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BLOTIMMUNG VON NUCLSOTIDSN DURCH CHROMATOGRAPHIZ
UND I30TOP:NVIRDUNNUNG

H. LOPPART und &. BRODA
Institut fur Biologie, Reéktorzentrum Seibersdorf, und
Institut fir physikalische Chemie,

Radiochemische Abteilung, Universitdt Wien

Um die Verdnderungen im Spiegel der freien Adenin-~
Nucleotide im Zusammenhang mit dem aktiven Transport
von Ionen durch die Zellmembran von Pflanzenzellen - am
Beispiel von Chlorella fusca, einer einzelligen Grin-
alge - zu untersuchen, miissen diese Nucleotide sehr
empfindlich bestimmt werden. Dies kann auf Grund des
Phosphorgehaltes der Nucleotide nach einer radio-
chemischen Methode geschehen, nachdem die Algen bio-
synthetisch mit 32p als KH2P04 markiert wurden, Nesent-
liche Zeitersparnis, Vereinfachung der Trennmethode und
bessere Reproduzierbarkeit der Zrgebnisse brachte die
Anwendung der Isotopenverdiinnung mit 140- markiertem
Nucleotid bei der Abscheidung und Chromatographie der
Nucleotide, Die Nucleotide muBten nicht mehr gquantitativ
isolisrt werden, sondern es geniigte die Abtrennung eines
Bruchteils der ursprlinglich vorhandenen Nucleotidmenge
in reiner Form,

Markierung der Algen und @xtraktion der Nucleotide

Die Nucleotide wurden durch Inkubieren der Algen in
107> 1 kH,>%P0, (spezifische Aktivitdt: 2 mCi/ i)
markiert, Nach 3 Stunden war konstante spezifische
Aktivitdt der Nucleotlde erreicht, wie besondere Versuche
zelgten. Zur fxtraktion der Nucleotide wurde die Methode
von BLIGH und DYsR (1959) verwendet, durch die Pigmente
und Lipide 2zu einem groBen Teil entfernt werden. Die .
Methode gewidhrleistet eine Tdtung der Algen innerhalbd
0,25 Sek, (BASSHAM und XIRK, 1964). Zur Isotopenver-
‘dinnung wurde dem chloroform- methanolischen Extrakt eine
Standardlosung der 140- markierten Nucleotide ATP, ADP

LY. A=
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und AMP zugefiigt. Das‘Methanol'wurde nach Abtrennung des
Chloroforms im Vakuum bei 10° abgedampft.

Chromatographische Trennung

Die Adenin-Nucleotide wurden von anderen phosphor-
haltigen Verbindungen durch Ionenaustausch~Sdulen-~
chromatographie abgetrennf. Als Anionenaustauscher diente
Polydthylenimin~Cellulose, die RANDERATH (1962) fiir die
Diinnschichtchromatographie von Nucleotiden eingefiihrt
hat.

PEI-Cellulose fiir SHulenchromatographie (Schuchardt)
wurde durch Behandeln mit 0,5 M NaOH und anschlieBend
0,5 M Ameisensdure im Aufschlemmverfahren in die Formiat-
form gebracht. Mit dem Austauscher wurden 6 Chromato-
graphierohre (0,9 x 15 cm) zur gleichzeitigen Beniitzung
parallel ‘gefiillt. Nach Auftragen der wissrigen Losung der
Nucleotide wurde mit 2 aufeinanderfolgenden, linearen
Gradienten eluiert:

1. Gradient: HZO gegen 0,4 M Ammoniumformiatpuffer pH 4

(0,4 M Ammoniumformiat/ 0,4 M Ameisensiure, 2:1)

2. Gradient: 0,4 M Ammoniumformiatpuffer pH 4
gegen 1M Ammoniumformiat.

- Im VorratsgefdB und im MischgefdB befanden sich je 240 ml

Losung. Eine Vielfach-Schlauchpumpe (Desaga) versorgte
die 6 Sdulen gleichmidBig mit Pufferldsung. Da die
Chromatogramme gut reproduzierbar waren und die nidmlichen

Substanzen in verschiedenen Chromatogrammen immer in den

gleichen Fraktionen aufschienen, geniigte es, das Bluat
einer einzigen 3dule kontinuierlich qualitativ zu
kontrollieren, Fallweise wurdenvor der Auftrennung der
Proben inaktive Nucleotide als Standards zugesetzt; die
Transmissionskurve bei 260 nm ermglichte dann eine
rasche Zuordnung der Peaks, Die Messanordnung ist aus

Abb. 1 zu ersehen.

~ Messung und quantitative Auswertung

Die Messung von 140 und 32p erfolgte im "Tricarb-B8-
3pektrometer” (Packard). Dazu wurde jedem Peak des ADP
und ATP eine im Kollektor erhaltene Fraktion entnommen
und bei 70° singeenst. Das AMP wurde nach RANDERATH
(1962) rechromatographiert, da sonst seine Abtrennung vom

Orthophosphat ungenigend war. wsine Szintillatorfliissig-
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Abb, 1

keit (JEFFAY und ALVARZZ, 1961) wurde modifiziert, sodaf
sie imstande war, die saure Salzldsung aufzunehmen:

3 g PPO und 0,3 g POPOP wurden in einer Mischung von

75 ml Athanolamin, 250 ml Methylcellosolv, 250 ml
Triton-X und 250 ml Toluol aufgelsst. Auf Grund der 8-
Spektren von 140 und 32P wurde die glinstigste Gerdte-
einstellung zur Trennung der beiden Nuclide gefunden,

Die Aktivitdten der eingesetzten Radionuclide 140 und
32P wurden so gewdhlt, daB sie in den Nucleotiden gridBen-
ordnungsméfig libereinstimmten. Dann geniigte rechnerische
Korrektur der 14C-— Aktivitdt der Nucleotide auf Grund
des 32P— MeBwertes der gleichen Proben bei hoherer
Znergie. . ) ' )

Die Berechnung der in der Probe vorhandenen absoluten
Nucleotidmenge erfolgte aus der bekannten spezifischen
Aktivitdt des -°P der Algea-Nucleotide und der Aktivitst
der zugesetzten 140- Nucleotide, Wenn aber nur die
Inderung der Nucleotidmenge - etwa bei kinetischen Ver-
suchen wdhrend des aktiven fintransportes von Ionen durch
die Zellmembran - interessiert, muB der Absolutwert der
ersteren GroBe nicht bekannt sein. Die Bestimmung des
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ADP und AMP nach der gleichen Methode setzt natiirlich
voraus, daB nicht widhrend der Aufarbeitung weitere
Substanz durch Zersetzung von ATP gebildet wird, was
unter den beschriebenen Arbeitsbedingungen gewidhrleistet
ist. Unter grdoberen Bedingungen kénnte man z.B. im Fall
des ADP sich von einem durch Zersetzung hervorgerufenen
Fehler durch Dreifachmarkierung befreien. Dazu setzt man
von vornherein zwar 14C— ATP, statt des 140— ADP aber
JH- apP zu, bestimmt dann das durch Zersetzung gebildete
32p_ ADP gesondert auf dem Weg iiber das gefundene 140—
ADP, und zieht es vom gesamten 32P— ADP ab.

Bei der bisher verwendeten spezifischen Aktivitdt des
32P ist eine Bestimmung von Nanomolen Nucleotid mit einer
Reproduzierbarkeit von etwa 3% moglich. Mit hiheren
spezifischen,AktiVitaten des eingesetzten 32P 188t sich
die Empfindlichkeit weiter steigern. Auch kann man andere
Nucleotide als die Adenin-Nucleotide bestimmen, da sie
bei der beschriebenen chromatographischen Methode ge-~
sondert erhalten werden konnen.

Zur Illustration der Methode sei als Beispilel die
Verfolgung des ATP- Spiegels in suspendierter Chlorella
(dunkel) in 0,1 M KC1 nach dem Salzzusatz angefiihrt.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots der
Suspension in die siedende Chloroform-Methanol-Mischung
eingespritzt und wie beschrieben aufgearbeitet.

Relative
Menge ATP

cpm-10"4

o
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Summary

A method for the determination of 32P— hucleotides,
especially ATP and ADP, in nanomole gquantities or better
in plant material is described. After extrabtion, the
nucleotides are separated by ion exchange column
chromatography and measured with a liquid se¢intillation
counter. Yields are determined through isotbpe dilution
with '4C- nucleotides. The method is rapid and suitable
for routine work. Reproducibility is better' than 3%.
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