleosid-Chromatographie an ,,Guano- 
sin-Amberlite" das dC, an ,,Adenosin-Amberlite" das T besonders krMtig 
zuriiekgehalten wird. Diese Erwartung hat sieh erfiillt. 

/ /  0 

' - 

i7 N-IV ....... 0 �9 H ...... ~ ~N.....~ 
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Abb. 7. Abb. 8. 

Abb. 7. Das Guanin--Cytosin-Paar 2 nach Pauling und Corey a 
Die Pfeile stellen die Vek~oren der Gesamtdipolmomente nach DeVoe und Tinoco 38 dar. 

Abb. 8. s  yon Thymin und Guanin unter Ausbildung yon zwei Wasserstoffbriicken. Die 
Pfeile stellen wiederum die Vektoren der Gesamtdipolmomeate dar. 

All ,,Guanosin-Amberlite" wurden sowoh] dC als auch T bedeutend 
stiirker retardicrt als an AmbeHite-Hydrazid (Abb. 1 a, b), wobei die 
Retention des dC (R 0,34) betr~chtlich grSBer war als die des T (R 0,42). 
Die groBe Affiniti~t des dC zu den Guaninresten am Harz steht in Uber- 
einstimmung damit, dab Guanin und Cytosin miteinander sowoh] in der 
Watson--Crickschen DNA-Struktur  ~ als auch in Mischkristallen ~~ 
gepaart sind und einen Komplex bflden, der durch drei Wasserstoff- 
briicken besondcrs stabilisiert ist 3 (Abb. 7). Die Pfeile in der Abb. stellen 
die Vektoren der Gesamtdipolmomente nach De Voe und Tinoco ~s dar. 
Da die Dipolmomente des Cytosins (8,0 D) und des Guanins (6,9 D) 
groB sind, leistet vermutlich auch die Dipo]wechseh~4rkung zwischen 
diesen Basen einen t~eitrag zu Bindungsenergie. An Hand yon Kalotten- 
model]en 1/~Bt sich zeigen, dab intramolekulare Wasserstoffbindungen, die 
z. B. zwischen der 5'-OH-Gruppe der Ribose und der CS=0-Gruppe des 
Cytosins mSglich sind ~9, die Basenpaarbildung sterisch nicht beein- 
flussen; durch die Inanspruchnahme eines Elektronenpaares der C2=O- 
Gruppe k6nnte allenfalls die St~rke der intermolekularen H-Bindung 
herabgesetzt werden. 

~s H. De Voe und I. Tinoco, J. 2~olec. Biol. 4, 505 (1962). 
~9 j .  Pitha, S. Chlddel~ und J. Start, Coil. Czech. Chem. Comm. 28, 1622 

(1963). 
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Die Retention des T an ,,Guanosin-Amberlite" lgBt sieh ebenfalls 
durch die Ausbildung yon Wasserstoffbrficken erklgren. Wghrend in 
der doppelstrangigen D N A  aus r/~umliehen Griinden eine Komplex- 
bfldung zwischen den in ihrer Lage weitgehend fixierten Thymin- und 
Guaninresten ausgeschlossen ist, kann im chromatographischen System 
das frei beweg]iehe T m i t  dem an tIarz gebundenen G zwei Wasserstoff- 
bindungen eingehen. Es sind mehrere T--G-Paare unter Beteiligung 
verschiedener funktioneller Gruppen an den zwei H-Briieken denkbar; 
der in Abb. 8 wiedergegebene Komp]ex diirfte jedoch gegeniiber anderen 
aus sterisehen Griinden und wegen der Beteiligung der relativ aziden 
N1--H-Gruppe des Guanins energetisch bevorzugt sein ~~ 

An ,,Adenosin-Amberlite" wurde T starker als dC zuriickgehalten 
(Abb. l c). Darin kSnnte man zun/ichst eine Best/itigung fiir die An- 
nahme sehen, dab die ,,komptementgren" Basen Adenin und Thymin 
auch auBerhalb der DNA-Doppelhelix eine besondere Tendenz zur Paa- 
rung zeigen. Es ist jedoch einzuwenden, dab infolge der freien Beweglich- 
keit der Nukleoside im ehromatographisehen System sowohl T als auch 
dC imstande sind, mit dem am Harz immobilisierten Adenin Komplexe 
zu bilden; in beiden F//llen werden sich an der Paarung zwei Wasser- 
stoffbindungen beteiligen k6nnen (Abb. 9 und 10). Zur Erkl/~rung der 
untersehiedliehen Retentionen muB man die versehiedene St//rke dieser 
Bindungen heranziehen. Eine der beiden Wasserstoffbriicken des A - - T -  
Paares ist infolge der Mitwirkung der verh/~ltnism~iBig aziden N3--H- 
Gruppe des Thymins besonders stabila~ im A--C-Paar hingegen gehen 
beide Wasserstoffbindungen yon weniger aeiden NH2-Gruppen aus und 
ergeben eine geringere Bindungsenergie. 

Auch Unterschiede der Entropie mSgen das Adenin--Thymin-Paar 
gegeniiber dem Adenin--Cytosin-Paar bevorzugen. Abgesehen von dem 
in Abb. 9 dargestellten und in der DNA-Doppelhelix vorkommenden 
:[Complex sind noeh drei andere, /~hn]iehe H-gebundene Anordnungen 
des Adenins und Thymins m6glieh. Eine yon ihnen ist yon Hoogsteen 1~ 
bei der Untersuchung yon Mischkristallen aus 9-Methyladenin und 
1-Methylthymin angetroffen worden, eine andere kommt naeh Hasehe- 
meyer und Sobel114 bei der Co-Kristallisation yon Adenosin und 5-Brom- 
uridin zustande. Da es fiir Adenin/Thymin eine grSBere Anzahl ener- 
getisch etwa gleiehwertiger AnordnungsmSglichkeiten gibt als fiir Ade- 
nin/Cytosin, ist die Bindung des Thymins an Adenin entropiseh be- 
giinstigt. 

Die Annahme, dab nur Dipol--Dipol- und dipolinduzierte Dipol- 
Wechselwirkungen sowie Dispersionskr/~fte ffir die Basenpaarung ver- 

so H . A .  Staab, ,,EinfCihrung in die theoretische organische Chemie", 
Verlag Chemie, Weinheim 1960, S. 680. 
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antwortlieh seien ~s, ist mit dem gerund, dag an der,,Adenosin-Amberlite"- 
S/iule T stgrker als dC retardiert wird, nieht vereinbar; denn die Polari- 
sierbarkeit yon Thymin und Cytosin ist etwa gleieh grog und das Dipol- 
moment des Cytosins sogar gr6ger (8,0 D) als jenes yon Thymin (3,5 D) ~s. 

Das bei den ehromatographisehen Versuehen festgestellte /ihnliehe 
Verhalten der Pyrimidin-Ribonukleoside und -Deoxyribonukleoside 
zeigt, dag eine zus/~tzliehe Hydroxylgruppe im Zuekeranteil die Weehsel- 
wirkungen der Nukleoside mit den ,,Nukleosid-Amberlite"-Harzen 
kaum beeinflugt (Abb. 1 und 3). Wenn an ,,Adenosin-Amberlite" T 
(/7 0,34) etwas st/~rker als U (R 0,37) zurtiekgehalten wurde, ist daftir 
nieht der Untersehied im Zuekerrest verantwortlieh zu machen, sondern 

~ // @/os/?7 
O~ // 

T@~/iz AJe/z/iz / /  / /  g#e/7/,7 

Abb. 9 Abb. 10 

Abb. 9. Das Adenin--Thymin-Paar nach Watson und Crick2 

Abb. I0. Paarung yon Adenin und Cytosin unter Ausbildung yon zwei Wasserstoffbriicken. 

vermutlich die CS-l~[ethylgruppe des Thymins, die durch Erh6hung der 
Elektronendichte im Pyrimidinringsystem die Wasserstoffbindung sta- 
bilisiert, die sich zwisehen der C4=O-Gruppe des Thymins und der 
Aminogruppe des Adenins ausbilden kann. In guter ~bereinstimmung 
damit steht der Befund, dab Polythymidyls~ure--Polyadenyls~ure- 
Doppelhelices um einige Grade h6her sohmelzen als Polyuridyls~ure-- 
Polyadenylsgure-Doppelhelices 81. 

Wenn sich in unserem ehromatographisohen System Purhmukleoside 
in der mobilen Phase befanden, traten zwischen ihnen und der statio- 
n~ren Phase verhgltnism/~gig starke Wechselwirkungen auf. Ein Ge. 
misch yon A (R 0,40) und G (R 0,33) wurde schon an Amberlite-Hydrazid 
getrennt (Abb. 5a). Chromatographierte man das Gemisch an ,,Uridin- 
Amberlite" (Abb. 5b), so wurde entgegen der in der D_NA waltenden 
Basenkomplementarit~t G (R 0,19) starker zuriickgehalten ~ls A (/~ 0,22). 
Auch dieser Effekt lggt sich auf Grund der gr6geren Bindungsenergie 
des G--U-Paares infolge der Beteiligung zweier azider N--H-Grnppen 
gegenfiber nur einer im A--U-Paar  erkl/~ren. In Widerspruch dazu 
steht der Befund, dag Uridin an ,,Guanosin-Amber]ite" etwas schw/~eher 
retardiert wird (R 0,40) als an ,,Adenosin-Amberlite" (R 0,37) 

sl D. Shugar und W. Szer, J. Molec. Biol. 5, 580 (1962). 
Monatshefte f(ir Chemie, Bd. 95/6 109 



1690 H. Tuppy und E. Kiichler: Yurin- und Pyrimidhlbasen 

(Abb. 3 b, c); dies kSnnte jedoch auf die geringere Kapazit~t des 
,,Guanosin-Amberlite" (14,5% der Hydrazidgruppen substituiert) im 
Vergleich zu der des ,,Adenosin-Amberlite" (15,2%) zurfickzufiihren 
sein. 

Harnstoff in hoher Konzentration hob die ~uldeosid-Trennungen 
an Amberlite-Hydrazid und an den ,,Nukleosid-Amberlite"-I-Iarzen auf 
(Abb. 2, 4 und 6). Alle untersuchten Nuldeoside erreichten bei der Chro- 
matographie in Gegenwart yon 7m-Harnstoff an allen Harzen l~-Werte 
in der N~he yon 1. Das Wegfallen der Wechselwirkungen zwischen den 
Nukleosiden und den hom6opolar an das Harz gebundenen Nuklein- 
s~urebasen l~ftt sich am besten durch die Annahme erkl~ren, daft sich 
in konz. tIarnstofflSsung keine durch Wasserstoffbriicken gebundenen 
Basenpaare mehr ausbilden kSnnen 32. 

~2 H. Tuppy  und E. Ki~chler, Mh. Chem. 95, 169i (1964). 


