Analytisch-technische Untersuchungen

Diinnschicht-Chromatographie von Nucleotiden

VON DR. K. RANDERATH [¥]

INSTITUT FUR ORGANISCHE CHEMIE DER TECHNISCHEN HOCHSCHULE DARMSTADT

Die Diinnschicht-Chromatographie von Nucleotiden an DEAE- und ECTEOLA-Cellulose
ist den bisher gebrduchlichen Trennungsmethoden iiberlegen. Mit verdiinnter Salzsdure
erhdlt man ohne Gradiententechnik sowohl eine Gruppentrennung der Mono-, Di- und
Triphosphate als auch eine Subfraktionierung innerhalb dieser Gruppen, die von der
Basizitdt der Nucleobasen bestimmt wird. Das Verfahren ist wesentlich empfindlicher
als die Papierchromatographie; noch 5-10~4 uMol Adenin-nucleotide kénnen erkannt
werden. Die ohne Schwanzbildung chromatographierbare Substanzmenge ist grofer als bei
der Papierchromatographie; ein Gemisch aus je 1 uMol ADP und ATP[Startfleck it sich
glatt trennen. Das Verfahren ist somit auch fiir mikroprdparative Trennungen brauchbar.
Je 102 uMol ADP und ATP werden in 4 bis 10 min volilstindig getrennt. — Vorversuche
zeigen, daf sich auch Oligonucleotide durch Diinnschicht-Chromatographie an modifizierter

Cellulose trennen lassen.

Einleitung

Nucleotide sind Bausteine der hochmolekularen Nucle-
insduren. Sie bestehen aus einer Base, der Nucleobase,
einer Pentose — Ribose im Falle der RNS [1], 2’-Desoxy-
ribose im Falle der DNS — und aus einem mit dem
Zucker veresterten Phosphorsdurerest. Nucleobasen der
RNS sind hauptsdchlich die Purine Adenin und Guanin
sowie die Pyrimidine Cytosin und Uracil, DNS enthilt
Thymin (5-Methyluracil) an Stelle von Uracil.

In der Nucleinsidure sind die Nucleotide, z. B. 5'-AMP
(D), durch 3’.5’-Phosphorsidurediester-Briicken miteinan-
der verkniipft.
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Chromatographie der Nucleotide

Die papierchromatographische Trennung von Nucleotiden
dauert 15 bis 24 Stunden (eindimensionale Verfahren) oder
2 bis 3 Tage (zweidimensionale Verfahren). Zur Hochspan-
nungspapierelektrophorese benotigt man eine verhidltnis-
miBig komplizierte und kostspielige Apparatur.

[*] Ein Buch von K. Randerath iiber Diinnschicht-Chromato-
graphie (etwa 220 S., zahlr. Abb.) erscheint demniichst im Ver-
lag Chemie, GmbH., Weinheim/Bergstr.

[1] Abkiirzungen: RNS = Ribonucleinsidure; DNS = Desoxyribo-
nucleinsiure; AMP, ADP, ATP = Adenosin-mono-, -di- und
-triphosphat; GMP, GDP, GTP; CMP, CDP, CTP; UMP, UDP,
UTP = die entsprechenden Guanosin-, Cytidin- bzw. Uridinver-
bindungen; 5-AMP = Adenosin-5-monophosphat. — DEAE-
Cellulose = Didthylaminodthyl-ceitulose; ECTEOLA-Cellulose =
Cellulose, die iiber Epichlorhydrin (EC) mit Triithanolamin
(TEOLA) verkniipft wurde.
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Bei der Diinnschicht-Chromatographie extrem hydrophiler
Verbindungen, wie der Nucleosid-polyphosphate [2—5] tre-
ten Schwierigkeiten auf, wenn man die iiblichen anorgani-
schen Trennschichten verwendet. Diese Schwierigkeiten las-
sen sich auch durch stark polare Laufmittel nicht beseitigen:
Insbesondere Di- und Triphosphate neigen zur Schwanzbil-
dung und sind schlecht trennbar. Der Gipsgehalt anorgani-
scher Adsorbentien stdrt bei der Chromatographie mit alkali-
schen (ammoniakalischen) Laufmitteln [2,3]. Die anorgani-
schen Schichten absorbieren stark bei 250 bis 260 my, was
den Nachweis der Nucleotide im UV-Licht [6] stort. Durch
Herstellung der Schichten unter Zusatz von Leuchtstoffen
[7,8] oder durch nachtriigliches Bespriihen der Platten mit
Fluorescein-Losung [9,10] 148t sich die untere Nachweis-
grenze fir Nucleotide herabsetzen, aber sie liegt auch dann
noch itber der Nachweisgrenze auf organischen Schichten.

Da die Ionenaustausch-Chromatographie zur pripara-
tiven Trennung von Nucleotiden geeignet ist [11,12],
vermuteten wir, daf sich an diinnen Ionenaustauscher-
Schichten dhnlich gute Trenneffekte ergeben wiirden, In
der Ionenaustausch-Chromatographie bestimmt in er-
ster Linie die pH-abhingige Gesamtladung einer Sub-
stanz ihre Wanderungsgeschwindigkeit. Die Gesamt-
ladung erhilt man, indem man die Zahl der ionisierten
Gruppen mit deren Dissoziationsgrad multipliziert und

[2] K. Randerath, Angew. Chem. 73, 436 (1961).
{3] K. Randerath, Angew. Chem. 73, 674 (1961).
[4] K. Randerath u. H. Struck, J. Chromatogr. 6, 365 (1961).

{51 K. Randerath, Biochem. biophys. Res. Commun. 6, 452
(1961/1962).

{6] E. R. Holiday u. E. A. Johnson, Nature (London) 63, 216
(1949).

[71J. G. Kirchner, J. M. Miller u. G. E, Keller, Analytic. Chem.
23, 420 (1951).

[8] H. Gdnshirt u. A. Malzacher, Arch. Pharmaz. 293/65, 925
(1960). )

[9] T. Wieland u. L. Bauer, Angew. Chem. 63, 511 (1951).

[10] T. Wieland u. B. Heinke, Licbigs Ann. Chem. 615, 193 (1958).

[11] W. E. Cohn in E. Chargaff u. J. N. Davidson: The Nucleic
Acids. Academic Press, New York 1955, Bd. 1, S. 211ff.

[12] W. E. Cohn, J. Amer. chem. Soc. 72, 1471 (1950).
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die Produkte summiert. Die Beziehung zwischen Ge-
samtladung und pH ist in Abb. 1 [11] fiir die vier wich-
tigsten Nucleosid-monophosphate dargestellt. Man er-
kennt, daB die negative Ladung bei gegebenem pH in
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Abb. 1. Bezichung zwischen Gesamtladung und p H-Wert des
Losungsmittels fiir CMP, AMP, GMP und UMP (nach [11])
Ordinate: Gesamtladung

Abszisse: pH-Wert

der Reihenfolge CMP < AMP < GMP < UMP an-
steigt. Bei den Di- und Triphosphaten findet man die
gleiche Reihe. Es ist demnach zu erwarten, da CMP
am leichtesten, UMP am schwersten mit verdiinnten
Séduren von einer Anionenaustauscher-Séule eluiert wird.
Hiufig ist die Reihenfolge von Guanin- und Uracil-
Derivaten jedoch umgekehrt. Hierfiir sind Adsorp-
tionskrifte verantwortlich. Purine werden im allge-
meinen stdrker adsorbiert als Pyrimidine. Besonders
bei der Ionenaustausch-Chromatographie mit neutralen
Elektrolytlosungen wird dieser Effekt deutlich: Obwohl
alle Nucleotide gleichen Typs dieselbe Gesamtladung
tragen - - die Basen sind unter diesen Bedingungen nicht
geladen -, werden Cytosin- und Uracil-Derivate vor
Adenin- und Guanin-Derivaten eluiert.

Vorversuche an Schichten aus den iiblichen Harz-Aus-
tauschern zeigten, daB sich Nucleotide an Ionenaustau-
scher-Schichten trennen lassen, jedoch waren die Ergeb-
nisse unbefriedigend. Vor allem storte die starke UV-
Absorption der Schicht den Nachweis der Nucleotide.
Hingegen lieferten Cellulose - Ionenaustauscher [13]
Trennergebnisse, die sich mit keiner anderen bisher
bekannten Methode erzielen lassen [2,3].

Cellulose-lonenaustauscher wurden bisher fast ausschlieBlich
zur Trennung hoher- und hochmolekularer Stoffe (Oligo-
und Polynucleotide, Peptide, Proteine, Polysaccharide) ver-
wendet. Uber ihre Fihigkeit, auch niedermolekulare Verbin-
dungen zu trennen, war fast nichts bekannt. Aus unseren Er-
gebnissen folgt, daB sie sich auch zur Chromatographie nie-
dermolekularer Verbindungen eignen. Es werden auf der
Cellulose-Ionenaustauscherschicht ohne Anwendung eines
Gradienten (Veranderung von ionaler Konzentration und/
oder pH des Elutionsmittels wihrend der Chromatographie)
Trennungen erzielt, die an der Harz-Austauschersdule nur
durch Gradientenelution zu erreichen sind. Es ist anzuneh-
men, daB sich im Verlauf der Chromatographie infolge einer
,,Frontalanalyse** des Laufmittels ein Gradient in der Schicht
ausbildet, der fiir die guten Trenneffekte mitverantwortlich ist.

[13] E. A. Peterson u. H. A. Sober, J. Amer. chem. Soc. 78, 751
(1956).
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Fiir die Sdulen-Chromatographie bestimmte Cellulose-
Austauscher sind fiir die Diinnschicht-Chromatogra-
phie nicht ohne weiteres geeignet; sie besitzen beispiels-
weise ein zu grobes Korn [3]. Mechanische Zerkleinerung
allein geniigt in vielen Fillen nicht. So hergestellte Pro-
dukte haben vielfach Eigenschaften (starke Quellfihig-
keit, Ablésung vom Glas), die ihre Verwendung zur
Diinnschicht-Chromatographie ausschlieBen. Im Han-
del befindliche modifizierte Cellulosen verhalten sich
bei der diinnschicht-chromatographischen Priifung so
verschieden, daB zunichst eine Standardisierung der
Herstellungsbedingungen erforderlich war [14].

Folgende Forderungen miissen erfiillt sein:

1. Die Schicht muB8 mechanisch stabil sein. Sie darf
wihrend der Chromatographie mit verdiinnten Elektro-
lytlosungen nicht stark quellen. Beim Trocknen des
Chromatogramms diirfen sich keine Risse bilden.

2. Mono-, Di- und Triphosphate der gleichen Nucleo-
base miissen sich ohne Gradientenelution mit 0,01 bis
0,03 N HCl an DEAE-Cellulose oder mit 0,02 bis 0,04 N
HCl an ECTEOLA-Cellulose vollstandig trennen lassen.
An DEAE-Cellulose darf auch dann keine Schwanzbil-
dung auftreten, wenn man die Schicht mit 1 uMol ADP
oder ATP/Startfleck beldidt. An ECTEOLA-Cellulose
muB ein Gemisch aus je 10-2 uMol ADP und ATP mit
0,05 bis 0,07 N HCI nach 5min vollstindig getrennt
sein.

3. CTP, ATP, GTP und UTP (je 10~2 tMol) miissen
sich mit 0,03 bis 0,05 N HCI an DEAE-Cellulose oder
mit 0,05 bis 0,07 N HCI an ECTEOLA-Cellulose tren-
nen lassen. CTP und ATP brauchen nicht vollstindig
getrennt zu werden.

4. Cytosin- und Adenin-Derivate gleichen Typs miissen
sich mit 0,05 bis 0,12 M NaCl-L6sung trennen lassen [*].

5. Der Austauscher darf kurzwelliges UV-Licht nicht
nennenswert absorbieren. 5-10~4 uMol ATP miissen an
DEAE-Cellulose im Auflicht noch erkennbar sein.

Auch an Schichten aus nichtmodifizierter Cellulose, wie
sie erstmals Teichert, Mutschler und Rochelmeyer [16] zur
Diinnschicht-Chromatographie verwendeten, erzielt man
gute Trennungen von Nucleobasen, Nucleosiden und
Nucleotiden [4, 5]. Man kann hier die von der Papier-
chromatographie bekannten Laufmittel — unter Um-
stinden geringfiigig verdndert — iibernehmen. Die Vor-
ziige der Diinnschicht-Chromatographie gegeniiber der
Papierchromatographie (z. B. kiirzere Analysendauer,
scharfere Substanzflecken) sind auch an nichtmodifi-
zierter Cellulose zu beobachten.

[14] Zur Diinnschicht-Chromatographie geeignete DEAE- und
ECTEOLA-Cecllulose wird hergestellt und ist zu beziehen von der
Firma Serva-Entwicklungslabor, Heidelberg. Weitere Jonenaus-
tauscher fiir die Diinnschicht-Chromatographie sind in Vorbe-
reitung. Neuerdings bringen Macherey und Nagel, Diiren, eben-
falls Cellulosc-Ionenaustauscher fiir die Diinnschicht-Chromato-
graphie in den Handel. Wir haben mit diescn Priparaten keine
Erfahrungen.

[*] Ein friiher [3] genanntes Kriterium (Trennung von Mono-,
Di- und Triphosphaten mit verdiinnter Salzlosung an ECTEOLA-
Cellulose) wird nicht aufrecht erhalten. Trennungen mit verdiinn-
ten Siuren sind hier Giberlegen.
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Ergebnisse

1. Herstellung der Schicht und Chromatographie

10 g Cellulose-Austauscher [14] oder nichtmodifizierte Cellu-
lose [15] wurden mit 60 bis 70 ml dest. Wasser 30 bis 45 sec
in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben sehr kriiftig ge-
schiittelt und die Suspension in iiblicher Weise [17] auf Glas-
platten ausgebreitet (Schichtdicke etwa 250 p). Wenn man die
Suspension in einem elektrischen Mixgerdt herstellt, erhélt
man manchmal homogener erscheinende Schichten. Nach
eigenen Erfahrungen ist jedoch das Schiitteln ausreichend.
10 g Pulver ergeben 7—10 Platten (10-20 cm2). Die Schichten
sind mechanisch am stabilsten, wenn man sie iiber Nacht bei
Raumtemperatur trocknen li8t. Fir ihre Aufbewahrung gel-
ten die gleichen Regeln wie fir die Aufbewahrung von Chro-
matographiepapier.

An Ionenaustauscher-Schichten chromatographiert man auf-
steigend in offenen GefdBen, die etwa 1,2 cm hoch mit dem
Laufmittel gefiillt sind. Die Substanzen werden 3,0 cm vom
unteren Plattenrand mit einer Mikropipette aufgetragen. Man
kann die Chromatographie im kurzwelligen UV-Licht (Auf-
licht) verfolgen. Eine Verdunkelung des Raumes ist im all-
gemeinen nicht erforderlich. Man trocknet die Platten im
warmen Luftstrom. Die Chromatogramme lassen sich im
UV-Licht (Auflicht) auf Cellophan durchzeichnen.

Zur Chromatographie an nichtmodifizierter Cellulosc siehe

[5].

2. Chromatographie an DEAE-Cellulose

Wie aus den Abb. 2 bis 4 hervorgeht, lassen sich
Nucleotide auf DEAE-Celluloseschichten mit verdiinn-
ter Salzsdure gut trennen.

Die Wanderungsgeschwindigkeit der Verbindungen wird
vor allem bestimmt

a) durch die unterschiedliche negative Ladung von Mo-
no-, Di- und Triphosphaten (Monophosphate wandern
schneller als Diphosphate, diese schneller als Triphos-
phate);

b) durch die unterschiedliche Ionisation der Basen (Ab-
nahme der Wanderungsgeschwindigkeit in der Reihen-
folge Cytosin- > Adenin- > Guanin- > Uracil-Deri-
vate).

Die in Abb. 1 dargestellte Beziehung findet sich also im
Diinnschicht-Chromatogramm wieder.

Besonders bemerkenswert ist die Trennung der Diphos-
phate mit 0,02 bis 0,03 N HCI (Abb. 2 und 3) und der
Triphosphate mit 0,04 N HC! (Abb. 4). Mit keiner an-
deren bisher bekannten Methode kann man unter dhn-
lich primitiven experimentellen Bedingungen in so kurzer
Zeit gleichwertige Trennungen erzielen.

Die mit verdiinnter Salzsdure nicht vollstindig trenn-
baren [*] Adenin- und Cytosin-Derivate gleichen Typs
konnen mit Kochsalzlsung (0,05 bis 0,12 M) getrennt
werden. Die Flecke sind dann weniger scharf begrenzt

[15] Cellulosepulver MN 300 und MN 300 G, Fa. Machery und
Nagel, Diiren.

[16] K.Teichert, E. Mutschler u. H. Rochelmeyer, Dtsch. Apo-
theker-Ztg. 100, 283 (1960).

[t7] E. Stahl, Chemiker-Ztg. 82, 323 (1958).

[*] Zwei (iberlappende Flecke erkennt man am besten im Durch-
licht: UV-Lampe — Schicht — Glas — Schutzbrille — Auge.
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Abb. 2. Dinnschicht-Chromatogramm von Nucleotiden (je 10-2 zMol)
auf DEAE-Cellulose, Laufmittel: 0,02 N HCI. Laufstrecke: 9,2 ¢cm in
40 min.

1= 5-AMP. —2=: ADP. —3 = ATP. — 4= 5-GMP. — 5= 5'-CMP.
~-6=5UMP. —7= GDP. — 8 = CDP. — 9 = UDP. — 10 = GTP. —
11 = CTP. — 12 = UTP.
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Abb. 3. Diinnschicht-Chromatogramm von Nucleotiden (je 10-2 uMol)
auf DEAE-Cellulose. Laufmittel: 0,03 N HCL. Laufstrecke: 8,8 ¢m in
40 min. Numerierung siche Legende zu Abb. 2

Abb. 4. Dinnschicht-Chromatogramm von Nucleosid-triphosphaten
(je 10-2 uMol; Bahn rechts auBlen: je 5:10-2 uMol) auf DEAE-Cellulose.
Laufmittel: 0,04 N HCI. Laufstrecke: 12,8 cm in 100 min. Numerierung
siehe Legende zu Abb. 2
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als bei der Chromatographie mit verdiinnter Saure. Al-
kalische PufferlGsungen ergeben keine gute Trennung
der Mononucleotide.

Bei der Chromatographie von ATP mit 0,03 N HCI
an DEAE-Cellulosc liegt die untere Nachweisgrenze
bei etwa 5-10~4 uMol. Man beleuchtet die Schicht mit
kurzwelligem (etwa 260 my) UV-Licht [*] in einem voll-
stindig verdunkelten Raum. Beim Nachweis groBerer
Mengen ist eine Verdunkelung nicht erforderlich. Man
hilt die UV-Lampe so dicht {iber das Chromatogramm,
daB ein Teil des Tageslichtes abgehalten wird. Adenin-,
Cytosin- und Uracil-Verbindungen erscheinen als dun-
kelblaue, Guanin-Verbindungen als heliblau-fluores-
zierende Flecke. Besonders leicht erkennt man Spuren
GMP in GDP-Losungen und Spuren GDP in GTP-L6-
sungen (vgl. Abb, 2 und 3).

DEAE-Cellulose eignet sich auch fiir Trennungen im
mikropriparativen MafBstab. Das in Abb., 5 wieder-
gegebene Chromatogramm enthielt an den drei Start-
punkten (von links nach rechts) etwa 0,8; 1,4 und 2 uMol
eines Gemisches aus ADP und ATP (Molverhiltnis
1:1). Die vollstindige Trennung der beiden Komponen-
ten gelingt mit 0,03 N HCl in 80 bis 100 min.

el

Abb. 5. Mikropriparatives Diinnschicht-Chromatogramm von ADP
und ATP auf DEAE-Cellulose. Laufmittel: 0,03 N HCI. Laufstrecke:
11,7 cm in 90 min. Aufgetragen wurden: links je 0,4 pMol. Mitte je
0,7 uMol, rechts je 1 uMol ADP und ATP. Ungefihre Fliche der
Startflecke (UV-absorbierende Zonen) von links nach rechts: 1-1 cm?;
1,5-1,5 cm2; 2,5:1,5 cm2 (Breite: Hdhe). Die Front des ADP-Flecks liegt
im Bereich einer im UV-Licht sichtbaren Zone, die man bei der Chro-
matographie mit verdiinater Sdure hiufig auf DEAE- und ECTEOLA-
Celluloseschichten beobachtet, Ihre Wanderungsgeschwindigkeit steigt
mit zunehmender S&urekonzentration. Die Trennungen werden hier-
durch nicht beeintrachtigt.

Ein iibliches Papierchromatogramm 1408t sich nicht mit
1Mol Nucleotid/Startfleck beladen. Fine Uberschlags-
rechnung zeigt, daB man im Diinnschicht-Chromato-
gramm an 20- 20 cm2 DEAE-Cellulose etwa 2 mg ADP
von 2 mg ATP trennen kann. Die Flecke kénnen mit
einem Skalpell abgekratzt und die Nucleotide beispiels-
weise mit 0,2 N HCI eluiert werden.

Analytische Mengen (10~2 uMol und weniger) ADP und
ATP lassen sich in 7 bis 10 min vollstindig trennen.

[*] Z. B. Mineralight-Lampe der Ultraviolet Products, Inc., San
Gabriel, Calif., USA.

Angew. Chem. | 74. Jahrg. 1962 [ Nr. 14

Rye-Werte zeigt Tabelle 1. Beachtenswert sind beson-
ders die groBen Unterschiede in den Rg-Werten der Di-
und Triphosphate mit 0,02 N und 0,03 N HCI als Lauf-
mittel.

Verbi Laufmittel

erbindung | | NHCI | 0,02 N HCI| 0,03 N HCI | 0,04 N HCI
S'-AMP 0,45 0,65
ADP 024 0,48 0,68
ATP 0,06 o1l 0,20 0,56
S-GMP 0,36 0,60 0.5
GDP 0,09 027 0,51
GTP 0,05 0,07 0,14 0,41
5.CMP 0,46 0,65
cDP 0,31 0,53
cTP 0,09 0,13 0,31 0,64
S-UMP 0,31 0,49
uDP 0,07 0,15 0.25
UTP 0,04 0,04 0,08 0,18

Tabelle 1. Rg-Werte von Nucleotiden an DEAE-Cellulose
(Diinnschicht-Chromatogramm; 10-2 p.Mol/Startfleck)

3. Chromatographie an ECTEOLA-Cellulose

Auch an ECTEOLA-Celluloseschichten sind verdiinnte
Sduren fir die Chromatographie von Mononucleo-
tiden besser geeignet als neutrale Salzlésungen [3]
oder alkalische Pufferlosungen. Die Unterschiede ge-
geniiber der Chromatographie an DEAE-Cellulose sind
verhiltnismafig gering. Eine Trennung der Triphos-
phate kann mit 0,06 N HCl in ctwa 60 min erreicht wer-
den. Das Chromatogramm entspricht dem Chromato-
gramm an DEAE-Cellulose (Abb. 4). Wihrend CTP,
GTP und UTP oder ATP, GTP und UTP vollstindig
getrennt werden, lassen sich CTP und ATP — wie
an DEAE-Cellulose — nur teilweise treanen. Die voll-
stindige Trennung gelingt mit verdiinnter Kochsalzl6-
sung [3], und dies gilt auch fiir die entsprechenden Di-
und Monophosphate.

Die Laufstrecken der Nucleotide hingen bei der Chro-
matographie mit Salzsdure gemidB Abb. 1 von der
Art der Nucleobase ab. Die fiir gleiche Laufstrecken
benostigten Laufzeiten sind an ECTEOLA - Cellulose
kiirzer als an DEAE-Cellulose. Beispielsweise wird ein
Gemisch aus je 1072 yuMol ADP und ATP an
ECTEOLA-Cellulose mit 0,05 bis 0,07 N HCI in nur
4 bis 5 min vollstindig getrennt. Mit keiner anderen
Methode kann man in so kurzer Zeit diese chemisch
duflerst dhnlichen Substanzen trennen. Die Papier-
chromatographie bendtigt 15 bis 20 Stunden; auch eine
elektrophoretische Trennung dauert mehrere Stunden.

4. Chromatographie an nichtmodifizierter Cellulose

Da man bei der Diinnschicht-Chromatographie an
nichtmodifizierter Cellulose [15] im allgemeinen die
gleichen Laufmittel verwenden kann wie in der Papier-
chromatographie, ist ein Vergleich der beiden Me-
thoden [5] moglich. Unter gleichen Bedingungen sind
die Flecke im Diinnschicht-Chromatogramm wesent-
lich kleiner und schirfer begrenzt als auf dem Pa-
pier [5] (vgl. Abb. 6 und 7).
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Ionenaustauscher-Schichten sind jedoch bei der Chro-
matographie der Nucleotide einfachen Celluloseschich-
ten cindeutig iiberlegen.

Nucleobasen und Nucleoside lassen sich an Schich-
ten aus nichtmodifizierter Cellulose wie in der Papier-

TATO5 €,

Abb. 6. Diinnschicht-Chromatogramm von Nucleotiden [5] auf Cellu-
lose MN 300 G [15]. Laufmittel: gesdttigte Ammoniumsulfatlésung /
1 M Natriumacetatldsung / Isopropanol 80:18:2 (v/v) {18]. Laufstrecke:
10 cm in etwa 90 min.

| = 3-AMP. — 2 = 2'-AMP. — 3 = 3-GMP. — 4= 2-GMP. — § =
2’-und 3-CMP. — 6 = 2’-und 3’-UMP. — 7= 5-AMP. — 8 = ADP. --
9 == ATP.

[18] R. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 49, 401 (1951).

ZUSCHRIFTEN

chromatographie [19] mit destilliertem Wasser oder
verdiinnten Salzlosungen trennen [4, 5]. Auch an DEAE-
und ECTEOLA-Cellulose-Schichten gelingt die Tren-
nung mit wéBrigen Laufmitteln. Man beobachtet eine
bemerkenswerte Ubereinstimmung der Rg-Werte [3]
von Verfahren zu Verfahren.

e

N+ O

Abb. 7. Papierchromatogramm von Nucleotiden unter gleichen Be-
dingungen wie das Dilnnschicht-Chromatogramm der Abb. 6 [S].
Papier: 2043b (Schleicher und Schill). Laufstrecke: 10 cm in etwa
130 min. Numerierung siche Legende zu Abb. 6

Prof. Dr. F. Cramer bin ich fiir sein Interesse und die
grofziigige Forderung dieser Arbeit zu grofiem Dank
verpflichtet,

Eingegangen am 2, Mirz 1962 [A 195]

[19] C.Tamm, H. S. Shapiro, R. Lipshitz u. E. Chargaff, J. biol.
Chemistry 203, 673 (1953).

Vitamin-E-Chinon-nickel(0)-cyclooctadien(1,5)
Von Dr. G. N. Schrauzer und Dipl.-Chem. H.Thyret [1]

Institut fiir Anorganische Chemic der Universitat Miinchen

Im Rahmen unserer Arbeiten [2] fanden wir, daB Vitamin-E-
chinon mit Nickelcarbony! bei 70- 80 °C in Gegenwart von
iiberschiissigem Cyclooctadien(1.5) den Nickel(0)-,,Sand-
wich*‘-Komplex I ergibt. Vitamin-E-chinon-Ni(0)-cycloocta-
dien (1.5) wurde als ticfrotes, bis 150 °C bestidndiges, hoch-
viscoses Ol isoliert. Seine Struktur (1) folgt cindcutig aus
der Analyse und den IR-, UV- und H!-NMR-Spektren.
So verschiebt sich die C=0-Bande des Tocochinons bei
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der Komplexbildung um 114 cm~! von 1647 nach 1533 cm™!
und es treten fiir das symmetrisch w-komplexgebundene
Cyclooctadien(1.5) charakteristische Banden bei 779, 824
und 860 cm ! auf. Das UV-Spektrum ist dem des Cyclo-
octadien(l.5)-Ni(0)-durochinons sehr dhnlich. Im Protonen-
resonanz-Spektrum liegt das Signal der vier olefinischen Pro-
tonen des w-gebundenen Cyclooctadiens bei v = 2,28, wih-
rend das der aliphatischen Protonen des Diens bei T — 1,90
(40 mHz) auftritt. Der iibrige Teil des NMR-Spektrums ist
dem des d.l-a-Tocochinons sehr dhnlich. Die lingere Zeit luft-
stabile Verbindung ist in Benzol, halogenierten Kohlenwas-
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serstoffen, Alkoholen, Athern und in Aceton léslich und in
Wasser unldslich. Es handelt sich um den ersten definierten
n-Komplex eines Ubergangsmetalls mit einem Naturstoff,
der z. B. im Hinblick auf die mdgliche Cancerogenitiat des
Nickels interessante physiologische Untersuchungen ver-

spricht.
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[1] 4. Mitteilung iiber Komplexe vom Typ des Bis-durochinon-
nickel(0); 3. Mitt.: G. N. Schrauzer u. H.Thyret, Z. Naturforsch.
176, 73 (1962).

[2]1 G. N. Schrauzer u. H.Thyret, J. Amer. chem. Soc. 82, 6420
(1960); Z. Naturforsch. /65, 353 (1961). — Bei der Reaktion von
d,l-z-Tocochinon mit Nickelcarbonyl entstehen paramagnetische,
salzartige, unldsliche Verbindungen, in denen das Nickel dhnlich
wie im Reaktionsprodukt von p-Benzochinon mit Nickelcarbonyl
zweiwertig ist.

Explosion durch Tropylium-perchlorat
Von Dr. P. G. Ferrini und PD. Dr. A. Marxer
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Bei einer schweren Explosion von Tropylium-perchlorat wur-
den ein Chemiker schwer und ein Laborant lebensgefdhrlich
verletzt. Tropylium-perchlorat ist in der Literatur wiederholt
beschrieben worden und wird oft als Ausgangsmaterial zu
Synthesen herangeczogen. Nach dem normalen Verlauf von
Reaktionen im 0,1 Mol-Ansatz wurden gréBere Mengen
(80 g) durch einen Pulvertrichter in einen Rundkolben abge-
fijllt. Die im Pulvertrichter aufgehidufte Substanz sollte mit
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