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Neue dihydroxyboryl-substituierte Polymere zur 
saulenchromatographischen Trennung von 
Ribonucleosid-/Desox yribonucleosid-Gemischen'**l 

Von Herhert Scliott''' 

Zur Trennung von Gemischen aus Ribo- und Desoxy- 
ribonucleinsaure-Hausteinen durch Papierchromatogra- 
phie oder Elektrophoresc wird die Komplexbildung von 
Horsaure mit cis-Glykolgruppcn genutztl'! Dieses Prinzip 
ist inzwischen auch zur saulenchromatographischen Trcn- 
nung dieser Gemische im analytischen MalJstab an 
Borsauretr%gern'*] verwendet worden. 

_ _ _ _  
[*I Dr. H. Schott 

Institut fur Biologie 111 
Universitat Freiburg 
Schanzlestrak 9- 11 

[**I D i e s  Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemcinschart 
unterstiitzt. 

Fur prlparative Trennungcn erscheinen jcdoch dihydro- 
xyboryl-substituierte Polymere (,,Borsauregele"), die aus 
polymerisationsfahigen Borsaurc-Derivaten synthetisiert 
werdcn, geeigneter als Borsluretrager, denn Borsauregele 
konnen im Gegensatz zu Borsiiuretragcrn prinzipiell 
mit beliebig g r o k n  AusschluDgrenzen und bedeutend 
hiiherem Gehalt an Borslureresten dargestellt werden. 

Bisher war die Synthese der Hor~aurege lc~~ '  aufwendig, 
und es ist unklar. ob sich diesc Gele m r  Trennung von 
Nuclcinslure-Baustcinen eignen. Wir haben einen cin- 
fachcn Weg zur Darstellung von Horsauregelen aus- 
gcarbeitet und deren Trcnnwirkung an Ribonucleosid- 
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Dcsoxyribonucleosid-Gemischen untcrsucht. m-Amino- 
bcnzolborsiiurc wird mit McthacrylsBurechlorid zu einem 
polynicrisationsfahigen Borsiurederivat (I)  umgcsetzt. 
Dicscr Monomcrbaustein copolymerisiert radikalisch rnit 
Tetramcthylen-dimethacrylat zu einem vernetztcn Bor- 
siiuregel. Durch Variation der Monomer- und Vernetzer- 
konientration wird es moglich, sowohl die AusschluR- 
grcnzcn der Borsiuregcle als auch dcn Einbau von Bor- 
siiurercstcn und damit die TrcnnkapazitBt wcitgchcnd xu 
Lariicren. 
Zur Trennung von ca. 1 mg cines Ribonucleosid-iDesoxy- 
ribonuclcosid-Gemisches werden maximal ca. 200 mg 
Borsauregcl benotigt. Das Elutionsprofil (Abb. 1) diescr 
Trennung zeigt, daB nicht nur einc quantitative Auftren- 
nung von Ribonucleosiden und Dcsoxyribonucleosiden 
erfolgt, sondern daR bcidc Gruppcn vermutlich auch 
in Purin- und Pyrimidinkomponentcn zerlegt werden. 

bl 
i 
I a1 

Abb. 1. Siiulenchromatographische Trennung einer Mischung aus 
Uridin, Cytidin. Guanosin, Adenosin und den analogen Desoxy- 
ribonucleosiden an einem Borsauregel bei 4". Fraktion I :  0.1-proz. 
NH,OH, pH= 10.5; Fraktion 11: H,O, pH=5.8. a)  Elutionsprohl 
bei 280 nm gemcssen. b) Extinktion der erhaltenen Fraktionen bci 
254 nm. (Einzclheiten s. Text.) 

Saulcnchromatographische Trennungen von Ribonu- 
clcosid-/Desoxyribonucleosid-Gemischen wurden bisher 
nur in nicht fliichtigen Salzpuffern durchgefuhrt. An den 
hier beschriebenen Borsauregelen sind Trennungen bc- 
reits in 0.1-proz. wBDrigem NH,OH moglich; somit 
entfallt ein Entsalzen der isolierten Nucleosidc, was 
geradc die priiparativc Trennung bedcutend erleichtcrt. 

Arheitsrorschrift : 

Synthcse des Borsaure-Derivates ( I  J : 1.5 g kauflichcs 
His(m-dihydroxyborylanilinium)sulfat (m-Aminobenzol- 
borsaure-hemisulfat) werden in 20 ml Wasser gclost. mit 
NaOH neutralisicrt iind anschlieBend im Vakuum zur 
Trockne eingeengt. Man lost dcn Riickstand in 50 ml 
Dioxan und filtriert ungelostes Na,SO, ab. Die klare 
Losung wird im Vakuum auf ca. 5 ml cingeengt, mit 40 ml 
wasserfreiem Dioxan und 5 ml wasserfreiem Trigthylamin 
versetzt und bis 7ur Bildung einer klaren Losung kurzc 
Zeit auf 50'C erwarmt. Zur warmcn Liisung gibt man 
auf einmal 5 ml Methacrylsiiurechlorid und kuhlt an- 
schlieRend im Eisbad. Nach kurzer Zcit fallt TriPthyl- 
ammoniumchlorid aus, das nach 12 Std. Stehen bci 
Kaumtemperatur abgesaugt wird. Man engt die klare 
gelbe Liisung im Vakuum auf 3-5  ml ein und lost dcn 
entstandcncn Sirup in 15 ml DioxaniAthanol (1 :I). 

Polymerisation: Man gibt zur obigen Liisung 3 ml Te- 
tramethylendimethacrylat und 0.5 g a,cr'-Azo-isobuttcr- 
sluredinitril und schmilzt dic vorher schwach erwlrmte 
Losung in eine Glasampullc ein. Nach 24 Std. Stehen bci 
55 "C ist ein fester Gelblock entstandcn, der gcmorsert, 
ausgesiebt und anschlieDend durch Extraktion im Kut- 
scher-Steudel-Apparat mit technischem Athanol von un- 
vernetzten Anteilen befreit wird. Man erhalt nach dcm 
Trocknen 5 g (10 m1)eines schwach gclben, harten Polymer- 
pulvers. Vor der Saulenfiillung lPRt man die Gcsamt- 
mcnge des Polymerpulvers ca. 5 Std. in 5-proz. wiinrigcm 
Aceton quellen und crhdt 30 ml Gelsuspension. 

Chromatographie: Die Trennwirkung der SIule wurde 
zunachst an Ufl-, A/dA- und C/dC-Gemischen erprobt 
und anschlieRend rnit folgcnder Mischung allcr vier 
Ribonucleoside und Desoxyribonuclcosidc gctestet : a) 
Desoxyribonucleoside: 60 mg Thymidin, 44 mg Desoxy- 
adenosin, 25 mg Desoxyguanosin und 63 mg Desoxy- 
cytidin in 15 ml H,O gelijst ; E,,, = 282. b) Ribonucleosidc: 
60 mg Uridin, 41 mg Adcnosin, 16 mg Guanosin und 
52 mg Cytidin in 13 ml H,O geltist; Ezxo = 248. 0.5 ml 
der Dcsoxyribonucleosid- und 1.5 ml der Ribonucleosid- 
Losung wurden auf eine rnit BorsBuregel gefulltc SHule 
(1012 cm) gegeben und bei 4°C und einer Laufgeschwindig- 
keit von 68 ml/Std. zuerst mit 270 ml 0.1-proz. waljrigem 
NH,OH (pH=10.5), anschlieRend rnit 900 ml Wasscr 
(pH = 5.8) cluiert. Das bei 280 nm ausgcmcssenc Elutions- 
profil ist in Abbildung 1 a wiedergegeben; Abbildung 1 b 
zeigt als Kontrollc die bei 254 nm automatisch registrierte 
Extinktion dcr einzelncn Fraktionen dcs glcichen Laufs. 
Aliquote dcr vercini_gtcn Fraktionen (I und 11) wurdcn 
papicrchromatographisch im Boratsystcm[il charakteri- 
siert. Fraktion I enthalt praktisch ausschlicljlich Dcsosy- 
ribonucleoside (142 OD,,,,-Einheitcn), wahrend die Ri- 
bonucleoside (341 OD,,,-Einheiten) in Fraktion 11 ent- 
haltcn sind. Die Elution dcr Kibonuclcosidc wird durch 
pH-Erniedrigung (z. B. H,O, pH = 5.8) stark beschleunigt, 
da bei niedrigem pH-Wert der Borsaurekomplcx instabil 
wird. 
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Beeinflussung der Bindungsstarken im hiridin und 
Oxiran durch Protonierung['] 

Von WowDieter Stohrer und Rnald Hofmannl'l 

Die Bindungsstarken und die gesamte Gleichgewichts- 
struktur von Cyclopropanen sollten durch Substituenten, 
die als n-Acceptoren oder n-Donoren wirken, beeinfluDt 
~ e r d e n [ , . ~ ] .  Wir haben jetzt gefunden, daR die C-C-Bin-  
dung in Oxiranen und Aziridinen durch Protonierung oder 
sonstige koordinative Bindung des einsamen Elektronen- 
paares am Heteroatom verstlrkt werden sollte. 

So wachst durch Protonierung des Aziridins ( 1 )  der Wert 
fur das ,,overlap population" der C-C-Bindung nach einer 

[*] Dr. W.-D. Stohrcr [**I und Prof. Dr. Roald Hoffmann 
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