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A method is described for the estimation of the uracil content in biological materials by means
of high-pressure liquid chromatography. Hydrolysis of the tissues and total liberation of RNA bases
are carried out in 70% perchloric acid. Less than 1 mg of the materials are needed for analysis. A
pre-purification of the hydrolyzates is carried out by anion-exchange chromatography. Recoveries
are estimated by isotope dilution analysis with [2-1*C]labelled uracil.

The method is highly sensitive — about 6000 pmol of uracil content can at least be estimated
quantitatively — and analysis time is short. In routine analysis a single sample needs 4 hours to
be completed. When preparing several samples at a time an analysis is completed every 45 min.

Im Rahmen der Untersuchung biologischen Mate-
rials auf seinen Nucleinsduregehalt entwickelten wir
ein Verfahren zur gaschromatografischen!
hochdruckfliissigchromatografischen 2 Thyminbestim-

und

mung.

Zur Erginzung dieser Methodik wurde ein Ver-
fahren zur hochdruckfliissigchromatografischen Ura-
cilbestimmung entwickelt. Da ein Gewebsaufschluf}
mit vollstindiger Freisetzung der RINA-Basen eine
Perchlorsidurehydrolyse erfordert 3 4, mufiten Metho-
den insbesondere zur Vorreinigung der Hydrolysate
entwickelt werden, die ausreichende Ausbeuten zwi-
schen 30 und 50% zulassen. Denn die bei der Per-
chlors@urehydrolyse
dukte interferieren bei der hochdruckfliissigchro-

entstehenden Braunungspro-
matografischen Trennung des Uracils vom beglei-
tenden Thymin zum Teil mit der Uracilbande, was
zu einer erheblichen Beeintriachtigung der Analysen-
genauigkeit fithren kann.

Durch Chromatografie der Hydrolysate an Dowex-
Anionenaustauscher 1 X 8 und geeignete Wahl der
Puffermolaritit im Hochdrucksystem wurde eine ein-
wandfreie Abtrennung des Uracils aus der Analysen-
losung unter Erzielung hoher Ausbeuten erreicht.

* Diese Arbeit enthdlt wesentliche Teile der Dissertation
von Marianne Schnaus, eingereicht an der Medizinischen
Fakultdt in Mainz.

Materialien und Methoden

Organisches Material zur Uracilbestimmung :

1. Jungen Albinoratten wurden in Athernarkose
Nieren, Milz, Herz und Thymus mit einer in Aceton-
Trockeneis auf — 60 °C tiefgekiihlten Gefrierstopp-
zange entnommen. Die Organe wurden im eisge-
kiihlten Morser fein zerrieben und sofort fir 24
Stunden in eine Gefriertrocknungszentrifuge ver-
bracht. Die erhaltenen Trockenpulver wurden luft-
dicht verschlossen bei + 4 °C aufbewahrt.

2. Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae) wurde
gefriergetrocknet und entsprechend den Rattenorga-
nen verwahrt.

3. Seeigel (Sphaerechinus granularis Lam.) wur-
den im Canale di Leme bei Rovinj, Istrien, gefan-
gen. Die Gewinnung der Eier und die Aufzucht der
Embryonen erfolgte entsprechend der von Miiller
et al.® beschriebenen Methode. In jeweils 30-miniiti-
gem Abstand wurden den Ansitzen Aliquots mit ca.
10° Embryonen entnommen, in Hydrolysershrchen
abzentrifugiert und seewasserfrei auf — 30 °C ein-
gefroren aufbewahrt.

Perchlorsdaure, Ammoniak, Ameisensiure und
Uracil (fir biochemische Zwecke) wurden von der
Fa. Merck, D-6100 Darmstadt, bezogen. [2-1*C]
markiertes Uracil (spezifische Aktivitit: 7,21 mCi/
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mmol, entsprechend 15,5 mg/mCi, Lot-number:
80-235) stammte von New England Nuclear Chemi-
cals, Boston, Mass. (USA). Als Szintillator diente
eine Mischung von 75 mg Dimethyl-POPOP, 4 ¢
PPO und 120 g Naphthalin, gelost in 11 Dioxan.
Zur Zdhlung wurde ein Packard-Szintillation-
Counter (Tri-Carb) verwendet.

Dowex Anionenaustauscher, Typ 1X8, wurde von
der Fa. Serva, D-6900 Heidelberg, bezogen, stark
saurer Kationenaustauscher aus sulfoniertem Sty-
rocopolymer, Typ M 71, Partikeldurchmesser 10 —
12 u, von der Fa. Beckman, D-8000 Miinchen. Die
Hochdruckflissigchromatografie wurde mit einem
HPL-Chromatografen, Typ LCS 1000, ausgeriistet
mit einem 254 nm UV-Detektor, der Fa. Varian.
D-6100 Darmstadt, durchgefiihrt.

Die Rattenorgane, Hefe, und die Seeigeleier und
-embryonen, letztere zuvor fiir 6 h bei 100 86 ge-
trocknet, wurden in einem Hydrolyserchrchen mit
jeweils 0,5ml 70% Perchlorsdure und [2-1*C]mar-
kiertem Uracil (ca. 10° cpm in 10 ul H,0) versetzt,
fir 1h bei 100 °C im Wasserbad gehalten und an-
schliefend mit 7M KOH neutralisiert. Die Hydroly-
sate wurden dann scharf abzentrifugiert, die Uber-
stinde abgezogen und — nach zusétzlicher Extrak-
tion des Riickstandes mit H,O und nachfolgender
Zentrifugation — mit dem zweiten Uberstand ver-
einigt. Der extrahierte Niederschlag wurde verwor-
fen.

Die vereinigten Uberstinde wurden im Sandbad
(90 °C) unter N,-Strom auf etwa 1,5ml einge-
dampft und anschliefend auf eine 0,6 <13 cm
Dowex 1 X 8-Sédule aufgegeben. Die Elution erfolgte
bei Zimmertemperatur in einem 0,1 M Ammonium-
formiat-System, pH 4.,6. Das Eluat — zu jeweils
20 Tropfen fraktioniert — wurde auf Radioaktivi-
tit gepriift (50 ul pro Fraktion + 100 ul H,O +
5ml Szintillator). Fraktionen mit einer Aktivitat
iber 500 cpm wurden vereinigt und zur Trockene
in Eppendorf-Reaktionsgefifien eingedampft. Der
Riickstand wurde in 200 #I 0,01 M Ammonium-
formiatpuffer, pH 4.6, aufgenommen.

Von dieser Losung wurden Volumina zwischen
0,5 und 2,0 ul auf eine 0,18 x 300 cm-Saule aufge-
bracht und in einem 0,01 M Ammoniumformiat-
System, pH 4,6, bei 80 °C und einer Durchfluf-
geschwindigkeit von 15ml-h™! (Druck etwa 350
atm) aufgetrennt.

Die Uracilmenge jeder Fraktion wurde durch
Peakflachenintegration unter Verwendung eines
Uracilstandards ermittelt. Die Berechnung der Aus-
beute erfolgte durch Isotopenverdiinnungsanalyse
(10 #1 Analysenlosung + 100 xl H,O + 5ml Szin-
tillator).

Ergebnisse und Diskussion

In Abb. 1 ist ein typisches Elutionsdiagramm der
Hochdruckflissigchromatografie  dargestellt,  das
neben Uracil und Thymin drei weitere, nicht identi-
fizierte Substanzen nachweist. Uracil und Thymin
werden unabhingig von der Puffermolaritdt stets
mit jeweils gleichen Volumina eluiert, wihrend die
Elutionsvolumina begleitender Verunreinigungen
mit steigender Molaritdt zwischen 1073 und 107! M
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Abb. 1. Elutionsdiagramm eines vorgereinigten Perchlor-
sdurehydrolysats. Material: Seeigelembryonen (Entwick-
lungszeit 9,5 h), Gesamtvolumen der Probe: 200 ul, Injek-
tionsvolumen: 2 ul, Trennbedingungen siehe Text, 1, 2 und
5: unidentifizierte Begleitsubstanzen, 3: Uracil, 4: Thymin.

abnehmen. Lediglich bei Verwendung eines 1072 M
Ammoniumformiat-Puffers, pH 4,6, lait sich das
Uracil mit Ausbeuten zwischen 30 und 507 sauber
von den Begleitsubstanzen abtrennen.

Abb. 2 gibt den Uracilgehalt sich entwickelnder
Seeigelembryonen von der Befruchtung bis zum Sta-
dium geschliipfter Blastulae wieder.

In Tab. I sind die fiir die Rattengewebe und die
Béckerhefe ermittelten Uracilkonzentrationen aufge-
fiihrt. Sie decken sich z. T. mit in der Literatur ange-
gebenen Werten ¢ (Herzmuskel, Bickerhefe), ande-
rerseits finden sich jedoch erhebliche Abweichungen.
Dabei darf allerdings der fiir die Beurteilung wich-
tige Zustand des Gewebes (Alter, Erndhrungs-
zustand, Wachstum) nicht vernachldssigt werden.
Auch grofle individuelle Unterschiede sind so zu er-
kldren.
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Abb. 2. Uracilgehalt in Seeigelembryonen (Sphaerechinus
granularis Lam.) verschiedener Entwicklungsstadien.

Tab. I. Uracilgehalt in Bickerhefe und verschiedenen Rat-
tenorganen [ug/mg Lyophilisat].

Gewebeart Menge Referenz 2
Hefe 4,2510,20 4,0 ¢
Herzmuskulatur 0,48 £0,02 0,35b 6
Milz 1,491+0,11

Niere 0,94 10,07 3,456
Thymus 1.82+0,16

a. Der Uracilgehalt der RNA wurde gleich 10% gesetzt
b. Fiir Skelettmuskulatur.

Hydrolyse, Vorreinigung an Dowex und hoch-
druckflissigchromatografische ~ Bestimmung  der
Uracilkonzentration einer Probe lassen sich in weni-
ger als 4 Stunden durchfithren. Bei gleichzeitiger
Bearbeitung mehrerer Analysenansitze kann nach
jeweils 45 min eine Analyse abgeschlossen werden.
In jeder Analyse koénnen in 2 —10 ul Injektions-
volumen noch 300 pmol Uracil quantitativ chromato-
grafisch erfalit werden.

Das Verfahren eignet sich somit insbesondere
zum routineméfigen Einsatz, z.B. zur Erfassung
der Anderungen im Nucleinsduregehalt (RNA) tie-
rischer Gewebe unter der Entwicklung oder unter
der Beeinflussung durch Therapeutika.
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