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Es wird ein chromatographisches System beschrieben, das
eine Trennung von Nukleosiden auf Grund der Wechselwirkungen
zwischen komplementéren Purin- und Pyrimidinbasen erlaubt.
Wenn man Nukleosidgemische in gepufferter wifliriger Lésung
ein Chromatographierohr durchstrémen lia8t, das mit einem
unldslichen Harz beschickt ist, an das zahlreiche Molekiile einer
Purin- oder Pyrimidinbase kovalent gebunden sind, werden ver-
schiedene Nukleoside vom Séulenmaterial verschieden stark
zuriickgehalten und dadurch voneinander getrennt. Die beoh-
achteten Retentionen lassen sich durch die Ausbildung inter-
molekularer Komplexe zwischen den am Harz fixierten und den
in der mobilen Phase chromatographierten Basen -— &hnlich
der Basenpaarung im DNA-Doppelhelix-Modell — erklédren.

A chromatographic system is described which will separate
nucleosides on account of interactions between complementary
purine and pyrimidine bases. Columns were prepared from a
granular resin to which numerous molecules of a purine or a
pyrimidine base had been bound covalently. 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 chromatographed in the mobile phase,

1 Vorlaufige Mitt.: H. Tuppy und E. Kiichler, Biochim. Biophys. Acta
[Amsterdam] 80, 669 (1964).
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in analogy to the pairing of bases in the two-stranded DNA
molecule.

Das von Watson und Crick? entworfene und heute allgemein aner-
kannte Modell der DNA-Struktur* ist durch spezifische Wechselwir-
kungen zwischen purin- und pyrimidinhaltigen Nukleotiden in zwei
miteinander gepaarten Polynukleotidstrangen gekennzeichnet; jede
Purinbase (Adenin bzw. Guanin) ist jeweils mit einer , komplementéren
Pyrimidinbase (Thymin bzw. Cytosin) durch zwei oder drei Wasserstoff-
bindungen verkniipft®. Das Auftreten spezifischer Wechselwirkungen
zwischen Purinen und Pyrimidinen ist jedoch nicht auf DN A beschrénkt.
Rich und Dawvies* beobachteten beim Mischen wéfriger Losungen von
Polyadenylsdure und Polyuridylsdure eine auf Basenpaarung zwischen
Adenin und Uracil beruhende Entstehung von Polyadenyl-—Polyuridyl-
sdure-Doppelschrauben, die mit einer Abnahme der Ultraviolett-Ex-
tinktion bei 260 mp verbunden war. Hypochrome Effekte wurden
spater auch bei der Vereinigung anderer, komplementire Basen ent-
haltender Polynukleotide gefunden? . Wenn wifirige Losungen von
Nukleosiden oder Nukleotiden miteinander gemischt wurden, traten bei
260 mp. keine hypochromen Effekte auf? 8, wohl aber stellten Basu
und Lok beim Zusammenbringen von Thymidin und Adenosin in 70proz.
walriger Glukose-Losung geringe Abweichungen von der Additivitat
der Extinktionen im Wellenlingenbereich zwischen 320 und 410 mp
fest®. Roéntgenstrukturuntersuchungen homogener Mischkristalle von
Purin- und Pyrimidinderivaten haben erwiesen, daf die komplemen-
tiren Basen im Kristallgitter paarweise aneinandergelagert sind; bei
Derivaten des Guanins und Cytosins entsprach die Art der Wasserstoff-
briickenbildung zwischen den Basen der von Pauling und Corey fiir
DNA vorgeschlagenen10-1%, wihrend in der Adenin—Thymin- (bzw.

* DNA = Deoxy-ribonukleinsdure.
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—Uracil-) Reihe andersartige, obgleich ebenfalls auf Wasserstoffbin-
dungen beruhende Konfigurationen angetroffen wurden3-15,

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wechselwirkungen zwischen
den Purin- und Pyrimidinbasen von Nukleosiden in einem chromato-
graphischen System untersucht und zu Nukleosid-Trennungen ver-
wertet. Besonderes Interesse galt der Frage, inwieweit an den chromato-
graphischen Trenneffekten Wasserstoffbindungen zwischen komple-
mentdren Basen beteiligh sind.

Material und Methoden

Amberlite-OG 60-Hydrazid. Amberlite-CG 50/I1 (Serva Entwicklungslabor,
Heidelberg) wurde nach den Angaben von Grubhofer und Schleith® gereinigt,
getrocknet und zur Umwandlung seiner Carboxyl- in Sdurechloridgruppen
mit Thionylchlorid und Pyridin 4 Tage unter RiickfluB zum Sieden erhitzt.
Einer Chloridbestimmung?!? zufolge wurden dabei 909, der Carboxylgruppen
des Amberlite in die Saurechloridform tbergefiihrt. Das mit absol. Toluol
gewaschene und von Ldsungsmittel befreite Harz (19 g) wurde sodann vor-
sichtig mit wasserfreiem Hydrazin (100 g) iibergossen und nach Beendigung
der anféinglich sehr heftigen Reaktion unter AusschluB von Luftfeuchtigkeit
24 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Das Amberlite-CG 50-Hydrazid wurde
nach Abfiltrieren und Waschen mit Wasser im Exsikkator iiber konz. Schwefel-
séure getrocknet. Aus dem Ergebnis einer Stickstoffbestimmung nach Dumas
(N 23,73%,) ging hervor, daB 929 der Carboxylgruppen des Austauscher-
harzes in Saurehydrazidgruppen verwandelt worden waren.

»nAdenosin-Amberlite’*. Fir die Umwandlung von Adenosin in Adenin-
N¢-hydroxymethyl-diglykolaldehyd und fiir dessen Bindung an Amberlite-
CG 50-Hydrazid kamen die Methoden von Khym und Cokn® und Zachaw
et al.l® in modifizierter Form zur Anwendung. Adenosin (1,25 g) wurde in
0,1 m-Essigsdure—Natriumacetat- Puffer, pH 3,8 (110 ml), geldst, mit 0,1 m-
Natriumperjodat-Losung (62,5 ml) versetzt und 20 Min. bei Raumtemp.
stehen gelassen. Zur Reduktion des dabei entstandenen Jodats wurden jo
50 ml m-Natriumthiosulfatldsung und #-Essigséiure hinzugefiigt. Brachte man
nun Amberlite-Hydrazid (3,05 g) in die Losung ein und rithrte sie bei Zimmer-
temp., so lief sich der Verlauf der Chemisorption des Adeninderivats durch
Messung der Extinktionsabnahme der Lésung bei 260 my einfach verfolgen.
Nach 3% Stdn. waren 909, des Purins vom Amberlite-Hydrazid aufgenommen
und 15,2%, der Séiurehydrazidgruppen mit Adeninresten besetzt. Der ,,Adeno-
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sin-Amberlite’ wurde abfiltriert, mit 0,1m-Essigsdure—Natriumacetat-Puffer
pH 3,8, dann mit 0,24m-Natriumkakodylat-Puffer, pH 6,8 (0,2m hinsichtlich
der Nat-Konzentration), schliefilich mit 0,01m-Natriumkakodylat-Puffer,
dessen Na+-Konzentration durch Zugabe von NaCl auf 0,2m gebracht worden
war, gewaschen und in letzterem Puffer bei 4° C aufbewahrt.

,» Uridin-Amberlite”™ wurde auf analoge Weise aus perjodat-oxydiertem
Uridin und Amberlite-Hydrazid dargestellt; dabei reagierten 14,99, der
Saurehydrazidgruppen des Harzes mit dem Dialdehyd-derivat des Uracils.

,,Guanosin- Amberlite’’. Wegen der geringen Loslichkeit des Guanosins bei
Raumtemp. mubte von diesem Nukleosid vor seiner Oxydation mit Perjodat
eine ibersédttigte Losung hergestellt werden. Guanosin (1,25 g) wurde mit
0,1m-HEssigsdure—Natriumacetat-Puffer, pH 3,8 (150 ml), erwérmt, bis voll-
stindige Losung eingetreten war, sodann mit Eiswasser rasch auf Zimmer-
temp. abgekithlt und sofort mit 0,1n-NaJOy4 (62,5 ml) versetzt. Die weiteren
Schritte waren die gleichen wie bei der Herstellung von ,,Adenosin-“ und
,,Uridin-Amberlite*. 14,59, der S#urehydrazidgruppen des Harzes nahmen
unter Hydrazonbildung das Dialdehyd-derivat des Guanosins auf.

Sdulenchromatographie. Als Chromatographierohre dienten mit Kiihl-
mantel versehene Glaskapillaren (3 mm ¢, 86 cm lang), deren unteres Ende
zu einer Spitze ausgezogen war. In diese Rohre wurden die Nukleosid-Amber-
lite bzw. Amberlite-Hydrazid, in 0,01m-Kakodylatpuffer pH 6,8 (0,2m Nat)
gequollen und im gleichen Puffer aufgeschlimmt, eingefiillt; eine dichte
Packung des Harzes wurde durch abwechselndes Klopfen der Séule und
vorsichtiges Saugen am unteren Rohrende mit Hilfe einer Wasserstrahl-
pumpe erreicht. Die Fillhohe der Séulen betrug 82 cm. Eine den Kiihlmantel
durchstromende Kuhlflussigkeit hielt die Temperatur konstant auf 5° C.

Die fiir eine chromatographische Trennung eingesetzte Substanzmenge
betrug je Nukleosid 0,04 mg. Die Nukleoside wurden, in insgesamt 0,04 mil
0,01m-Kakodylatpuffer pH 6,8 (0,2m Nat) gelost, auf die Saule aufgebracht
und mit demselben Puffer entwickelt. Die Durchflufigeschwindigkeit betrug
0,25 ml/Stde. Das Eluat wurde in 0,25 ml-Fraktionen gesammelt, deren ge-
naues Volumen durch Wigung und deren Nukleosidgehalt durch Messung
der Extinktionswerte bei 260 und 280 my. in einem Beckman DU Spektral-
photometer unter Verwendung von Mikrokiivetten ermittelt.

Als ein von den Dimensionen der Chromatographiesiiulen unabhéngiges
MaB fiir die Retention der Nukleoside wurde der R-Wert nach Le Rosen 2

ta 14

herangezogen; fy bedeutet die Zeit, in der sich die Molekiile im Mittel in
der mobilen Phase aufhalten, ¢, die Zeit, in der sie an der stationdren Phase
adsorbiert sind. Da das Produkt aus fy und der Strémungsgeschwindigkeit
der mobilen Phase gleich dem Durchbruchsvolumen Vg einer nicht adsor-
bierten Substanz und damit gleich dem Volumen der mobilen Phase in der
mit Harz gefiillten Sdule und da das Produkt aus (ty -+ ta) und der Stro-
mungsgeschwindigkeit gleich dem Elutionsvolumen Vg einer adsorbier-
baren Substanz ist, ist R gleichbedeutend mit Vo/V g. Je stirker die Retention

20 4. L. LeRosen, J. Amer. Chem. Soc. 64, 1905 (1942); ibid. 67, 1683
(1945).



H. 6/1964] Wechselwirkungen zwischen Purin- und Pyrimidinbasen 1681

einer Substanz am Siulenmaterial ist, desto mehr weicht ihr RB-Wert von
1,00 nach unten ab.

Zur Ermittlung von Vo wurden auf die mit Amberlite-Hydrazid gefiillte
Chromatographiesdule 0,08 mg NaF in 0,04 ml Kakodylatpuffer aufgetragen
und mit dem gleichen Puffer eluiert. In einem zweiten Versuch kam als
Elutionsmittel eine mit Kakodylat gepufferte 7m-Harnstofflosung zur An-
wendung. Das Auftreten des Fluorids im Eluat lief sich an der Entférbung
eines Zirkon—Alizarin S-Komplexes erkennen?'. Die Durchbruchsvolumina
waren bei Einsatz beider Elutionsmittel innerhalb der Fehlergrenze gleich.

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Harnstoff auf die Retention
der Nukleoside am S#ulenmaterial wurde sowohl zur Vorbehandlung des
Amberlite vor dem Einfiillen in das Chromatographierohr als auch zur Ent-
wicklung der Chromatogramme ein 0,01m-Kakodylatpuffer, pH 6,8 (0,2m Na™)
verwendet, dem Harnstoff bis zu einer Konzentration von 7m zugesetzt
worden war.

Identifizierung der Nukleoside. Die in den Eluatfraktionen vorhandenen.
Nukleoside wurden direkt durch das fiir sie charakteristische Verhédltnis der
Extinktionen bei 280 und 260 my22 und nach Adsorption an Aktivkohle
und Desorption mit Pyridin—Wasser (2:8, v/¢)?® papierchromatographisch
identifiziert. Zu diesem Zweck lie man sie auf dem Chromatographiepapier
Schleicher & Schiill 2043a absteigend mit Isopropylalkohol——HCL (170 ml
Isopropylalkohol, 41 ml konz. HCl und Wasser ad 250 ml) oder aufsteigend
mit n-Butanol—Wasser—konz. NH4OH (86:14:1, v/v/v) laufen 2* und bediente
sich zu ihrer Lokalisierung der von ihnen bei Bestrahlen der Chromatogramme
mit kurzwelligem Ultraviolettlicht (Analysenlampe Hanau, 254 mp) ver-
ursachten Fluoreszenzloschung 4,

Ergebnisse

Fiir die kovalente Verkniipfung von Nukleinsdurebasen mit einem
fiir chromatographische Versuche als stationdre Phase geeigneten Triger-
material zogen wir die Hydrazonbildung zwischen Polyacrylsdurehydra-
zid (Amberlite-CG 50-Hydrazid) und Purin- bzw. Pyrimidin-hydroxy-
methyl-diglykolaldehyden, die aus Nukleosiden bei der Oxydation mit
Perjodat entstehenl!®, heran. Als Vorbild diente die von Zachou® be-
schriebene Anlagerung von Aminosiureakzeptor-Ribonukleinsiure, in
deren terminale Nukleosidgruppierung durch Behandeln mit Perjodat
Aldehydfunktionen eingefithrt worden waren, an das Hydrazid-Harz
Lewatit 5082 8. Die Darstellung des Amberlite-Hydrazids erfolgte da-
durch, daf die Carboxylgruppen von Amberlite-CG 50 zunéichst in Sdure-

2 F. Feigl, ,,Qualitative Analysis by Spot Tests, Elsevier Publ. Co.,
New York-Amsterdam, 3. Aufl., 1947, S. 202.

22 (. H. Beaven, E. R. Holiday und E. 4. Johnson, in ,,The Nuecleic Acids*
(&. Chargaff and J. N. Davidson, eds.), Acad. Press, New York 1955, Vol. 1,
S. 495f1.

3 R. B. Hurlbert, in ,,Methods in Enzymology‘ (S. P. Colowick and
N. 0. Kaplan, eds.), New York 1957, Vol. 3, S. 793.

# . R. Wyait, in ,,The Nucleic Acids (H. Chargaff and J. N. Dawidson,
eds.), Acad. Press, New York 1955, Vol. 1, 8. 246, 252,
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chlorid- und dann durch Behandlung mit wasserfreiem Hydrazin in
Sdurehydrazidgruppen verwandelt wurden. Bei der Umsetzung mit
perjodat-oxydierten Nukleosiden wurden unter den von uns gewahlten
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Abb. 1. Sdulenchromatographie von Thymidin (7") und Deoxyeytidin (dC) an

a Amberlite-Hydrazid,
b ,,Guanosin-Amberlite** und
¢ ,,Adenosin-Amberlite**,

Ordinate: Extinktion der Eluatfraktionen bei 260 (——) und 280 (----) m
Abszisse: Elutionsvolumen (V g) in Vielfachen des Flissigkeitsvolumens (V) der mit Harz gefiillten
Siule.

Bedingungen an ca. 15%, der Hydrazidgruppen Purin- oder Pyrimidin-
basen kovalent gebunden. Die so erhaltenen Harze werden im folgenden
kurz ,,Nukleosid-Amberlite” genannt. '
Amberlite-Hydrazid selbst tritt mit Pyrimidin-nukleosiden in eine
verhédltnismilig schwache Wechselwirkung (Abb. 1a und 3a): Bei der
Chromatographie von Deoxycytidin (dC) oder Cytidin (€} an Amberlite-
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Hydrazid betrug der R-Wert etwa 0,76; fiir Thymidin (T) und Uridin
(U) ergaben sich R-Werte von 0,74 bzw. 0,70.
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Abb. 2. Sdulenchromatographie von Thymidin (7') und Deoxycytidin (dC) in 7m-Harnstoffldsung an
a Amberlite-Hydrazid,

b ,,Guanosin-Amberlite’ und
¢ ,.Adenosin-Amberlite*,

Koordinaten wie in Abb. 1.
Abb, 3. SHulenchromatographie von Uridin (U) und Cytidin () an
a Amberlite-Hydrazid,

b ,,Guanosin-Amberlite’ und
¢ ,,Adenosin-Amberlite**.

Koordinaten wie in Abb. 1.

Wenn eine Mischung von dC und 7 bei 5°C und pH 6,8 durch eine
mit Amberlite-Hydrazid gefiillte Sdule geschickt wurde, kam es daher
zu keiner Trennung der beiden Deoxyribonukleoside (Abb.la}; nur
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aus dem Abfall des Extinktionsverhédltnisses Ezgo/Eze0 in aufeinander-
folgenden nukleosidhaltigen Eluatfraktionen ging hervor, daff 7' (mit B
0,74) gegeniiber dC (R 0,76) geringfiigig retardiert worden war. Bei
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Abb. 4, Saulenchromatographie von Uridin (U) und Cytidin(C) in 7m-Harnstofflésung an
a Amberlite-Hydrazid,
b ,,Guanosin-Amberlite’* und
¢ ,,Adenosin-Amberlite*.

Koordinaten wie in Abb. 1.

Chromatographie an ,,Guanosin-Amberlite’ (Abb. 1b) war die Elution
beider Deoxyribonukleoside betrichtlich verzogert, wobei jedoch dC
(mit R 0,34) bedeutend stéirker als 7' (mit R 0,42) retardiert wurde. Mit
,,Adenosin-Amberlite‘‘ als Sdulentiillung (Abb. 1¢) kehrte sich die Reihen-
folge, in der dC und T eluiert wurden, um; nun hielt das Sdulenmaterial
T (mit R 0,34) stidrker zuriick als dC (B 0,41).
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Das Elutionsverhalten der Ribonukleoside Cytidin und Uridin war
jenem der Deoxy-ribonukleoside dC und 7' sehr dhnlich. ,,Guanosin-
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Abb. 5. Sdulenchromatographie von Adenosin (4) und Guanosin (@) an

a Amberlite-Hydrazid und
b ,,Uridin-Amberlite**.

Koordinaten wie in Abb. 1.
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Abb. 6. Siulenchromatographie von Adenosin (4) und Guanosin () in 7m-Harnstofflosung an
a Amberlite-Hydrazid und

b ,,Uridin-Amberlite,

Koordinaten wie in Abb. 1.
Amberlite” hielt das ihm komplementére C (R 0,32) stirker als U (R 0,40)
und ,,Adenosin-Amberlite” das ihm komplementire U (R 0,37) stirke-
als C (R 0,40) zuriick (Abb. 3). Die Trennung von U und C an ,,Adenosien
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Amberlite” (Abb. 3¢) war jedoch nicht so ausgeprigt wie jene von T
und dC (Abb. 1¢), weil die Wechselwirkung des an Amberlite fixierten
Adenosins mit U weniger stark war als mit 7.

Bei der Chromatographie der Purinnukleoside Adenosin (4) und
Guanosin (G) an Amberlite-Hydrazid und ,,Uridin-Amberlite” (Abb. 5)
traten wesentlich groBere Retentionen in Erscheinung als bei der Chro-
matographie der Pyrimidinnukleoside. ,,Uridin-Amberlite” retardierte
unerwarteterweise G (R 0,19) starker als 4 (R 0,22). Aber auch an Am-
berlite-Hydrazid kam es zu einer sukzessiven Elution und deutlichen
Trennung von A (R 0,40) und G (R 0,33).

Die Verwendung von 7m-Harnstoff als Elutionsmittel bei der Chro-
matographie der Pyrimidin- und Purinnukleoside brachte alle Trenn-
effekte zum Verschwinden (Abb. 2,4 und 6). Unabhingig von der Art
des Sdulenmaterials und der Natur der Nukleoside traten keine wesent-
lichen retardierenden Wechselwirkungen mehr auf; die R-Werte der
Nukleoside stiegen bis in die Néhe von 1.

Diskussion

Eine kovalente Bindung von Nukleinsdurebasen an em chromato-
graphisches Trigermaterial mit dem Ziel, paarweise Wechselwirkungen
zwischen Basen fiir Trennungen auszuniitzen, ist schon von anderen
Autoren beschrieben worden? 26, Wéhrend in den Nukleinsduren
eine glykosidische Verkniipfung der Purin- und Pyrimidinbasen iiber
deren Ring-Stickstoffatome N® bzw. N vorliegt, fithrten die bisherigen
Bemiihungen, die Basen an Tréger anzuheften, jedoch zu andersartigen
Substitutionen, die die Elektronenverteilung in den heterocyclischen
Systemen und deren Féahigkeit zu spezifischen Wechselwirkungen ver-
dndern muften. Die von uns beniitzte Methode zur Kniipfung kovalenter
Bindungen zwischen perjodat-oxydierten Nukleosiden und Polyacryl-
sdurehydrazid zieht das Purin- und Pyrimidin-Ringsystem nicht in
Mitleidenschaft.

Bei der Chromatographie der Pyrimidinnukleoside 7', d0, € und U
an nicht substituiertem Amberlite-Hydrazid (Abb.la und 3a) wurden
schwache und voneinander nur wenig abweichende Retentionen beob-
achtet (B 0,70 bis 0,76). Kriftigere Wechselwirkungen mit demn Harz
zeigten die Purinnukleoside 4 und G (R 0,40 bzw. 0,33, Abb. 5a). Die
stirkere Retardierung der Purine im Vergleich zu jener der Pyrimidine,
die schon frither an Kationenaustauschersiulen festgestellt worden ist??,

25 4. S, Jones und D. G. Parsons, Proc. Chem. Soc. [London] 1961, 78.

26 [,. Bosch, G. Wende und H. Bloemendal, Nature [London] 191, 349 (1961).

27 W. E. Cohn, in ,,The Nucleic Acids* (E. Chargaff and J. N. Davidson,
eds.), Acad. Press, New York 1955, Vol. 1, S. 218.
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186t sich durch die hohere Polarisierbarkeit der Purine erkldren. Da
alle Retentionen in 7m-Harnstofflosung ausblieben, ist eine Beteiligung
von onenaustausch-Effekten auszuschlieBen.

Wenn man von der Voraussetzung ausgeht, daBl die Wechselwirkungen
zwischen jenen Basen, die im Watson—Crickschen DNA-Modell mit-
einander gepaart sind, auch in einem einfachen chromatographischen
System stérker sind als die Wechselwirkungen zwischen anderen Basen,
sollte man erwarten, dafl bei der Nukleosid-Chromatographie an ,,Guano-
sin-Amberlite** das dC, an ,,Adenosin-Amberlite” das 7" besonders kréftig
zuriickgehalten wird. Diese Erwartung hat sich erfiillt.
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Abb, 7. Das Guanin—Cytosin-Paar ? nach Peuling und Corey?
Die Pieile stellen die Vektoren der Gesamtdipolmomente nach DeVoe und Tinoco?® dar.

Abb. 8. Paarung von Thymin und Guanin unter Ausbildung von zwei Wasserstoffbriicken. Die
Pleile stellen wiederum die Vektoren der Gesamtdipolmomente dar.

An , Guanosin-Amberlite” wurden sowohl dC als auch T bedeutend
starker retardiert als an Amberlite-Hydrazid (Abb. 1a,b), wobei die
Retention des dC (R 0,34) betrdchtlich gréBer war als die des 7' (R 0,42).
Die groBe Affinitét des dC' zu den Guaninresten am Harz steht in Uber-
einstimmung damit, da Guanin und Cytosin miteinander sowohl in der
Watson—Crickschen DNA-Struktur? als auch in Mischkristallen10-12
gepaart sind und einen Komplex bilden, der durch dre: Wasserstoff-
briicken besonders stabilisiert ist® (Abb. 7). Die Pfeile in der Abb. stellen
die Vektoren der Gesamtdipolmomente nach DeVoe und Tinoco?® dar.
Da die Dipolmomente des Cytosins (8,0 D) und des Guanins (6,9 D)
grof3 sind, leistet vermutlich auch die Dipolwechselwirkung zwischen
diesen Basen einen Beitrag zu Bindungsenergie. An Hand von Kalotten-
modellen 146t sich zeigen, dafl intramolekulare Wasserstoffbindungen, die
z. B. zwischen der 5-OH-Gruppe der Ribose und der C2=0-Gruppe des
Cytosins moglich sind?®, die Basenpaarbildung sterisch mnicht beein-
flussen; durch die Inanspruchnahme eines Elektronenpaares der C2=0-
Gruppe konnte allenfalls die Stdrke der intermolekularen H-Bindung
herabgesetzt werden.

28 H. De Voe und I. Tinoco, J. Molee. Biol. 4, 505 (1962).
20 J. Pitha, S. Chlddek and J. Smrt, Coll. Czech. Chem. Comm. 28, 1622
(1963).
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Die Retention des 7' an ,,Guanosin-Amberlite” 148t sich ebenfalls
durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken erkliren. Wéhrend in
der doppelstrangigen DNA aus rdumlichen Griinden eine Komplex-
bildung zwischen den in ihrer Lage weitgehend fixierten Thymin- und
Guaninresten ausgeschlossen ist, kann im chromatographischen System
das frei bewegliche T' mit dem an Harz gebundenen G zwei Wasserstofi-
bindungen eingehen. Es sind mehrere T—G-Paare unter Beteiligung
verschiedener funktioneller Gruppen an den zwei H-Briicken denkbar;
der in Abb. 8 wiedergegebene Komplex diirfte jedoch gegeniiber anderen
aus sterischen Griinden und wegen der Beteiligung der relativ aziden
NI—H-Gruppe des Guanins energetisch bevorzugt sein3°.

An ,, Adenosin-Amberlite” wurde 7 stirker als dC zuriickgehalten
(Abb. 1¢). Darin kénnte man zunichst eine Bestétigung fiir die An-
nahme sehen, dafi die ,komplementdren” Basen Adenin und Thymin
auch auBerhalb der DNA-Doppelhelix eine besondere Tendenz zur Paa-
rung zeigen. Es ist jedoch einzuwenden, dall infolge der freien Beweglich-
keit der Nukleoside im chromatographischen System sowohl 7' als auch
dC imstande sind, mit dem am Harz immobilisierten Adenin Komplexe
zu bilden; in beiden Fillen werden sich an der Paarung zwe: Wasser-
stoffbindungen beteiligen kénnen (Abb. 9 und 10). Zur Erklirung der
unterschiedlichen Retentionen mufB man die verschiedene Stirke dieser
Bindungen heranziehen. Eine der beiden Wasserstoffbriicken des A—T"-
Paares ist infolge der Mitwirkung der verbidltnismiafBig aziden N3—H-
Gruppe des Thymins besonders stabil®®; im 4—C-Paar hingegen gehen
beide Wasserstoffbindungen von weniger aciden NHj-Gruppen aus und
ergeben eine geringere Bindungsenergie.

Auch Unterschiede der Entropie mégen das Adenin—Thymin-Paar
gegeniiber dem Adenin—Cytosin-Paar bevorzugen. Abgesehen von dem
in Abb. 9 dargestellten und in der DNA-Doppelhelix vorkommenden
Komplex sind noch drei andere, dhnliche H-gebundene Anordnungen
des Adenins und Thymins mdéglich. Eine von ihnen ist von Hoogsteen'?
bei der Untersuchung von Mischkristallen aus 9-Methyladenin und
1-Methylthymin angetroffen worden, eine andere kommt nach Hasche-
meyer und Sobell* bei der Co-Kristallisation von Adenosin und 5-Brom-
uridin zustande. Da es fiir Adenin/Thymin eine groBlere Anzahl ener-
getisch etwa gleichwertiger Anordnungsméglichkeiten gibt als fir Ade-
nin/Cytosin, ist die Bindung des Thymins an Adenin entropisch be-
glnstigt.

Die Annahme, daf nur Dipol—Dipol- und dipolinduzierte Dipol-
Wechselwirkungen sowie Dispersionskrifte fiir die Basenpaarung ver-

30 H.A. Stagb, ,,Einfilhrung in die theoretische organische Chemie®,
Verlag Chemie, Weinheim 1960, S. 680.
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antwortlich seien 28, ist mit dem Befund, dafl an der ,,Adenosin-Amberlite®-
Séule T stiarker als dC retardiert wird, nicht vereinbar; denn die Polari-
sierbarkeit von Thymin und Cytosin ist etwa gleich grofi und das Dipol-
moment des Cytosins sogar gréfer (8,0 D) als jenes von Thymin (3,6 D).

Das bei den chromatographischen Versuchen festgestellte dhuliche
Verhalten der Pyrimidin-Ribonukleoside und -Deoxyribonukleoside
zeigt, daf eine zusétzliche Hydroxylgruppe im Zuckeranteil die Wechsel-
wirkungen der Nukleoside mit den ,,Nukleosid-Amberlite*-Harzen
kaum beeinflut (Abb.1 und 3). Wenn an ,,Adenosin-Amberlite”" T
(R 0,34) etwas stédrker als U (R 0,37) zuriickgehalten wurde, ist dafiir
nicht der Unterschied im Zuckerrest verantwortlich zu machen, sondern
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Abb. 9. Das Adenin—Thymin-Paar nach Waitsorn und Crick?

Abb. 10, Paarung von Adenin und Cytosin unter Ausbildung von zwei Wasserstoffbriicken.

vermutlich die C5-Methylgruppe des Thymins, die durch Erhéhung der
Elektronendichte im Pyrimidinringsystem die Wasserstoffbindung sta-
bilisiert, die sich zwischen der C4=O0-Gruppe des Thymins und der
Aminogruppe des Adenins ausbilden kann. In guter Ubereinstimmung
damit steht der Befund, daBl Polythymidylsiure—Polyadenylsiure-
Doppelhelices um einige Grade hoéher schmelzen als Polyuridylséure—
Polyadenylsdure-Doppelhelices3t.

Wenn sich in unserem chromatographischen System Purinnukleoside
in der mobilen Phase befanden, traten zwischen ihnen und der statio-
ndren Phase verhdltnismaBig starke Wechselwirkungen auf. Ein Ge-
misch von A4 (R 0,40) und & (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 DNA waltenden
Basenkomplementaritit ¢ (R 0,19) stdrker zuriickgehalten als 4 (R 0,22).
Auch dieser Effekt 1ilt sich auf Grund der gréfieren Bindungsenergie
des G—U-Paares infolge der Beteiligung zweier azider N-—H-Gruppen
gegeniiber nur einer im A—U-Paar erkliren. In Widerspruch dazu
steht der Befund, dafB3 Uridin an ,,Guanosin-Amberlite’* etwas schwicher
retardiert wird (R 0,40) als an ,,Adenosin-Amberlite” (R 0,37)

81 D. Shugar und W, Szer, J. Molec. Biol. 5, 580 (1962).
Monatshefte fiir Chemie, Bd. 95/6 109
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(Abb. 3b,c); dies konnte jedoch auf die geringere Kapazitit des
,,Guanosin-Amberlite” (14,59, der Hydrazidgruppen substituiert) im
Vergleich zu der des ,,Adenosin-Amberlite” (15,29,) zuriickzufithren
sein.

Harnstoff in hoher Konzentration hob die Nukleosid-Trennungen
an Amberlite-Hydrazid und an den ,,Nukleosid-Amberlite‘‘-Harzen auf
(Abb. 2, 4 und 6). Alle untersuchten Nukleoside erreichten bei der Chro-
matographie in Gegenwart von 7m-Harnstoff an allen Harzen R-Werte
in der Néhe von 1. Das Wegfallen der Wechselwirkungen zwischen den
Nukleosiden und den homéopolar an das Harz gebundenen Nuklein-
sdurebasen lafit sich am besten durch die Annahme erkliren, daB sich
in konz. Harnstofflosung keine durch Wasserstoffbriicken gebundenen
Bagenpaare mehr ausbilden kénnen32.

32 H. Tuppy und E. Kiichler, Mh. Chem. 95, 1691 (1964).



