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Um fiber die Art der ~Vechselwirkungen zwischen komplemen- 
t~ren Yurin- und Pyrimidinbasen in dem frfiher besehriebenen 
chromatographischen System s, 2 n~heren Aufschlu9 zu erhMten, 
wurde untersucht, welche Auswirkung auf die Retent ion eines 
Nukleosids die Methylsubstitution eines jener Wasserstoffatome 
hat, die nach Watson und Crictc in den Basenpaaren der Deoxy- 
ribonukleinsi~ure an Wasserstoffbindungen beteiligt sind. Bei der 
S~ulenchromatographie eines Nukleosids und seines Methyl- 
derivats (Uridin--3-Methyluridin oder Adenosin--Dimethyl-  
adenosin) an einem Harz, das die komplement/ire Base kovalent 
gebunden trug (Adenosin- bzw. Uridin-Amberlite), wurde das 
alkylierte NukIeosid jeweils schw~tcher retardiert. Dadurch ist 
erwiesen, dab die Retention der Nukleoside vor allem auf Wasser- 
stoffbindungen zwischen komplement~ren Basen beruht. Die 
Verwendung yon 7m-Harnstoffl6sung als Eluens wirkte sich bei 
der Chromatographie der Nukleoside in gleicher ~Veise wie deren 
Methylierung retentionsvermindernd ~us; daraus geht hervor, 
dab Harnstoff in diesem System ein tGBindungen spaltendes 
Agens darstellt. 

The interactions of purine and pyrimidine bases in vhe pre- 
viously described chromatographic system s, ~ are mainly due to 
hydrogen bonding. This conclusion was drawn from a comparison 
of the chromatographic behaviour of nucleosides with tha t  of 

1 Vorli~ufige Mitt. : H. Tuppy und E. Ki~chler, Biochim. Biophys. 
[Amsterdam] 80, 669 (1964). 

2 .H. Tuppy und E. Ki~chler, Mh. Chem. 95, 1677 (1964). 
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their  alkyl derivatives which, as a result of the replacement of an 
t I  a tom in the nueleoside bases by  a methyl  group, are unable to 
par t ie ipate  in the formation of H-bridged complexes of the type 
which Watson and Crick have shown to occur in DNA. Thus, 
3-methyluridine was less re tarded than  uridine on a column of 
"Adenosine-Amberl i te",  and dimethyladenosine was less re tarded 
than  adenosine on "Uridine-Amberl i te" .  The use of 7m-urea as an 
eluent in the chromatography of the nucleosides resulted in a 
similar decrease of retention as the prevention of t t  bonding of 
the nueleosides by  methylat ion,  suggesting tha t  urea is effective 
in this system as an I-I bond-cleaving agent. 

I n  der  e rs ten  Mit te i lung 2 wurde  fiber ein ehroma~ographisehes  Sys tem 
ber ieh te t ,  das  eine Trennung  yon  Nukleos iden  auf Grund  der  Weehsel-  
wi rkungen  zwisehen komplement/~ren Pur in-  und  P y r i m i d i n b a s e n  er- 
laubt .  An  S/iulen aus e inem Harz ,  an das  Nukleins/~urebasen hom6o- 
po la r  gebunden  waren,  wurden  in w/~griger Puffer l6sung Nukleos ide  
eh roma tog raph i e r t  a n d  die E lu t ionsvo lumina  bes t immt .  Zur  Er-  
kl/~rung der  dabe i  au f t r e t enden  g e t e n t i o n e n  wurde  angenommen,  dab  
sieh zwisehen den frei bewegl iehen Nukleos iden  und  den  am I-Iarz 
f ix ier ten  Basen  in te rmoleku la re  K o m p l e x e  ausbi lden,  die  den Basen- 
p a a r e n  a, 4 in der  ] )eoxyr ibonukle insgure  und  in homogenen  Misehkr is ta l len  
yon  Pur in-  und  P y r i m i d i n d e r i v a t e n  en tspreehen  5-1~ W u r d e  7m-I Ia rn -  
stoff l6sung als Elut ionsmit~el  verwendet ,  so t r a t e n  p rak t i seh  keine 
Trennef fek te  mehr  auf. 

U m  zu beweisen, dab  an  den in der  ers ten  Mit te i lung 2 besehr iebenen 
g e t e n t i o n e n  tats/~ehlieh dureh  in te rmoleku la re  Wassers to f fbr i i eken  ge- 
bundene  Basenpaa re  be te i l ig t  sind, wurden  die E lu t ionsvo lumina  
a lky l i e r t e r  NuMeoside bes t immt ,  bei  denen Wassers tof fa tome,  die in 
den  Basenpaa ren  der  D N A - D o p p e l h e l i x  Wassers to f fb indungen  bilden,  
dureh  Me thy lg ruppen  erse tz t  waren.  W e n n  die bei  der  Chromatograph ic  
der  Nukleos ide  beobaeh t e t en  I~etent ionen dureh  Wassers to f fb indungen  
zwisehen ihnen und  den  a m  I Ia rz  f ix ier ten  Basen  zus tande  kommen,  
muB m a n  fiir die a lky l i e r t en  Nukleos ide  kleinere Durehbruehsvo lumina  
als ffir die en t spreehenden  n ieh t  a lky l i e r t en  erwar ten .  Dagegen  sollte 

3 j .  D. Watson und xw. H.  C. Crick, Nature [London] 171, 737, 964 (1953). 
4 L.  Paul ing und R. B. Corey, Arch. Bioehem. Biophysics 65, 164 (1956). 
5 E . J .  O'Brien, J.  Melee. Biol. 7, 107 (1963). 
6 H . M .  Sobdl, K .  Tomita  und A.  Rich, Prec. Natl.  Acad. Sci. 49, 885 

(1963). 
7 A .  E.  V. Haschemeyer und H . M .  Sobell, Nature [London] 21)2, 969 

(1964). 
s K .  Hoogsteen, Acta  Crystallogr. [Kopenhagen] 12, 822 (1959); ibid. 

16, 907 (1963). 
9 A .  E.  V. Haschemeyer und  H.  M .  Sobell, Proc. Natl .  Acad. Sci. 50, 872 

(1963). 
lo F .  S. Mathews und A.  Rich, J. Molec. Biol. 8, 89 (1964). 
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bei f3berwiegen yon  Dipo l - -Dipo l -Krgf t en  die Vergnderung des EIu- 
t ionsvolumens  mi t  der Xnderung  des Dipolmoments  parallel  gehen. 

I n  dem Falle, dab vor allem Dispersionskr/~fte fiir die Weehselwirkungen 
verantwort l ieh  sind, sollte ma.n eine etwas st/irkere Re ten t ion  des al- 
kyl ier ten  Nukleosids beobaehten,  da die zus/~tzliehe Methylgruppe dessen 
Polaris ierbarkei t  vergrSgert.  

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

Zur Fixierung der Nukleins~urebasen an einem unl6slichen Tr~germaterial 
wurden, wie in der 1. Mitt. s beschrieben, die Nukleoside zu den DiMdehyden 
oxydiert 11 und an Amberlite-CG 50-hydrazid 2 unter Hydrazonbildung kova- 
lent gebunden (,,Nukleosid-Amberlite"). Beim ,,Adenosin-Amberlite" waren 
15,29/o der Hydrazidgruppen mit  dem Adeninderivat besetzt, beim ,,Uridin- 
Amberlite" 14,9%. 

Die Synthese yon 3-Methyluridin erfo]gte nach der Vorschrift yon Miles  ~z 
durch Methylierung yon Uridin mit  CH2N2. Das aus einem ~ l s a t z  yon 2 g 
Uridin zunachst als 01 erhaltene Produkt wurde zur weiteren Reinigung an 
einer Ce]luloses~tule (4 cm Durchmesser, 60 cm lang) mit  dem LSsungsmittel- 
gemisch n-Butanol  : H20 : konz. NH4OH (86 : 14 : 1, v/v/v) als Eluens chromato- 
graphiert. Alle Frakt ionen des Eluats, die naeh Tiipfeln auf Filterpapier 
und bei Beobachtung unter der UV-AnMysenlampe (Marke Hanau,  254 m~) 
eine Fluoreszenzl6schung zeigten xa, untersuchten wir papierchromatogTa- 
phisch im L6sungsmittelsystem n-Butanol  : H~O (86:14, v/v) 1.~ auf Sch]eicher & 
Sch(i]l Papier Nr. 2043a aufsteigend. Diejenigen, welche 3-MethylmJdin 
(R f  0,41) ohne wesentliche Velnmreinigung enthielten, wurden nach Ab- 
dampfen des L6sungsmittels in absol. Methanol aufgenommen und nochmals 
eingedampft. Das fiber konz. H2SO4 im Hochvak. getrocknete 01 kristalli- 
sierte bei 4 ~ C; durch Umkristallisieren aus absol. Methanoi:absol. Xthyl- 
acetat (1:4, v/v) erhie]ten wit das 3-Methyluridin in Form weiBer Kristalle 
yore Schmp. 120 ~ 

6-Dimethylaminopurin-9.ribosid (Dimethyladenosin) wurde nach der Vor- 
schrif~ yon K i s s m a n  1~ durch Reduktion yon 2-~ercapto-6-dimethylamino- 
purin-9-ribosid gewonnen; dieses stellte uns Dr. K . J . M .  Andrews,  Roche 
Products Ltd., zur Verfiigung. 

Die Bedingungen der Chromatographie der Nulcleoside an dem mit Nuklein- 
sfiurebasen beladenen Harz in w~grigem Xakodylatpuffer und in 7m-Harn- 
stofflbsung, die Gr6Be der S~ule und die Bestimmvmg der Elutions- 
volumina waren dieselben wie vorher 2. Zm ~ Ermit t lung des Nukleosidgehalts 
der Eluatfr~ktionen wurde deren Ext inkt ion bei 260 m~z in einem Beckman 
DU SpektrMphotometer unter  Verwendung yon Mil~okfivetten gemessen. 
Bei der chromatographisehen Trennung yon Dimethyladenosin und  Adenosin 
lieBen sich die beiden Nukleoside im Eluat  dutch die Quotienten ihrer Extink- 

11 j .  X .  K h y m  und W. E.  Cohn, J. Amer. Chem. Soc. 82, 6380 (1960). 
12 H.  T. Miles,  Biocbim. Biophys. Acta 22, 248 (1956). 
la G. R.  Wyatt,  in ,,The Nucleic Acids" (E. Charga]] and J.  N .  Davidson, 

eds.), Acad. Press, New York 1955, Vol. 1, S. 246, 252. 
~ H.  z~i. K i s sman ,  C. Pidaeks und B.  R.  Baker, J. Amer. Chem. Soc. 77, 

18 (1955). 
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tionen bei 274 und 260 m~ (1,50 bzw. 0,40) unterscheiden 15, 1% Da die Spekbren 
yon 3-Methyluridin und Uridin in der N/ihe des NeutrMpunktes gleich sind, 
wurde zur Identifizierung dieser Nukleoside den l~raktionen des Eluats zu- 
n/~chst 0,2n-NaOH im Verh/~ltnis I : 1 (v/v) zugesetzt und sodann der Quotient 
Eu6a/E245 m~z bestimmt; dieser betrug fiir 3-1Y[ethyluridin bei p i t  13,0 1,96, 
w/~hrend fiir Uridin ein Wert yon 1,39 angegeben worden ist 17. Welters trenn- 
ten wit die in den Eluatfraktionen befindlichen Nukleoside nach Adsorption 
an Aktivkohle und Desorption mit Pyridin:Wasser (2:8, v/v) is mit dem 
L6sungsmittelsystem Isopropylalkohol--HC1 auf dem Chromatographiepapier 
Schleicher & Schiill Nr. 2043a (absteigend) und lokalisierten sie durch die 
Fluoreszenz16schung bei Bestrahlen mit kurzwelligem UV (Analysenlampe, 
254 m~z) la (Dimethyladenosin, RI  0,60 ; 3-Methyluridin, R f  0,97). 

Als yore Volumen der S~ule unabh/~ngiges MaB fiir die Retention wurde 
V0 

wie in der 1. Mitt. e der R-Wert nach Le Rosen 19, R = - - ,  verwendet. 
VE 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Als station/ire Phase fiir die Sgulenehromatographie diente wiederum 
das I-Iarz Amberlite-I-Iydrazid, das aus dem Kat ionenaustauscher  Amber-  
lite-CG 50/II ,  einer Polyaerylss dutch  Chlorieren und  Uberfiihren in 
das S/iurehydrazid gewonnen wurde. Nukleoside wurden zu den Di- 
a ldehyden oxydier t  und hom6opolar  unter  I tydrazonbi ldung an Amber-  
lite-I-Iydrazid gebunden ~. 

Aus den Elut ionskurven der S/~ulenchromatographie ~ron 6-Dimethyl-  
aminopurin-9-ribosid (Dimethyladenosin) und  Adenosin bzw. yon  3- 
Methyluridin und  Uridin an Amber l i te -Hydrazid  (Abb. 1 a und  3 a) 
geht  hervor,  dag Nukleoside nnd  alkylierte Nukleoside voneinander  
getrennt  werden und  dab die Mkylierten Nukleoside jeweils die kleineren 
Retent ionsvolumina besitzen. Dies weist auf etwas sehw/~ehere Weehsel- 
wirkungen mit  dem Harz  hin. 

Die Trenneffekte werden wesentlieh verst//rkt, wenn man  die Chromato-  
graphie an Amberl i te-Hydrazid,  das die zum frei bewegliehen Nukleosid 
komplementgre  :Base kovalent  gebunden trggt,  wiederholt.  So wird an 
, ,Uridin-Amberli te" (Abb. l b) Adenosin (R 0,24) bedeutend st/~rker 
retardier t  als Dimethyladenosin  (R 0,30). Ganz analog verhal ten sieh 
Uridin und  3-Methyluridin an  , ,Adenosin-Amberli te" (Abb. 3b);  die 

15 j .  W .  Littlefield und D. B.  Dunn ,  Bioehem. J. 70, 642 (1958). 
16 G. H.  Beaven, E .  R.  Holiday und 2~. A .  Johnson, in ,,The Nucleic Acids ~ 

(E. ChargaJ] and J .  N .  Davidson, eds.), Aead. Press, New York 1955, Vol. 1, 
S. 495f. 

1~ j . j .  Fox  und  D. Shugar, Biochim. Biophys. Acta [Amsterdam] 9, 369 
(1952). 

is Tl. B .  Hurlbert, in ,,Methods in Enzymology" (S. P .  Colowick and 
2V. O. Kaplan ,  eds.), New York 1957, Vol. 3, S. 793. 

19 A . L .  Le  Rosen, J. Amer. Chem. Soc. 64, 1905 (1942); ibid. 67, 1683 
(1945). 
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l~etention des Uridins (R 0,38) ist gr6Ber als die seines Methylderiwts 
(R 0,51). Die Methylgrnppe, die an Stelle t ints  Wasserstolfatoms, das 
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Abb. 1. Siiutenchromatographie yon Dimethyladenosin (DMA) und Adenosin (A) an (a) Amberlite- 
Hydrazid und (b) ,,Uridin-Amberlite '~ 

Ordinate: Extink~ion der ]Eluatfraktionen bei 260 ( ) und 274 m9 ( - - - - - ) .  
Abszisse: Elu~ionsvolumen (VE) in Vielfachen des Fl(tssigkeitsvolumens der mit tIarz gefiillten 
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Abb. 2. S~[ulenchroma~ographie yon Dimethyladenosia (DMA) und Adenosin (A) in 7m-Harnstoff- 
15sung an (a) Amberlite-ttydrazid und (b) ,,Uridin-Amberlite". 

Koordinaten wie in Abb. 1 

in den Basenpaaren eine intermolekulare Wasserstoffbindung bildet, 
eingeftihrt worden ist, set~zt also die F//higkeit zur Komplexbildung mit~ 
der am I-Iarz fixiert)en, komplement/ixen Base herab. 
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Diese Resultate lassen sieh nur so erklb;ren, dag fiir die sehwaehe 
Retention der Nukleoside an Amberlite-Hydrazid und insbesondere 
fiir die starke Retention an ,,Nukleosid-Amberlite" zum iiberwiegenden 
Teil Wasserstoffbindungen verantwortlieh sind. Wb;ren vorwiegend 
Dipol--Dipol-Kr/ffte im Spiel, miigte Dimethyladenosin st//rker als 

Adenosin retardiert werden, da - -  wie sich leieht ab- 
sch/~tzen 1/~Bt 2~ 21 __ das Dipolmoment des ersteren 
gr6Ber ist. Dutch Einfiihrung einer Methylgruppe wird 

~, zwar das I)ipolmoment des Uridins ein wenig vermin- 
dert 2~ ~1, doch kann diese geringe Abnahme die schwG 
ehere Retention des Methyluridins nieht hinreichend 
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Abb. 3 Abb. 4 

Abb. 3. S/ iu lenchromatographie  yon  3-Methyluridin (MU) und Ur id in  (U) an (a) Amber l i t e - t Iyd ra -  
zid und (b) , ,Adenos in-Amber l i te"  

Koord ina ten  wie in Abb. 1 

Abb.  4. Si iu lenchromatographie  yon 3-Methyluridin ( M U )  und  Ur id in  (U)  in 7m-Harns tof f l6snng  
an  , ,Adenos in-Amber l i te"  

Koord ina ten  wie in Abb. 1 

erkl/iren. Aueh Dispersionskr/ifte allein sind als Weehselwirkungen 
auszuschliegen, da in diesem Fall die Retention der Nukleoside dutch 
Einftihrung einer Methylgruppe erh6ht werden miiBte. 

Bei Verwendung yon 7m-Harnstoffl6sung als Elutionsmittel steigen 
die R-Werte der Nukleoside und der alkylierten Nukleoside bis in die 
N/~he yon 1 an und die Elutionsvolumina werden vom S/iulen- 
material mlabh/~ngig (Abb. 2, 4). Dies ist ein Zeiehen dafiir, dal3 sieh die 
Basenpaarbildung zwisehen dem gel6sten Nukleosid und der kovalent ge- 
bundenen, ,,komplement/~ren" Base in 7 m-Harnstoffl6sung nieht mehr 
vollziehen kann. 

20 H .  De  Voe und I .  Tinoco,  J .  Molec. Biol. 4, 500 (1962). 
~1 H . A .  Staab, ,,Einfiihrung in die theore~ische organische Chemie" 

(Verlag Chemie), Weinheim 1960, S. 215. 
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Damit ist erwiesen, dab Harnstoff imstande ist, H-Bindungen - -  
wenigstens solehe zwisehen den Basen gepaarter Nukleoside - -  zu spalten, 
wie es im fibrigen auf Grund der Theorie der H-Bindung aueh gut Yer- 
st/~ndlieh ist 22. Tomlinson und Tenet 2a, die dureh Verwendung yon 
7m-HarnstofflSsung an Stelle w/~Brigen Puffers bet der S//ulenehromato- 
graphie yon Oligonukleotiden an DEAE-Cel lulose  die niehtionisehen 
Effekte eliminieren und diese Verbindungen sodann nut  auf Grund 
ihrer Ladungen trennen konnten, ffihrten die Harnstoffwirkung eben- 
falls auf das Aufbreehen yon H-Bindungen zurtiek. Im Gegensatz dazu 
stehen allerdings neuere Theorien fiber die Wirkungsweise des Ham-  
stoffs bet d e r  Eiweii3-Denaturierung; w/ihrend man frtiher annahm, 
dal3 der Harnstoff die H-Brfieken angreift, haben Whitney und Tanford ~ 

auf Grund ihrer Beobaehtung, dal3 nut  jene Aminosguren in konz. Harm- 
stofflgsung besser als in Wasser 16slieh sind, die aromatisehe oder lange 
aliphatisehe Reste besitzen, auf eine Beeinflussung hydrophober Bin- 
dungen dutch ttarnstoff gesehlossen. Dureh Vergleieh der pKa-Werte 
yon Maleins//urederivaten in Wasser und konz. HarnstoffI6sung kamen 
Levy und Magoula8 ~5 zur Ansieht, dal~ H-Bindungen dutch Harnstoff 
sogar noeh stabilisiert werden kSnnen; unseres Eraehtens diirfen aber 
die an Maleins/~urederivaten erhobenen Befunde nieht ohne weiteres 
auf andere Systeme iibertragen werden, da in Maleins/iure und ihrem 
einfaeh negativ geladenen Anion dureh die M6gliehkeit mesomerer 
Stabilisierung extrem starke, intramolekulare H-Bindungen vorliegen 22, 
wie sie bet der intermolekularen ~reehselwirkung der Nukleosidbasen 
niemals im Sloiele sind. 

Zusammenfassend kann gesagt werden: Die Untersuehung der 
ehromatographisehen Retention alkylierter Nukleoside hat die zun/iehst 
hypothetisehe Annahme best/~tigt, dab die in der mobilen Phase fret 
gelSsten Nukleoside mit den am Itarz fixierten, ,,komlolement/iren" 
Basen dutch Wasserstoffbriieken gebundene Paare bilden, die den 
Basenpaaren in der Deoxyribonukleins/~ure und in homogenen Miseh- 
kristallen yon Purin- und Pyrimidinderivaten entspreehen. 

Die Bindungsstgrke der Basenpaare wird der Gegenstand weiterer 
Untersuehungen sein. 

Ffir die l~berlassung Yon 2-Mereapto-6-dimethylaminopurin-9-ribosid 
danken wir der Firma Roche Products Ltd., Wehvyn Garden City, IIerts, 
England. 

22 H . A .  Staab, ,,Einfiihrung in d ie  theoretisehe organisehe Chemie'" 
(Verlag Chemie), Weinheim 1960, S. 680, 694. 

2~ R. V. Tomlinson und G. M. Tener, Biochemistry 2, 697 (1963). 
2~ p . L .  Whitney und C. Tan/oral, J. Biol. Chem. 237, PC 1735 (196~). 
.2~ ~VI. Levy und J. Magoulas, Federation Proc. 20, 381 (1961); ibid. 21, 

405 (1962). 


