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Note 
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SBulenchromatographie von 5’-Nukleotiden am Anionenaustauscher Sepha- 
dex A-25 mit einem Lineargradienten aus Ammoniumbicarbonat und Ammo- 
niumcarbamat 

. 

in einer iriifleren Mitteilun g’ bcrichteten wir fiber eine einl:,lche und schnelle 
Methode zur Trennuns van S’-Nukfeotiden an &III Anionenatlsrauscl~er DEAE- 
Sepfxtdes A-25 mit Hiffe sines LiCf-Lineargradienten. Zur Weitervsrarbeitung Jet- 
Efuatfraktionen muss jedosh eine Entsalzung durchpefiihrt werden. Diese erti~fst 
nach deni Autirtyen der Prober1 auf Diinnscf~icf~ten durch Einfegen der Pfatten in 
Methno12. Die Entfernung griisserer LiCf-Men~en durcfl Befxmdiung der Frak- 
tioncn niit ZnSO, (ref’. 3) stiisst aber aufm Schwierigkciten’. Van Nachteif bei dieser 
Metflode ist such die erl~~rderfichc Bcfreiung dcs zu chromato~_rttphiercnden Nukfeo- 
tidgemiscks van Purin- und Pyrimidinbasen und ihren Nukfeosiden. Bei dcr Anafyse 
\-on biofogischen Proben k;iinncn wir die Fraktion der Y-Nukfeotide durch Siiufen- 
cfiromttto~rapfiie an Sephades G-10 ge~vinncn5-‘. wit der \vir Bash umi Nukfeosidc 
trennen. oder wir miissen eine Vortrennuncr’ =’ durch Ligaiide~itlUst3ii~cfichromuto- 
grapfiie’ vorscfiaftem 

Whschenswert erschien daher die Entwickfun~ eincr Merhode dcr Trennuny . 
VW Y-Nukfeotidrn. die den durch die Vortrennung bedingten- separttten Arbeits- 
gang ~ern~ridst, und bei der die umstiindfiche Entsttfzung der Probcn entftifft. 

Die vorgestsffte Methode erfiillt bei Beibehaftun~ der prinzipirffen Vorwilc 

der Gradientenefution nlit LiCf diese Forderungcn. III einrni Arbeitsgang crlblgt _ 
zuniiclist einc Vc~rfrr~ktionierungin~ dcr Geniische mit aqua bidcst. tmd dtmn die 
Efution mit einem Lineargmdienten aus (_NH,HCO, -f- NH,COONf&) bei eineni pH- 
Wet-t van 7-9. Die Efutttlktktionen werdrn ofme EntsafzlIngsprozedllr nach Einrngcn 
irn Rotrttionsverdatnpf%r bei 30” sotbrt der Diinnschicf~tcf~romatograf~hie zugefiiftrt. 

Bicarbontltpuft~r-Grarticrlrtrt \vurden zur Trennynp v-011 einzcfnen Nukfeotiden 
an DEAE-Ceffulose benutzt”‘. 

hlATERlAL UND klETHODEN 

Die Adsorbenzien und Cfwnikafien wurden van fofgenden Firmen bezogen : 
DEAE-Sephades A-25 (Pharmacia, Uppsafa, Schweden): Ceffufosepufver XIN 300 
UVIsJ (Cellulose mit Ffuorcszenzindikatorr Macherry. Nagef CQ Co.. Diiren. B.R.D.): 
Cellulose-lonenaustauscf~er PEI-TLC (mit Pofy5thyfenin~in imprr?gnierte Cellulose: 
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Serva, Heidelberg, B-R-D.): Nukleotide, Nukleotidzucker. Nukleoside, Purine und 
Pyrimidine (C_ F_ Boehringer, l’vlannheim, B-R-D_: Serva. Heidelberg, B-R-D_: 
Feral, Berlin, B-R-D_; Sigma, St_ Louis, MO., U5A.r Calbiochem, Luzern, Schweiz; 
Re:mal, Budapest, Ungarnr VEB Arzneimittel\\erk, Dresden. D-D-R.): (NH,HCO, + 
N H,COON H,) (POCH, Polen). 

Der _Anionenaustauscher DEAE-Sephttdex A-25 (Kapazitlt 3.5 5 0.5 AquivJ 
,r: PttrtikelgrBsse 40-120 fern) wurde zur ;iquilibrierung 2 h mit 200 ml 0.07 ill 
(NH,HCO, -f- NH,COONH,)-LWmg geriihrt, nach dem FfilIen der SSule wurde mit 
50 ml derselben L&ung gespiilt und schliesslich wurde rnit aqua bidest. neutral ge- 
wsschen_ Diese Arbeitsoperationen Lvurden bei einer Durchtlussgeschwindigkeit van 
42 mI/h durchgefuhrt_ Der Austauscher kann mit O-5 M NaOH reseneriert werden_ 

DurchschnittIich wurden 0.1-1.0 yklol der Reinsubstanzen chromatogra- 
phiert_ In diesem Konzentrationsbereich smd die Fraktogramme praktisch identisch- 
Die StolI+iische der authentischen Substanzen \\ urden an einer Sephades-Siiule 
Kg;60 (60 :’ O-9 cm) bei Zimmertcmperatur getrennt. Nxh einer vor~eschalteten 
Elution mit aqua bidest. wurde mit einem Lineargradienten aus 600 ml 0.3 Jl 
(NH,HCO, -+ NH,COONH,)[600 ml aqua bidest. eluiert. Die Pumpgeschwindigkcit 
berrug konstant 32 mljh_ 

Die Trttnsmission wurde im Durchtlussphotometer Uvicord II (LKB) bei 2% 
nm gemessen_ Die Eluatfraktionen wurden bei konstanter Elutionsgeschwindigkcit 
in Abstznden \-on 15 min tiut-gefangen ( UltroRac-Frrtktioncnsnmmler, LKB). Die 
Fraktionen wurdee im Rotzrtionsverdampfr (30’) eingeengt, aufdetiniertcs Volumen 
gebracht und der Dt?nnschichtchromatogrLtphie’ zugeflhrt. 

Die Verbindungen wurden anhand ihrer Absorptionsspektren ( Bcckman- 
Spektrophotometer DB-G) und durch Diinnscl~icl~tchrom~~ogaphie auf PEl-Cel- 
lulose-Schichtcn (ein- und z\ieidimensionzlle Gradientenentwicklung), DEAE-Cellu- 
lose und MN 300 UV2,,-Cellulose mit verschiedenen mobilen P&en identifiziert’_ 
Durch diesr !Mrthoden ist zugieich eine Trennuns der sz?ulenchromato~raphiscIl 
nicht oder schlecht getrennten Subsranzen m8gIich. Die Verbindungen werden auf 
den Diinnschichten im UV-Licht bei 253 nm (Quarzltlmpe “FIlmtest Universal”, 
Ori$naI Hanau. B.R.D.) Iokalisiert. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Elutionsk-alumina (If,) van 353 Verbindungen sind in der Tabelk 1 zu- 
sammengestelIt_ Der relative Fehler der Pi.-Wertbes%mmung lag bei 2-30/:;_ Die 
Gesamtanalysenzeit betriigt 21 11. Die Strtbilkit der Pyrophosphatbindungen er- 
scheint unter den gewr?hIten Trennbedingungen ge\xt?hrIeistet_ Purin- und Pyrimidin- 
basen und ihre Riboside haben I’,-Werte van < 415 ml und werden vor den Y- 
Nuk!eotiden frtlktioniert_ LedigIich _Xanthin und Santhosin !-aIlen in den Elutions- 
her&h der 5’-NukIeoride_ Mir dem Verthhren kiinnen getrennr kverden: Cytidin. 

Cytidin-Y-mono-. -di- und -rriphosphat ; Cridin, Uridindiphosphat-Glucose, Uridin- 
Y-mono-, -di- und -triphosphat : Thymin, Thynidin, Thynidin-Y-mono- und -di- 
phosphat I Adenin, Adenosin, Adenosin-Y-mono-, -di- und -triphosphat I Guanosin. 
Guanosin-5’-mono-. -di- und -triphosphat: Hyposanthin, Inosin, lnosin-Y-mono-, 
-di- und -triphosphat: Xanthin, Xanthosin und Xanthosin-Y-monophosphrrt. Wih- 
rend im Falie van Adenosin, Inosin und Xanthosin das Rihosid und sein N-heterozy- 
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TABELLE I 

kliscl~er fiestandteil gut voneinander getrennt werden, ist da?; in1 Fttlle van Cytictin, 

Uridin, Thymidin und Guunosin nicbt mdglich. Zu ihrer Trennung eignet sich dir 

\on uns beschriebene”-Ii S~ttltlnchromato~r~tpliie wn Nukleinsiittrebattsteinen an 
Stpliades G-IO, das fi.ir dit a genannten Stofl‘pxwe van N-Heterozvklus und Ribosid 

ein hohes Aufliisttngs\ermiigeri besitzt. Die Fig. 1 zeigt die Trennunz van 20 Ver- 
bindungen bei Verwendung \-on 1-O :rMol pro Substtlnz_ FMN wurde \vegen Jer 
esakten Reproduzierbarkeit seines P,- Wrrtes und seiner Gelbfiirbung als Marker- 
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substanz v-er\vcndet_ Nicht odcr nur unvollstr?ndi g gclingt die Trennung der liQ3&en 
Verbindungen: C~tidin-5’-tripl~ospl~~~t-Guunosin-5’-mo~~ophosphat-uridi~~-~’-dipl~o?;- 
pbat und Adenosin-5’-diphosphttt-lnosin-5’-t~~~t~~~p~~~spl~~tt_ 

Die \ot-gestelltr hlethode _ ~vst;lttet tine relativ SCflIiClIC Trcnnung van Y- 
Nukleotiden (h!lono-, Di- und Triplm.sphatcn) syntbetischcr o&r biologischer Her- 
kunli_ Vorfra~tionierun~sn nlit scparatcr Metbodik aml Erl~salzung cntMlen_ Das 

V’ertXmm wird zur Zeit fiir die quantitntivc Restimn:un= cr van Pool-C(omponcntcn und 
AusscI~eidun~prodttkten der ktvinogenen Hefe Cmrdih ~uiIii~~~~~loltiliiii erprolx Das 
bei der Fraktionierun~ der Nz?hrliisun= ‘I van Eisenman~_el~ultursn” stiircndc Ribo- 
fhvin \\ird vollst5ndig in den ersten Fraktionen eluicrt. Riboflavin, FUN und FAD 
kiinnen rnit der Methode getrennt und quantitatiu hestimmt \\-erdenI”_ 
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