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SUMMARY 

Preparative isolation of deoxyriboadenylic acids from hydrolysates of oxidized herring 
sperm DNA 

The preparative-scale chemical degradation of DNA from herring sperm to 
mi%turcs of purine oligonucleotides or deoxyriboadenylic acids is described. The 
deoxyriboadenylic acid mixture was separated into six fractions according to in- 
creasing ionic charge by column chromatography on QAE-Sephadex A-25. Of the 
tirst fraction, 75% was deoxyriboadenosine monophosphate; of the second, 99 % 
consisted of a mixture of p(dA), and @A&p, while of the third 93% was pdAp. 
The remaining fractions contained more or less complex mixtures of longer-chain 
oligonucteotidcs which could be further separated by subsequent re-chromatography 
on QAE-Sephadex at pH 9.6. By application of paper chromatography to the frac- 
tions obtained from column chromatography, the pure nucleotide phosphates pdAp, 
p(dA),p, p(dA),p, p(cl&p and the mixtures of sequence isomers p(dA),, (dA),p ; 
p(dA),, (d&p; and p(dA),, (dA),p could be isolated preparatively. The nucleotide 
phosphates were converted to (dA)r, (dA), or (dA)4 and the mixtures of sequence 
isomers to (&&, (dA), or (dA), by treatment with alkaline phosphatase. By this 
means dephosphorylated, paper chromatographically pure oligodeoxyriboadenylic 
acid may be obtained in a preparative scale from the hydrolysates. The structures of 
the nucleotides thus isolated were deduced from the absorbtion characteristics, the 
RF values and the results of enzymatic degradation. 

EINLEITUNG 

Oligomere der Desoxiriboadenyls5ure sind im prlparativen Massstab bisher 
nur durch die sehr aufwendige chemische Polykondensation von Desoxiriboadenosin- 
monophosphat erh5hlich’. Die chemische Polykondcnsation ist so kompliziert, dass 
sie nur von Spezialisten erfolgreich praktiziert werden kann. Ausserdem treten wti- 
rend der Kondensation Nebenreaktionen auf, durch die auf Kosten der gewfinschten 
linearen Oligonucleotide zyklische Verbinduugen, Pyrophosphatderivate und ver- 
schicdene audere Reaktiousproduktc gebildet werden. Hiuzu kosruut, dass bei der 
chemischen Polykondensatiou bevorzugt die kurzen Oligomeren mit bis zu vier 



198 - H. SC$iOl+, &I. SCHWAEZ 

Monomereinheiten gebildet werden, w&rend ltigere Fragmente in nur sehr geringen 
Ausbeuten entstehen. Defhrierte lineare OhgodesoxiriboadenylsZuren sind aus dem 
-Kondensationsansatz erst nach mehreren aufwendigen Trennschritten in papierchro- 
matographisch reiner Form erhZiitlich. 

Bei der Suche nach einfachen Wegen zur Darstellung von Desoxiriboadenyl- 
s&en fanden wir, dass Jones et ~1.‘~ zur Em&lung von AdenylsHnrefragmenten 
Desoxiribonuc!eins%rreiuren (DNA) chemisch im analytischen Massstab zn Oligodes- 
oxiriboadenylsluren auf folgendem Weg abgebaut haben. ZunZchst wurden die 
Nucleobasen der DNA (3 g Ansatz) bis auf Adenin mit alkalischer KMnO,-Liisung 
oxidativ zu Ureidogruppen abgebaut, wobei die Polymerhauptkette erhalten blieb. 
Die Ureidogruppen in dieser sogenannten “oxidierten DNA” wurden anschliessend 
durch Hydrazinolyse in Hydrazone iiberfiihrt, aus denen dann nut Benzaldehyd die 
Aldehydfunktionen freigesetzt wurden. Die so vorbehandeltc DNA wurde im Al- 
kalischen hydrolysiert und das neutralisierte Hydrolysat (40 mg Ansatz) an einer 
DEAE-Cellulose-Sgule in mehrere Fraktionen aufgetrennt. Papierchromatographisch 
und aus dem Phosphat-Adeninverh%nis konnten die Autoren in den verschiedenen 
Fraktionen.Oligomere der Adenylsgure mit bis zu drei Monomereinheiten nachweisen, 
w&rend sic die Anwesenheit hiiherer Fragmente vermuteten. 

Wir haben das Verfahren, das Jones et al. als analytische Methode konzipiert 
hatten, so modifiziert, dass sich in einem Ansatz der oxidative Abbau mit 30 g DNA 
und die‘Fraktionierung des Hydrolysats im 5 g Ansatz praktikabel durchfuhren l&St. 
Damit haben wir einen neuen Weg erschlossen, auf dem Desoxiriboadenylssuren in 
prsparativen Mengen in chromatographisch reiner Form sehr einfach zuganglich 
sind, wie wir in der vorliegenden Arbeit zeigen werden. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Reagenzien 
Hydraziniumhydroxid zur Synthese (Merck-Schuchardt, Miinchen, B-R-D.); 

Kaliumpermanganat p-A_ ; die iibrigen Chemikalien wurden in “chemisch reiner” 
Form verwendet; DNA, pdA, dA (PWA Waldhof, Mar&r&n, B.R.D.); die iibrigen 
Referenzuucleotide wurden in unserem Labor synthetisiert5s6; QAE-Sephadex A-25 
(Pharmacia, Uppsala, Schweden); Chromatographiepapier 2316 (Schleicher & Schiill, 
Dassel, B.R.D.); DEAE-Cellulose (Whatman DE-23 ; W. & R. Balston, Maidstone, 
Grossbritanien); Enzyme (Boehringer, Mannheim, B.R.D.); Membranen (Amicon, 
Lexington, Mass., VS.). 

Pufferhmgen 
1 M Tris-HCI-Puffer @H 7.5): 121 g (1 M) Tris-(hydroxymethyl)amino- 

methan werden in 900 ml Wasser gel&t, mit 50 ml konz. HCl versetzt, dann mit 
HCl auf pH 7.5 eingestellt und schliesslich mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. 

1 M NaHCO~Na,CO,-Pufher (PH 9.6): 65.3 g (0.78 M) NaHC03 und 23.5 g 
(0.22 M) wasserfreies Na,CO, werden mit Wasser auf loo0 ml aufgefiillt. 

LaufmitteZsysteme 
A : hhanol-1 M NI&Ac (7 :3) pH 7.5 ; B : n-Propanol-Konz. Ammoniak-Was- 

s.er (55 : 10 :35); C : Isobuttersfure-konz. Ammoniak-Wasser (66 : 1:33). 
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Depyrimidinierung und hydrolyische Spahung der DNA aus Heringsspermen 
KZufiiche Heringsspermen-DNA (40 g) werden in 160 ml Hydraziniumhydro- 

xid gel&t und 4 h bei 60”.im Trockenschrank belassen. Anschhessend wird die hierbei 
entstandene, braune ReaktionslSsung am Rstationsverdampfer zur Trockene einge- 
engt, der R&&stand in Wasser gel&t und wieder zur Trockene gebracht. Den Rtick- 
stand versetzt man mit 1.5 1 einer 1.2 M KOH Liisung und erhitzt den Ansatz 1 h 
auf dem siedenden Wasserbad. Anschliessend wird die LBsung im. Eisbad auf ca. 
5” abgektihlt tmd mit ca. 25 %iger Perchlorsaure neutralisiert. Nach CQ. 12 stiindigem 
Stehenlassen im Ktihlschrank wird der ausgefallene Niederschlag auf der Nutsche 
abgesaugt und mehrmals mit kaltem Wasser nachgewassen. Filtrat und Waschwasser 
werden vereinigt, mit Wasser auf 5 1 aufgeftillt und s&.rlenchromatographisch frak- 
tioniert. 

SrTrclenchromatographische Trenmmg des depyrimidinierten DNA-Hydrolysates an 

einer DEAE-Cellulose-SZiule bei pH 7.5 

Das in 5 1 Wasser geliiste DNA-Hydrolysat wird auf eine DEAE-Cellulose- 
S%le mit ca. 1 l/h gepumpt. Die S%rlenfiillung betragt 50 x 7 cm. Nach dem Auf- 
tragen der Lasung wird die Sgule bei gleichem Durchtluss zun&hst mit 5 1 Wasser 
bei Raumtemperatur eluiert. Hierbei sinkt die bei 260 nm gemessene Absorption des 
Eluats unter 1 AzGO- Einheit. Das Eluat wird verworfen. Anschliessend eluiert man die 
Sgule mit CQ. 12-15 1 einer 0.1 M NaCl-Liisung, die mit 0.05 M Tris-HCl auf -pH 
7.5 gepuffert ist, bis die Absorption des Eluats unter 4 A,B,,-Einheiten sit&t. Im dritten 
und letzten Sch.ritt werden die noch adsorbierten Purinnucleotide tit 1 M NaCI- 
Lijsung von der S&rle eluiert. Die mit 0.1 M NaCl-0.05 M Tris-HCl eluierten Purin- 
nucleotide werden vereinigt und am Rotationsverdampfer soweit konzentriert, bis 
Salz ausf~llt. Das Konzentrat wird vom Salz befreit und anschliessend an einer UM 
2 Membran so lange ultrafiltriert, bis das Eluat mit AgNO, keine.Reaktion zeigt. 
Das saIzfreie Retentat wird lyophilisiert und man erhalt ca. 7 g niedermolekulare 
Purinnucleotide als gelbliches Pulver. Die mit 1 M NaCl eluierten hiihermolekularen 
Purinnucleotide werden analog aufgearbeitet und ergeben ca. 5 g emes hellbraunen 
Pulvers, das in der folgenden Oxidationsreaktion eingesetzt wird. 

Oiidation der Heringsspermen-DNA und der hGhermalekzdaren Purinoligonucleotide 

KPufIiche Heringsspermen-DNA (Reaktionsansatz l-I, Tabelle I) oder die mit 
1 M NaCl eluierten hiihermolekularen Purinoligonucleotide (Reaktionsansatz 5, 
Tabelle 1) werden gemeinsam m@ NaHC03 in I 1 Wasser gel&t und auf 37” erwlrmt. 
Die LSsung wird mit 11 einer ebenfalls auf 37” erwarmten KiMnO,-LSsung versetzt. 
Hierbei stellt sich der pH-Wert der LSsung auf ca. 8 ein (Reaktionsansatz 1 und 5). 
Die Reaktionsli%ungen der Ansgtze 2,3 und 4 werden dagegen mit 2 N NaOH exakt 
auf pH 9 eingestellt. Man bel&st die Ansstze 1, 2, 3 und 5 fur 19 h bei 37”, w%rend 
Ansatz 4 nur 3 h bei dieser Temperatur verbleibt. Anschhessend werden die violett 
gef%bten LBsungen der Ansstze 1,2 und 5 durch Zugabe von festem NaHS03 ent- 
ftirbt. Der ausgefallene Niederschlag wird abfiltriert und mit Wasser nachgewaschen. 
Das hellgelbe Filtrat wird mit dem Waschwasser vereinigt und an einer UM-10 
Membran durch UltrafIltration entsalzt. Nach der Gefriertrocknung der entsalzten 
Retentate werden die “oxidierte DNA” und die “oxidietien Purinnucleotide” in der 
folgenden Reaktion weiterbehandelt. 
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TXBELLE I’ 

BEDINGUNGEN ZUR OXIDATION DER HERJNGSSPERMEN-DNA -U-ND DEREN AN- 
SCEDJEX5ENDE ALKALISCHE HYDROLYSE ZU DESQXIRIBOADENYLS&JREN 

OxiaIzrih (bei 37”) AIkalisdre Hy&oiyse (I h bei IOtT) 

Reaktiom- DNA’ KMnO.’ NaHCO,’ NaHSOs pH-Wert Zeit “Oxiderte KOH Au&we 
aKsat2 1%. (g) (g) (g) (gl (h) DNA= 

(gi (0 (w (g) I%) 

1 10 20 46.6 8-l ca. 8 19 7 0.5 0.3 3.0. 30 
2 30 60 46.6 6.8 9.0 19 24 1.0 1.0 9.5 32 
3 30 30 46.6 - 9.0 19 26 1.0 1.0 9.0 30 
4 30 30 46.6 - 9.0 3 25 1.0 1.0 8.5 28 
5 9 .I. 9 42.0 8.0 ca. 8 19 7” OS 0.3 5.5 61 

* Gemeinsam in 2 I Wasser geliist. 
l * “Oxitierte PurinoIigonucIeotide”. 

*** Purinoligonuckotide. 

Efydrazinolyse und alkalische Hydrolyse der “‘oxidierten DNA” md “oxidierten Purim 
oligonucleotide” 

“Oxidierte DNA” bzw. “oxidierte Purinoligonucleotide” (7-26 g) werden in 
4Q-150 ml Hydrazininmkydroxid &eel&t und 4 k bei 60” belassen. Ansckliessend engt 
man die LSsung am Rotationsverdampfer auf die Halfte ein und IHsst sie langsam zum 
5-facken Volumenfiberschuss an fiisch destilliertem Benzaldehyd unter Riihren zu- 
tropfen.. Da die Reaktion exotherm verl&ft, werden die grijsseren Ansztze unter 
Kfihl-mg durckgcfiikrt. W&rend des Zutropfens der LSsnng wird der Benzaldehyd 
znn&hst milchig triibe, spgter gelb und gegen Ende der ca. 20-min Reaktion fallen 
gelb&’ Nadeln ans, die einen Kristallbrei bilden. Durck Zugabe von drei Teilen lither 
undleinem Teil Wasser wird der Kristallbrei gel&t. Die w&srige Phase wird abge- 
trennt, anschliessend no& 45 mal mit hither ausgeschilttelt und zum Schluss am 
Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Die Riickstinde der Reaktionsansatze 
1 und 5 werden mit je 500 ml 0.3 M KOH gel&t, wlhrend die Reaktionsprcdukte 
aus den Ansatzen 2, 3 und 4 in jeweils 11 1 M KOH anfgenommen werden (vgl. 
Tabelle I). Die alkalische Hydrolyse wird 1 k bei 100” durckgefiihrt. Dann wird die 
Lijsnng im Eisbad auf ca. 5” gekiihlt und mit ca. 25 %iger PerchlorGure neutralisiert. 
Nack der Neutralisation l&t man den Ansatz ca. 12 k im Kiihlschrank stehen, saugt 
den Niederschlag ab und wHscht ihn mit kaltem Wasser nach. Das klare Filtrat wird 
mit dem Waschwasser vereinigt, an einer UM-2 Membran entsalzt und anschliessend 
lyophilisiert. 

Isolierung vo;1 Desoxiriboadenyk&uen 
(I) Sfbdenchromatographische Trennung der DNA- und Purinoiigonucleotid- 

hydrolyzate an QAE-Sephadex A-2.5 bei pH 7.5 (vgl. Fig. I). Ca. 5 g (60,000-70,000 
A .B,-,-Einheiten) des DNA-Hydrolysates oder der hydrolysierten Purinoligonucleotide 
werden in 40 ml einer 0.025 M NaCl-L&ung, die mit 0.025 M Tris-HCl auf pH 7.5 
gepuffert ist, aufeine QAE-Sephadex A-25 Siiule gepumpt. Die S%rlenfullung betrggt 
70 x 3 cm und ist mit 0.05 M NaCl-O.05 M Tris-HC1 (pH 7.5) gquilibriert. Der 
Durchfluss wird mit einer Schlauchpumpe auf ca. 700 ml/h eingestellt. Nack dem 
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ELutionsvoLlll - 

Fig. 1. Elutionsprofil der s5uIenchromatographischen Trenmmg van 5 g des “&idierten DNA”- 
Hydrolysates aus Reaktio nsansatz 4 (vgl. Tahelle I und II) an QAE-Sephadex A-25. SBulenfWlung: 
70 X 3 cm: Durchfl~: 700 ml/h. Die Elution erfolgt bei 20” im steigenden N&l-Gradienten, der 
mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert ist. Abschliessend wird die S&de mit 1 M NaCl eluiert- 
Die Pro&&e innerhalb der senkrechten Strichelung werden aufgearbeitet und rechromatographiert 
(vgl. Fig. 2 und 3). 

Auftragen der Probe wird die Saule zun%%st bei 20” mit 2.5 1 0.1 h4 NaCl eluiert. 

Fraktionen z1~ co. 20 ml werden gesammelt. Die Absorption jeder 10. Fraktion wird _ 
spektralphotometrisch bei 250,260 und 280 mn gemessen. Die graph&he Auftragung 
der bei 260 nm gemessenen Absorptionswerte gegen das Elutionsvolumen fiihrt zu 
dem in Fig. 1 abgebildeten Elutionsprofil. Bei den Elutionsprofilen der Fig. 2 und 3 
wird entsprechend verfahren. 

Die Fraktionen von Peak I werden innerhalb der senkrechten Strichelung 
vereinigt und an einer UM-05 Membran entsalzt. Anschliessend wird die Sfule im 
linear steigenden N&l-Gradienten eluiert, der ebenfalls mit 0.05 M Tris-IICl auf 
pII 7.5 gepufIert ist. Der Gradient beginnt mit 5 10.1 M NaCl im Mischgefass und 
5 10.2 M NaCl im Vorratsgef&s und wird dann mit 2.5 10.2 M NaCl im Mischgef&s 
und 2.5 1 0.25 M NaCl im Vorratsgefiiss fortgesetzt. Nach dem NaCl-Gradienten 
eluiert man die !%ule mit 0.5 1 1 M NaCl. Die Fraktionen von Peak II-VI werden 
innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt. Zur Entsalzung werden die Frak- 
tionen aus Peak II und III an einer UM-2 Membran, die Oligonucleotide aus Peak 
IV-VI an einer UM-10 Membran ultrafiltriert und anschliessend lyophilisiert. Die 
A -Einheiten 260 der vereinigten Peakfraktionen sind gemeinsam mit den Ausbeuten 
an Lyophilisat in Tahelle II zusammengestellt. Produkte gleicher Peaknummer aus 
den Reaktionsansiitzen werden vereinigt und wie unter (3) beschrieben bei pII 9.6 
rechromatographiert. 

(2) Rechromatographie des Lyophilisats ~0’011 Peak VI der Fig. I an QAE- 
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Fig. 2. Elutionsprofil det s&denchromatograpin Nachtrennung von 5 g der in Peak VI (vgl. 
Fig. 1) eluierten DNA-Fragmente an QAE-Sephadex A-25. S&knftillung: 70 x 3 cm; Durchfluss: 
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pH 7.5 gepuffert ist (vgl. Tabelle II). Abschli~nd wird die !Bule mit 1 A4 N&l eluiert. Die 
Pmdukte inuerhalb der senkrcchten Strichelung von Peak Via werden aufgearbeitet und rechromato- 
3rapbiert (vgl_ Fig_ 3). 
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Fig. 3. a-e,: Elutionsprot%le der s%lenchromatogsaph&hen N2chtrennung van cn. 1 g d.er in den 
Peaks II-V uud VI% (vgl. Fig. 1 uud 2) eluierteu Dcsoxlriboadenylszu-en an QAE-Sephadex A+. 
SZiulenftillung: 45 x 2c&; Durchfluss: 600 ml/&_ Die Elution erfolgt hei 200 @n steigenden 
NaHCO~Na#ZO~Gradienten bei pH 9.6 (vgl. Tabelle III). Abschliessend wird die &de mit 1 M 
NaCl eluiert. Die Produkte innerhalb der- senknkhten Strichelung wekden aufgearikitet. Die 
CZmr&terisierung der in den Peaks Ta-e eluierten Oligoadenyhkren ist in Tab&e IV-VII zu- 
samnlengefmt. 
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BEkNGcfETQiEN ?JND --ERGEBNfSSE DER S~vLEN<=HRoMATOGlW??HISRApIuscHEN TRENNUNG 
VON. OXIDIERTEN DNA-HYDROLYSATEN AN QAEsEPHADEX A-3 (VGL. FIG. 1 UND 2) 

Ca. 5 g der DNA-Hy&&ateas den Reaktio nsas&zen l-5 (vgL TabelIe I) oder 5 g der in Peak VI eluierten 
Oligoa~enykZuren werden .bei 20”. chromatogmphiert bay. re&romatographieEt. Die Eluti~n erfolgt im 
NzC1_Gsadient&, der mit 0.05 M Trk-HCI auf pH 7.5 geptiert ist. ~ulenffdhmgg: 70 x 3 cm, Durchfhss 
ca. 700 ml/h. 

Peak Nr. IF&_, I) und EZuttbn bei NaCZ (MI Zwk%en- LFolierte 

‘I ZZ 111. IV V 
- peak- Gesamt- 

VI frdctrionn menge 

0.10 0.12-0.13 0.14-0.16 0.19-0.20 0.21-O-23 I.00 g % 

DNA-HydroZysat atts Reaktiommsatz I 
AZ,,-Emherten . . 2800 8200 10,400 

(%) 4.6. 13.6 17.3 
lsolierie Menge (g) - 0.58 0.60 

(%I - 11.6 12.0 

DNA-HydroZysat am Reaktionsamatz 2 
Am-Einheiten 

(i). 
2700 6500 14,aJO 
4.0 9.8 21.9 

Lsolierte Menge (g) - 0.37 0.85 
(%) - 7.4 17.0 

DNA-Hy&oZysat aus -Reaktionsanrarz 3 
ALsO-Eioheiten 3700 11,100 7600 

(%) 6.1 18.4 12.6 
Isolierte Menge (g) - 0.62 0.41 

(%) - 12.4 8.2 

DNA-NydroIysat aus Reaktionsansatz 4 
Azso-Einheiten 4800 12,400 9600 

(%) 7.0 18.0 14.0 
Lsotierte Menge (g) - 0.58 0.54 

(%) - 11.6 10.8 

DNA-HydroZysat acts Reaktimsamatz 5 
A,-Einheiten alo0 3900 7800 

(%) 9.6 6.3 12.5 
Isolierte Menge (g) - 0.23 0.43 

(%) - 4.6 8.6 

Rzchromtographie c&r OIigoadenyLsiiuren aus Peak 
Peak Nr. (Fig. 2) Via 
Elution bci NaCI (M) ‘d.24-0.27 
A,,-Einheiten 22,000 

(“%) 31.3 
Lsolierte Menge (g) 

(%) 

8700 5800 8900 

14.5 9.6 14.8 
0.58 0.35 0.50 

11.6 7.0 10.0 

15,300 
25.6 
- 

8800 
13.2 
0.47 
9.4 

3500 

::;0 
4.0 

9400 21,000 
14.1 31.6 
0.55 - 

11.0 - 

6800 2800 8300 
11.2 4.6 13.7 
0.37 0.18 0.48 
7.4 3.6 9.6 

20,200 
33.4 
- 

4100 1500 15,200 21,100 
6.0 2.2 22.1 30.7 
0.26 0.10 0.87 - 

5.2 2.0 17.4 - 

7aJO 
11.2 
0.40 
8.0 

:\ 
-480 

7.7 
0.27 
5.4 

11,300 21,500 
18.1 34.5 
G.65 - 

13.0 - 

VI c\ 
VIb 

2&l 
31.8 
- 
- 

25,900 
36.9 
- 

2.61 52.2 

2.44 48.8 

2.06 -41.2 

2.35 47.0 

1.98 39.6 

1.40 28.0 

Sephadex A-25 beipN 7.5 (vgl. Fig. 2). 5 g (ea. 71,000 A,,,-Einheiten) des Lyophilisats 
von Peak VI (Fig. 1) werden in 40 ml 0.12 M NaCl-O.05 M Tris-HCl (PH 7.5) auf eine 
QAE-Sephadex A-25 Ssule aufgepumpt. Die Shlenfiillung betrsgt 70 x 3 cm. Nacb 
dem Auftragen der Probe wird die S&de uater den in (1) besctiebenen Bedingungen 
zunZchst mit 3 i 0.24 M NaCI-O.05 M Tri-HCI (@I 7.5) gewaschen. Anschliessend 
l%st man 10 1 eines linearen NaCl-Gradienten foIgen, der tit 0.05 M Tris-HCI auf 

i 
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pK 7.5 gepuffert ist. 5 I 0.24 M NaCl befinden sich im MischgefZss, w%hrend 5 10.34 
M NaCl im Vorratsgefhs enthalten sind. Nach dem Gradienten eltiert man die Ssule 
abschliessetid mit 0.5 1 1 M NaCl. Der Elutionsverlauf ist in Fig. 2 dargestellt. Die 
Fraktionen von Peak VI a werden innerhalb der senkrechten Strichehmg vereinigt, 
an einer UM-10 Membran entsalzt und ergeben 1.4 g eines btiunlichen Lyophilisats, 
das unter.(3) beschrieben, bei pH 9.6 nachgetrennt wird. 

(3) Rechromatographie der Oligodesoxiriboadenyrsiiuren aus Peak 11-V irnd 
Via der.. Fig. I und 2 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 9.6 (vgl. Fig. 3~). Jeweils ca. 
1 g (ca. 11,000-16,000 Ate,,- Einheiten) der Lyophilisate von Peak II-V und Via (Fig. 
1 und 2) werden in 10 ml NaHCO,-Na,CO&rffer auf eine QAE-Sephadex A-25 
S&le aufgetragen. Die Sgiulenftillung betrZgt 45 x 2 cm. Die sBulenchromatogra- 
phischen Trennungen werden unter den in Tabelle III aufgefuhrten Bedingungen wie 
folgt durchgefiihrt. Nach dem Auftragen der Probe wi%cht man die Saule bei einem 
Durchfluss von ca. 600 ml/h zunachst mit 2 I Pufferli%uug und l&t dann 4 1 eines 
linearen-NaHC03-Na,CO,-Gradienten (pH 9.6) folgen. Nach dem Gradienten wird 
die S%ule in den Trennungen a-c abschliessend mit ca. 0.5 1 1 M NaCl eluiert. Die 
Rechromatographie der Lyophilisate von Peak V (Fig. 1) bzw. vou Peak VIa’(Fig. 
2) wird nach dem Gradienten mit 11 0.24 M bzw. 1 1 0.26 M NaHC03-Na#ZO, 
fortgesetzt, Die Rechromatographie wird mit 0.5 1 1 M NaCl beendet, wWnd in 
der Trennung e ein zweiter Gradient angeftigt wird: 1 1 0.26 M NaHCOrNa2COs 
im Mischgefass; 110.27 M NaHCO,-Na2C03 im Vorratsgef&s. Nach dem zweiten 
Gradienten wird die S&ule abschliessend mit 0.5 1 1 1M NaCl eluiert. Die Fraktionen 
innerhalb der senkrechten Stichelung (Fig. 3a-e) werden vereinigt und wie unter 
(1) beschrieben aufgearbeitet. Die Ergebnisse der Rechromatographie sind in Tabelle 
IV zusammengefasst. 

TABELLE III 

BEDINGUNGEN ZUR RECHROMATOGRAPHIE VON DESOXIRIBOADENYJX~UREN 
AN QM-SEPHADEX A-25 (VGL. FIG. 3) 
CQ. 1 g der Lyophilisate aus Peak U-V und Via (vg3. Tabelle II) warden hei 20’ chromatographiert. 
Die Elution erfolgt im NaHCO,--Na,CO,-Gradienten bei pH 9.6. Ssulenf6llung: 45 x 2 cm; 
Durchfiuss: cu. 600 ml/h. 

Auf~&~xwe Lyophikate Konzentratian des NaHCOrNazCOa- Peak Z 
PL&rs (m&f_) (Fig- 31 

Peak Fig. Am- Gel&t in IO ml Wasch- Gradient E&ion 
Nr. ZSheiten NaHCOa-Na,CO, ZikUlg 21-21 erfolgr 

(mM1 21 von-bis 

II 1 10,700 55 110 llO+ 130 110-117 a 
III I 15,300 70 140 1404160 142-155 b 
fv 1 14,900 90 180 180 -+ 210 183-194 c 
v 1 16,300 110 220 (1) 220+2&l 227-240 d 

13,100 
(2) 11 240 

Via 2- 120 240 (1)2404260 
(2) L 1 260 250-270 e 
(3) 11 260 

.-f 11 270 
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ERGEBNISSE DER RECHROMATOGRAPHIE VON-DESOXIFUBOADENYLSAUREN AUS 
PEAK II-V UND Via (VGL:.TABELLE IL; FIG. 3) AN QAE-SEPHADEX A-25 BE1 pH 9.6 

Pe& (Fig. 3) -&&j&j&?@ - Bezeichzmg Pea&tteiC (“/o) l 

Idiert AnteiJ der Mkchwzg (%) 

ra 6700 62.6 

Ib 13,000 85.0 

Ic 9700 65.1 

Id 11,4QO 69.7 

re 7700 58.7 

77 
22 

1 
93 

3 
4 

42 
40 
18 
29 
32 
26 

3 
10 
16 
6 

78 

l Pa~ierc~omatagraphisch aus &&iieiten ennittelt. 
I* Hypothetische Struktur tit unbekanntem Rest R. 

l ** Mkchung aus Sequenzkomeren. 

ERGEBNISSE 

AIs Ausgangsmaterial verwenden wir DNA aus Heringsspermen, die als tech- 
nisches Produkt preisgiinstig im Handel angeboten wird -und ohne zusWzliche Rei- 
nigung fiir unsere Zwecke verwendet werden kann. 

Da nach der van Jones et ai.2 angegebenen Vorschrift 30 g DNA in einem 
Ansatz nicht praktikabel z-u oxidieren sind, wird zur ErmittIung der optimafen Reak- 
tionsbedingungen, die DNA unter verschiedenen Bedin,oungen oxidiert. Die Oxida- 
tion wird in w@riger NaHCO,-L&ung bei 37” mit unterschiedlichen Mengen an 
KMn04, bei ve&chiedenen. Konzentrationen und wzhrend unterschiediich Ianger 
Reaktionszeiten entweder bei pH g-9 oder exakt bei pH 9 durchgefiihrt. Die Be- 
dingungen und Ausbeuten sind filr die einzehen Reaktionsans&ze in Tabelfe 1 
zusammengefasst. 

In den Ansstzen 1 und 2 bemilt die, durch KMnO, violett gef&bte Reaktions- 
l&sung, ihre Farbe w2hrend der gesamten Reaktionszeit. Der KMnO&berschuss 
wird nach der Oxidation mit NaH?903 reduziert. Dagegen entirben sich die Reak- 
tion&sung der An&&e 3 und 4 im Verlauf der Reaktion, so dass unter diesen Be- 
dingungen das eingesetzte KM&, voilstidig zur Oxidation verbraucht wird. Nach 
der Oxidation wird der ausgefallene Braunstein abfiltriert, das Filtrat neutralisiert und 
zuf Entfernung van Salz und niedermolekularen Fragmenten an einer UM-10 Mem- 
bran ultrafiltriert. Das salzfreie Retentat wird Iyophitisiert und man erh5lt die “oxi- 
dierte DNA”, afs gelbliches Culver. Die Ausbeute an “oxidierter DNA” Iiegt, bezogen 
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auf die Mknge der eingesetzten DNA, bei durchschnittlich 82%. Aus den Ausbeuten 
der ReaktiORSaRS~tZe l-4 (vgl. Tabelle I) folgt, dass die Oxidation weitgehend kon- 
zentrationsunabh&gig ist, bei pH S-9 abliiuft und bereits nach 3 h beendet ist. 

Nach der Oxidation werden die Ureidogruppen der “oxidierten DNA”, wie 
VOR Jones und Walke? bcschrieben, durch Hydrazinolyse und Benzaldehydbehand- 
lung in Aldehydgruppen iiberffihrt. Dann wird die DNA unter den in Tab&e I 
angegebenen Bedingungen mit iiberschtissiger KOH in Oligodesoxiriboadenylsiiure- 
fragmente gespalten. Die von uns verwendeten; unterschiedlichen KOH-Konzentra- 

tionen wirken sich nicht si_@fikant auf die Ausbeute an Hydrolyseprodukten aus, 
so dass die alkalische Hydrolyse der “oxidierten DNA” nicht an exakte Konzentra- 
tionsbedingungen gebunden ist. Die Hydrolysate werden an einer UM-2 Membran 
durch Ultrafiltration von Salz und zum Teil such von niedermolekularen Verbindun- 
gen befreit und dann lyophilisiert. Die durchschnittliche Ausbeute an DNA-Hydro- 
lysat liegt bei 30% bezogen auf die Menge der eingesetzten Heringsspermen-DNA. 

Zur Uberpriifung der Oxidationsreaktion werden im Reaktionsansatz 5 (vgl. 
Tabclle I) Pminoligonucleotide anstelle der DNA eingesetzt. Purinoligonucleotide 
erhalt man durch Depyrimidinierung nach der von Tiirler und Chargaff’ beschrie- 
benen Methode, die wir mit entsprechender Iinderuug im 40 g Ansatz durchfiihren. 
Die depyrimidinierte DNA wird alkalisch hydrolysiert und das neutralisierte Hydro- 
lysat saulenchromatographsch in nieder- und hohermolekulare Purinoligonucleotide 
getrennt. Die isolierten hiihermolekularen Fragmente werden mit einem Uberschuss 
an KMnO, -19 h oxidiert und anschliessend wie “oxidierte DNA” unter den in Ta- 
belle I angegebenen BediRgIIRgeR weiterbehandelt. Die Ausbeute an Lyophilisat 
betrsgt, bezogen auf die eingesetzte Purinoligonucleotidmenge, 61% und entspricht 

der Ausbeute, die beim Abbau der Heringsspermen-DNA erhalten wird. Die gute 
Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen des DNA- und Purinoligonucleotidab- 
baus beweist, dass nur die Pyrimidinbasen und Guanin, nicht aber Adenin oxidativ 
zerstijrt werden. 

Zur Gewinnung der Oligodesoxiriboadenylsi$uren aus den Hydrolysaten ver- 
wenden wir die zur Isolierung synthetischer Oligonucleotide bewghrten Trennme- 
thoden. Das Hydrolysat wird daher zunHchst an dem Anionenaustauscher QAE- 
Sephadex A-25 im steigenden Salzgradienten sZulenchromatographisch in Kompo- 
nenten steigender Phosphatladung fraktioniert. Jeweils 5 g eines Lyophilisats (vgl. 
Tabelie II) werden an einer SHulenfiZllung von 70 x 3 cm unter identischen Bedin- 
=oungen zunHchst bei pH 7.5 im NaCl-Gradienten chromatographiert. Der Elutions- 
verlauf wird spektralphotometrisch bei 250,260 und 280 nm verfolgt. Die gemessenen 
Absorptionswerte bei 260 nm werden gegen das Elutionsvolumen aufgetragen und 
ffihren zu dem in Fig. 1 abgebildeten Elutionsprofil. In Fig. 1 ist stellvertretend fiir 
die tibrigen Trennungen das Elutionsprofil der aus dem Reaktionsansatz 4 erhaltenen 
Hydrolysate abgebildet, da die Elutionsprofile aller 5 Hydrolysate grundsitzlich 
untereinander tibereinstimmen. 

Nacli dem Auftragen der Probeliisung eluiert man die SHule zuerst mit 0.1 M 
NaCl. Bei dieser Salzstirke werden 2 kleine Peaks und spHter 1 Hauptpeak eluiert. 
Im darauf folgenden, linear VOR 0.1 M bis 0.25 M NaCl steigenden Gradienten ver- 
lassen nacheinander weitere 4 Hauptpeaks die Sgule. Bei der abschliessenden Elution 
mit 1 A4 NaCl wird der 6. Hauptpeak erhalten. Die deutlich van einander abgetrennten 
Peaks treten in allen 5 Trennungen an identischen Position& aber mit unterscheid- 
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lichen Hiihen auf. Die in Tabelle II aufgefiihrten Daten lassen keinen direkten Zu- 
saumenhang zwischen den Reaktionsbedingungen und der VerZnderung eines be- 
stimmten Peaks erkermen. 

Die gemessenen Absorptionsverhilltnisse der Peakfraktionen, die fur 2801260 
zwischen 0.19 und 0.45 liege& deuten bereits darauf hin, dass in den verschiedenen 
Peaks als Hauptprodukte Oligoadenyls&ren enthalten sind, da die .berechneten Ab- 
sorptionsverhaltnisse von 280/260 fiir Adenylsluren mit 0.19-0.25 angegeben werdens. 
Bei Anwesenheit von Oligomeren der Thymidyl-, Cytidyl- und Guanylsl&ure sollten 

die Absorptlonsverhaltnisse der Peakfraktionen fur 280/260 bei 0.73, 0.98 bzw. 0.67 
liegen. Fraktionen im An- und Abstieg der Peaks, die 280/260 Verhaltnisse von 0.30 
und hSher aufweisen, werden verworfen, so dass nur die Fraktion innerhalb der senk- 
rechten Strichehmg vereinigt werden. Die vereinigten Fraktionen werden konzentriert, 
durch Ultrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Nach der s&rlenchromatographischen 
Trennung und Aufarbeitung verbleiben vom urspriinglichen Hydrolysat noch CQ. 40- 
50%. 

Die papierchromatographische Untersuchun, = der isolierten Peakfraktionen 
aller 5 Hydrolysate zeigt, dass in sich entsprechenden Peaks grundsHtzlich die gleichen 
Hauptprodukte eluiert werden, so dass wir die Lyophilisate gleicher Peaknummer 
vereinigen. Die papierchromatographische Untersuchung im Laufmittelsystem A und 
B zeigt, dass Peak I als Hauptprodukt eine im R,-Wert mit gekauftem pdA identische 
Substanz enthllt. Die Lyophilisate von Peak II-V erweisen sich im Papierchromato- 
gramm als komplex zusammengesetzte Mischungen, deren Komponenten langsamer 
als pdA wandern und sich somit wie Oligomere der Desoxiriboadenylsaure verhalten 
Das Lyophilisat von Peak VI ist so komplex zusammengesetzt, dass es papierchro- 
matographisch nicht atigetrennt und daher bei pH 7.5 an QAE-Sephadex rechro- 
matographiert wird. Die Nachtrennung fiihrt zu einem geringfiigig aufgeliisten Elu- 
tionsprofil, das in Fig. 2 abgebildet ist. Die Fraktionen aus Peak Via, die IX_ 30% 
der ursprilnglichen Mischung enthalten, werden entsalzt und lyophilisiert, wllhrend 
die tibrigen Fraktionen nicht aufgearbeitet werden. 

Im folgenden zweiten Trennschritt werden die Lyophilisate von Peak II-V und 
Via (Fig. 1 und 2) s5ulenchromatographisch an QAE-Sephadex bei pH 9.6 nach- 
getrennt. Jeweils ca. 1 g der 5 verschiedenen Lyophilisate wird an einer SZulenfiillung 
von 45 x 2 cm unter den in Tabelle III angegebenen Bedingungen im steigenden 
NaHCO,-Na,CO, Gradienten fraktioniert. In Fig. 3a-e sind die Elutionsprofile ab- 
gebildet, die bei der Rechromatographie der Lyophilisate erhalten werden. Allen 5 
Elutionsprofilen ist gemeinsam, dass nach mehreren kleinen Peaks immer zwei Haupt- 
peaks folgen, von denen der erste im steigenden NaHC03-Na&O, Gradienten, der 
zweite im 1 M NaCl die SZule verllsst. Die beiden Hauptpeaks, die in Fig. 3a und 
b noch deutlich voneinander getrennt sind, tiberlappen sich in Fig. 3c-e in zuneh- 
mendem Masse. Aus den Absorptionsverhiltnissen von 280/260 sieht man, dass bei 
allen 5 Trennungen immer der erste Hauptpeak (280/260 < 0.30) als Hauptprodukt 
Oligoadenylsluren entilt, wahrend im zweiten Hauptpeak (280/260 < 0.50) die 
Anwesenheit von Oligoadenyls5uren weitgehend ausgeschlossen werden kann. Die 
Fraktionen des zweiten Hauptpeaks werden verworfen. Die Fraktionen von Peak Ia- 
e die zwischen 59-85 % der jeweils aufgetragenen Lyophilisate enthalten (vgl. Tabelle 
Iv), werden vereinigt, entsalzt, lyophilisiert und anschliessend wiederum papierchro- 
matographisch im Laufmittelsystem A und B untersucht. Hierbei zeigt sich, dass in 
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den verschiedenen Lyophilisaten immer noch eine unterschiedliche Anzahl von Kom- 
ponenten enthalten ist, die im Papierchromatogramm in mehr oder weniger gut 
aufgetrennten Flecken wandem. 

Alle im Papierchromatogramm auftretenden Flecken eines Lyophilisats wer- 
den ausgeschnitten und eluiert. Jm Eluat der einzelnen Flecken bestimmt man spek- 
tralphotometrisch die A,,,-Einheiten und em&net daraus die prozentuale Zusam- 
mensetzung des betreffenden Lyophilisats. Die eltierten Hauptprodukte werden kon- 
zentriert und im Laufinittelsystem C recbromatographiert. Wandert ein DNA-Frag- 
ment in 2 bzw. 3 unterschiedlichen Laufmittelsystemen auf dem Papier als ein ein- 
heitlicher F&k, so wird die Substanz iiblicherweise mit “chromatographisch rein” 
bezeicbuet. Da auf einem normalen Papierbogen (60 x 58 cm) bis zu 800 A,,,,- 
Einheiten chromatographiert werden k&men, sind auf diesem Weg praktisch alle 
Komponenten eines Lyophilisats in ptiparativen Mengen chromatographisch rein 
zu isolieren. 

Die Struktur der isolierten chromatographisch reinen Nucleotide wird mit den 
Methoden etittelt, mit denen bekanntlich seit Jahren die Strukturen synthetischer 
Oligonucleotide eindeutig bewiesen werden. Zur Strukturbestimmung werden Ab- 
sorptionsverh~ltniss, I&.--Werte und Ergebnisse des enzymatischen Abbaus herange- 
zogen. 

Aus den gemessenen _4bsorptionsverh&nissen von 250/260 und 280/260 (vgl. 
Tabeile V), die mit den in der Literatu? fiir RiboadenylsHuren angegebenen Werte 
sehr gut iibereinstimmen, folgt, dass die isolierten DNA-Fragmente Oligomere der 
AdenylsHuren sind und dass die Anwesenheit von Thymidyl-, Guanyl- und Cytidyl- 
sauren auszuschliessen ist. 

Aus dem’ s~ulenchromatographischen Verhalten, den &-Wet-ten und, soweit 
vorhanden, mit Hilfe gekaufter und/oder synthetischer Vergleichssubstanzens*6, die 
wir in einem anderen Zusammenhang hergestellt haben, wird die KettenlHnge der 
isolierten Oligoadenyls~uren bestimmt. 

Die so ermittehe Struktur der Oligoadenyls&tren wird abschliessend durch 
enzymatischen Abbau mit alkalischer Phosphatase und Phophodiesterase aus Schlan- 
gengift iiberpriift und best%@ %ll. Die Phosphatase entfemt aus Oligonucleotiden 
endstindige Phosphatgruppen ohne die Polymerketten anzugreifen. Die Entfemung 
tenninaler Phosphatgruppen Iussert sich im deutIichen Anstieg des +Wertes. Oli- 
gonucleotide gleicher Sequenz, a*ber unterscbiedlicher Anzabl terminaler Phosphat- 
gruppen, sind papierchromatographisch aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen Rr 
Werte eindeutig zu unterscheiden. Nach dem Phosphataseabbau wird papiercbroma- 
tographisch einerseits die Vollstandigkeit des Abbaus und andererseits nochmals die 
Reinheit der Produkte tiberpriift. Aus dem Vergleich der RrWerte vor und nach 
dem Abbau l&t sich mit Sicherheit entscheiden, ob das urspriingliche Nucleotid 1 
und 2 oder keine terminalen Phosphatgruppen aufweist. Die dephosphorylierten 
Oligonucleotide werden vom Papier eluiert und zur Bestimmung der Kettenl~ge mit 
Phosphodiesterase aus Schlangengift hydrolysiert. Phosphodiesterase aus Schlangen- 
gift baut bekanntlich als Exonuclease lineare Oligonucleotide vom 3’-Ende schritt- 
weise ab und setzt dabei aus dephosphorylierten Oligonucleotiden 5’-Mononucleotide 
und den S-terminalen Baustein als Mononucleosid frei9. Bei der enzymatischen 
Hydrolyse der dephosphorylierten Oligodesoxiriboadenyl&uen mit Phosphodieste- 
rase bidden sich somit dA und pdA. Oligodesoxiriboadenyls%uen mit nur einer ter- 
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TABELLE V 

ABSORPTiONSVERHiiLTNISSE DER ISOLIJZRTEN, CHROMATOGRAFHISCH REINEN 
DESOXXRIF4OADENYLS~UREN 

A&nyLr~urenBezeichnung Absorprionsverhiiltnisse 

2SOj260 280/260 

P(d&,(dA)zP' 0.83 (0.83)"' 0.22 (0.19)-- 
P(W3, uN3P - 0.83 (0.85)* 0.23 (0.24)' 
P(dA)s, (dA)6P’ 0.86 0.30 
PdAP 0.79 0.14 
P(dAlg OX4 0.23 
P(dA)lP 0.83 0.23 
%Yp 0.85 (0.85)~~ 0.25 (0.25)"~ 

(dA)Z 
0.83(0.83)"' 0.19 (0.19)“’ 
0.84 0.23 

WA), 0.84 0.24 
(dN.5 0.86 0.30 
p(dA)@R” 0.79 0.15 
P(dA)zPRP” 0.81 0.16 
P(~A)~PR” 0.84 0.25 
(dA)tPR” 0.78 0.14 
(dA),pR = l 0.84 0.20 

'MischungausSequenzisomeren. 
"HypothetischeStrukt~~ mitunbekanntem Rest R. 

l ** Berechnet fiir p(A),. 
o Bere&net fiir Pi. 

* * Berechnet fiir p(A)+ , 

minalen S-Phosphatgruppe werden dagegen ausschliesslich zu pdA abgebaut. Bei der 
Spaltung von Oligodesoxiriboadenylsguren mit nur einer terminalen 3’-Phosphat- 
gruppe werden aus dem Dinucleotid dA und pdAp, aus den hiiheren Fragmenten 
dA, pdA und pdAp gebildet. Der Abbau von OligodesoxiriboadenylsHurephosphaten 
p(dA),p fiihrt auf diesem Weg zu pdA und pdAp. Eine 3’-Phosphatendgruppe er- 
schwert den enzymatischen Abbau mit Phosphodiesterase, so dass kurze Oligonu- 
cleotide nur sehr langsam und lzngere nicht mehr abgebaut werden. Aus diesem 
Cirund sind zur enzymatischen Hydrolyse der 3’-Nucleotide bzw. Nucleotidphosphate 
hahere Enzymkonzentrationen und lgngere Reaktionszeiten als bei 5’-Nucleotiden 
bzw. Oligomeren ohne terminale Phosphatgruppen erforderlich. 

Nach dem enzymatischen Abbau wird das Hydrolysat papierchromatogra- 
phisch getrennt und die hierbei auftretenden Spaltprodukte dA und pdA mit Hilfe 
gekaufter Referenzsubstanzen identifiziert. Auftretendes pdAp wird mit Phosphatase 
abgebaut und dann als dA nachgewiesen. Aus der Art der Spaltprodukte kann man 
feststellen, ob die OligodesoxiriboadenykGuren am 5’ oder 3’ bzw. an beiden Enden 
Phosphatgruppen tragen. Zur Ermitthmg der KettenlUge werden die einzelnen Spalt- 
produkte quantitativ vom Papier eluiert. Aus dem Verhlltnis der im &at gemessenen 
A,,,-Einheiten von dA und pdA l&t sich bspw. die urspriingliche Kettenlange einer 
dephosphorylierten Oligoadenyls2ure ermitteln. 

Die Charakterisierung und IdentiGzieruug der L&f?hilisate von Peak Ia-e, die 
in Tabelle V-VII zusammengefasst sind, ffihren im einzelnen zu folgenden Ergeb- 
nissen. 
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TABELLE VI 

PAbIERCHROMATOGRAPHISCHE&-?VERTE DERISOLIERTEN DESOX LIRIBOADENYL- 
SiiUREN VOR UND NACH DEM ABBAU MIT ALE&4FXSCHER PHUSPNATASE 

A&C: siehe Lunfmitteliystem 

AdenyEiuren Bezeichnmg RF Werte absteigend im Laufmirtekystem 

A B c 

Relativ zu Nach Relativ ru pa% ReLativ zu p&4 

pdA 
Prwsptiata..seab&Ju 

pcdA) 2 Rehtiv zu pdA 

P(M)& w&P l . 0.38 2.00 
P&P 0.16 3.73 
p(M),, (d&P - 0.16 1.07 
P(dx)zP 0.16 2.00 
p(d&pR” 0.76 1.39 _ 
P@%PRP” 022 1.39 
P(d4),P 0.06 1.07 
P@&.PR** 0.39 0.84 
P@4),P 0.90”’ 
ptd916, (&)6P * 0.49”’ 

* Mischung aus Sequenzisomeren. 
** Hypothetische Struktur mit unbekanntem Rest R. 

*** Im System Il. 

0.84 0.98 
0.66 0.73 
0.66 0.98 
0.50 0.78 
0.77 
0.54 
0.38 0.82 
0.67 
0.25 0.74 
0.25 0.53 

TABELLE VII 

ENZYMATiSCHE HYDROLYSE DER DESOXIRIBOADENYLSliUREN MIT PHOSPHODI- 
ESTERASE AUS SCHLANGENGIFT 

AdenykZuren BezeMuuutg Spakprodakte Verhiilmisse der SpaIt~rodakte 

EiwarXet CefUnen 

p<dAh, WUP’ pd.% P&P, dA 
ptd&, (d&p * 
p<d%, (dA16p -* -- z pdAp* dA 
p(dAb PdkpdAp 1:l l_W:1.28 
p(dA)xp PdA,pdAP 2:l 2.3O:l.W 

cwt dA,Pfi 1:l 1.14:l.W 
(dAh 
GIN4 
(d-J& 
p(dA)gR’” 

5% 
I:2 l.W:1.82 
1:3 l.W:3.20 

ke&e 
15 I.W:4.87 

p(dA13pR”’ keine 
(dA)sR”’ keiue 
(dA)3pR”’ keine 

l M&hung der Sequenzisomeren. 
*- Wiid nicht gespaben. 

‘** Hypothetische Struktur mit ttnbekanntem Rest R. 

Peak I (Fig. 1) enthZlt zu 75 % Desoxiriboadenosinmonophosphat, das -mit 
pdA in den AbsorptionsverhZltnissen und &Wertea ~bereinstimmt. Durch Phos- 
ph’atasebebandlung Esst sich das Nucleotid vollst&xlig abbauen. Das Abbauprodukt 
wird im Laufmittelsystem A eindeutig als dA identitiert. 



c ‘:Das Llfiophilisat von.Peak la enthilt zu 99 % eine M&hung der sequeuziso- 
meren- Dinucleotide p(dA& und (dA),p, die in den Laufmittelsystemen A, B, C .als 
em Fleck Wandem, der im.&-Weti tit dem van synthetische~ p(d& identisch ist. 
Die AbsorptionsverhZltmsse der vom Papier eluierten Dinucleotidmischungen stim- 
men sowohl mit den berechneten Werten ais such mit denen des synthetischen 
DinucIeotids iiberein Nach Phosphatasebehandlung wandert das vollsttidig abge- 
baute Produkt im Laufmittelsystem A. wiederum als einheitlicher Fleck, der im RF- 
West mit dem von synthetischem (dA), identisch ist. Beim Abbau des Dinucleosid- 
phosphats mit Phosphodiesterase erhZlt marr dA: pdA im VerhZltnis 1.14:l. Den 
eindeutigen Beweis fur die Anwesenheit beider Sequenzisomeren im einheitlich wan- 
dernden Fleck liefert der direkte Abbau mit Phosphodiesterase aus Schlangengift. Bei 
der enzymatischen Hydrolyse des aus dem Papier eluierten Substanzflecken mit Phos- 
phodiesterase entstehen ausser pdA such dA und pdAp. Die Bildung von dA kann 
uicht auf eine mijglicherweise in der Phosphodiesterase enthaltene Phosphatase zu- 
rilckgefiihrt werden_ da im Kontrollversuch aus gekauftem pdA kein dA nachweisbar 
gebildet wird. Ausden Verhlltnissen der Az,,Einbeiten von pdA:dA t pdAp erglbt 
sich, dass im Lyophilisat von Peak Ia etwa 77 ok p(dA),, das zu pdA abgebaut wird, 
neben etwa 12% (dA),p, aus dem dA und pdAp gebildet werden, enthalten sind. 

Das Lyophilisat von Peak Ib setzt sich zu 93 % aus pdAp, zu 4% aus nicht 
nsher untersuchten Verbindungen und zu 3% aus einer Mischung der sequenziso- 
meren Trinucleotide p(dA), und (dA),p zusammen. pdAp wird papiercbromato- 
graphisch im Laufmittelsystem C von den Trinucleotiden und Nebenprodukten befreit 
und ist auf diesem. Weg in chromatographisch reiner Form ertiltlich. Durch Be- 
handlung mit Phosphatase l&St sich pdAp vollstindig abbauen. Das Abbauprodukt 
wandert im Laufmittelsystem A als ein Fleck, dessen &-Wert und Absorptionsver- 
hiltnisse mit dem Referenznucleosid dA identisch sind. Bei der Behandlung von pdAp 
mit Phosphodiesterase kijnnen keine Spaltprodukte nachgewiesen werden. Dieser 
Befund ist ein zns5tiicher Beweis, dass die verwendete Phosphodiesterase keine 
Phosphatase- enthslt. Die Mischung der sequenzisomeren Trinucleotide wird zwar 
papierchromatographisch nicht aufgetrennt, kann aber im Laufmittelsystem C von 
den iibrigen Verbindungen des Lyophilisats vollst%ndig befreit werden. Bei der Be- 
handlung mit Phosphatase werden die Trinucieotide vollstlndig abgebaut. Das Ab- 
bauprodukt stimmt sowohl in den -4bsorptionsverhZltnissen als such im &-Wert mit 
synthetischem (dA), iiberein und wird von Phosphodiesterase zu dA und pdA im 
Verh~ltnis 1:1.82 gespalten. Die Anwesenheit beider Sequenzisomeren wird dadurch 
bewiesen, dass beim direkten Abbau, der vom Papier eluierten Trinucleotidmischung, 
mit Phosphodiesterase als Spaltprodukte pdA, dA und pdAp auftreten. Aus den 
VerhHltnissen der A,,, -Einheiten von pdA:dA:pdAp errechnet sich, dass die Mischung 
ca. 92 % p(dA), neben ca. 8 % (dA),p enthZlt_ 

Das Lyophilisat in Peak Ic trennt sich im Papiercbromatogramm in mehrere 
Neben- und 2 Hauptflecken auf, die jeweils 42% bzw. 40% der aufgetragenen AZeO- 
Eiuheiten enthalten. Der langsam wandernde Hauptflecke erweist sich in den Lauf- 
mittelsystemen A, B und C als einheitlich und wird auf folgendem Weg eindeutig als 
p&iA),p identifiziert. Nach der RehandIung mit Phosphatase ist das Abbauprodukt 
papi&chromatographisch einheitlich, im RlWert turd in den Absorptionsverhiltnissen 
mit syntbetischem @A), identisch und wird von Phosphodiesterase zu dA und pdA im 
Verhlltnis 1.14:1.00 gespalten: Beim direkten Abbau mit Phosphodiesterase erhZlt 
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man pdA und pdAp. Der schneller wandernde Hauptfleck, der in den Laufmittel- 
systemen A und B einheitlich wandert, enthllt vermutlich aus folgettden Gtinden 
ein unvollst%ulig hydrolysiertes Fragment der Gligodesoxiriboadenyls%ue_ Beim 
Abbau mit Phosphatase steigt der R,Wert so an, dass vermutlich nur eine terminale 
Phosphatgruppe abgespalten wird. Das dephosphorylierte Prod&t kann abcr an- 
schliessend nicht mit Phosphodiesterase hydrolysiert werden. Wir nehmen daher an, 
dass. mit Phosphatase die S-Phosphatgruppe entfemt wird, w&rend ein unbekannter 
Rest R das 3’-Ende vor dem Angriff der Phosphodiesterase schiitzt. Aufgrund der 
AbsorptionsverhZltnisse und der &ulen- und papierchromatographischen Daten 
weist das 2. Hauptprodukt aus Peak Ic vermutlich die Struktur p(dA),pR oder (dA),- 
pRp auf. 

Im Lyophilisat von Peak Id findet man papierchromatographisch 3 Haupt- 
und mehrere Nebenprodukte. Auf die Hauptprodukte entfallen im einzelnen jeweils 
25-30 % und zusammen etwa 87 % der AZ6,,- Einheiten des Lyophilisats, so dass sich 

; die restlichen 13 % auf mehrere, nicht naher identilizierte Nebenprodukte verteilen. 
Die Hauptprodukte werden vom Papier eluiert, in den Laufmittelsystemen B und 
C rechromatographiert und dann papierchromatographisch rein erhalten. Die Iden- 
tifizierung der isolierten Hauptprodukte fiihrt zu folgenden Ergebnissen. Die Ab- 

sorptionsverhiiltnisse zeigen, dass die 3 Hauptprodukte aus Oligoadenylsliuren auf- 
gebaut sind. Das Hauptprodukt mit dem niedrigsten RTWert weist aus folgenden 
Griinden eindeutig die Struktur p(dA),p auf. Beim Abbau mit Phosphodiesterase 
erhalt man pdA:pdAp im Verh%ltnis 2.3O:l.OO. Beim Abbau mit Phosphatase ver- 
iiert die Verbindung zwei Phosphatendgruppen. Das dephosphoryliertc Produkt ist pa- 
pierchromatographisch rein, im RF-Wert und in den Absorptionsverhiltnissen mit 
synthetischem (dA)3 identisch und wird von Phosphodiesterase zu dA und pdA im 
VerhHltnis 1.00 : I.82 hydrolysiert. Die beiden schneller wandemden Hauptprodukte 
werden ebenfalls mit Phosphatase abgebaut. Aus dem unterschiedlichen Anstieg der 
RrWerte nach Phosphataseabbau folgt, dass die eine Oligodesoxiriboadenylsihtre, 

deren RrWert van 0.39 auf 0.84 steigt, nur eine terminale Phosphatgruppe verliert. 
Der RF-Wert der anderen OligodesoxiriboadenybHure stcigt von 0.22 auf 1.39, SO 
dass hier zwei term&ale Phosphatgruppen entfernt werden. Die abgebaute Verbindung 
ist in ihrcm R,Wert mit dem Abbauprodukt dcs zweiten Hauptprodukts (RF = 
1.39) aus Peak Ic identisch. Beide Oligodesoxiriboadenylsauren aus Peak Id sind 
nach der Phosphatasebehandlung mit Phosphodiesterase nicht spaltbar, so dass ver- 

mutlich das 3’-Ende wiederum mit einem unbekannten Rest R blockiert ist. Wir 
nehmen daher an, dass die OligodesoxiriboadenyhZiure mit dem &-Wert van 0.39 
die Struktur ~(clA)~pR oder (dA),pRp, die anderc die Struktur p(dA),pRp aufweist. 
Mit dieser Annahme lassen sich sowohl die chromatographischen Eigenschaften als 
such die Ergebnisse des enLqmatischen Abbaus plausibel erklfren. 

Das Lyophilisat von Peak Ie wandert im System B zu 80% als Bande, wahrend 
die restlichen 20% einen langsamer wandemden Flecken bilden, der zur weiteren 
Identitierung eluiert und im Laufmittelsystem C nachgereinigt wird. Bei der Nach- 
trennung erhslt man zwei Flecken. Der schneller wandemde Fleck wird aus folgenden 
Griinden als p(dA),p identifiziert. Mit Phosphatasc wird der eluierte Fleck vollsttidig 
abgebaut. Das Abbauprodukt wandert im Laufmittelsystem B als einheitlicher Fleck, 
der im RYWert und in den AbsorptionsverhZltnissen mit synthetischem (dA), iden- 
tisch ist. Mit Phosphodiesterase wird das Abbauprodukt in dA und p(dA) im Ver- 
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hiltnis 1:3.2 gespalten. Im zweiten, langsamer wandemden Flecken. werden die Se- 
quenzisomeren p(dA), und (dA),p nachgewiesen. Aus dem eluierten Fleck erhllt man 
nach Phosphataseabbau ein chromatographisch reines Produkt, dass im &-Wert nit 
synthetischem (dA), identisch ist und durch Phosphodiesterase vollstlndig zu dA und 
pdA im Verh%nis 1:4.87 hydrolysiert wird. Die Anwesenheit beider Sequenzisomeren 
beweist der direkte Abbau mit Phosphodiesterase. Hierbei werden nur etwa 60% 
hydrolysiert, wlhrend die restlichen 40% nicht gespalten werden. Das nicht abge- 
baute Produkt 15sst sich durch Phosphatase in (dA), iiberfiihren. Aus den Verh%lt- 
nissen der A,,,,- Einheiten folgt, dass sich die Mischung zu etwa 60% aus p(dA), und 
zu 40% aus (dA),p zusammensetzt. 

DISKUSSION 

Unsere Ergebnisse bestatigen grunds%zlich die Angaben von Jones et al., 
zeigen aber: dariiber hinaus, dass nicht nur DNA, sondem such Purinoligonucleotide 
durch OxiQation mit KMnO, und anschliessender alkalischer Hydrolyse im prgpara- 
tiven Massstab gezielt zu OligodesoxiriboadenylsZiren abgebaut werden kijnnen Aus 
der durchschnittlichen Ausbeute an AdenylsHuren, die 30% bezogen &if die einge- 
setzte DNA Menge, bzw. 61 y0 bezogen auf die Purinoligonucleotidmenge betrsgt, 
l&t sich abschtitzen, dass die Heringsspermen-DNA je zu 30% aus Adenyl- und 
Thymidyl- und je zu 20% aus Guanyl- und CytidylsHuren aufgebaut ist und somit 
ein Molverh5ltnis von dA f dT/dG +- dC von ca. 1.50 erwarten 15sst. Der Wert 
steht in gutem Einklang mit den in der Literatur fur Heringssperinen-DNA ange- 
gebenen Molverhaltnis von 1.27 i2. Fiir die praparative saulenchromatographische 
Auftrennung der Hydrolysate, die wir im 5 g Ansatz durchfiihren, eignet sich unserer 
Erfahrung nach QAE-Sephadex besser als die von Jones et al. fiir die Auftrennung 
von 40 mg Hydrolysat verwendete DEAE-Cellulose. QAE-Sephadex ermoglicht als 
Perlpolymerisat eine homogene S&rlenpackung mit hohem Durchfluss und weist 
ausserdem eine hiihere Trennkapazitat als DEAE-Cellulose auf. Bei der s%rlenchro- 
matographischen Fraktionierung der Hydroiysate erhalten wir etwa das van Jones 
et al. beschriebene Elutionsprofil. In den verschiedenen Fraktionen linden wir aber 
nicht nur die von den Autoren qualitativ nachgewiesenen oder vermuteten Oligo- 
desoxiriboadenylsauren, die wir in chromatographisch reiner Form przparativ iso- 
lieren, sondem goch weitere DNA-Fragmente, die von den Autoren nicht erwZhnt 
oder nicht gefunden werden. Mierzu zghlen das Desoxiriboadenosinmonophosphat, 
die verschiedenen sequenzisomeren Oligodesoxiriboadenyls&uen und die vermutlich 
unvollst%idig abgebauten, am 3’-Ende mit einem unbekannten Rest R blockierten 
Fragmente, der hypothetischen Strukturen ~(dA)~pRp, p(dA),pR, (dA),pRp, 
(dA),pRp, p(dA),pR. Der mit R bezeichnete Rest ist mSglicherweise die ungesgttigte 
Aldehydgruppe, die nach den Untersuchungen von Jones et ~1.‘~ im Verlauf des DNA- 
Abbaus zwar auftritt, aber unter alkalischen Bedingungen hydrolytisch sehr schnell 
abgespalten werden sollte. 

Die Anwesenheit unterschiedlich hydrolysierter DNA-Fragmente kompliziert 
die prgparative Isolierung chromatographisch reiner Oligodesoxiriboadenyls~uren aus 
dem DNA-Hydrolysat erheblich. Nach zwei slulenchromatographischen Trennungen 
und einem anschliessenden papierchromatographischen Trennschritt sind bisher nur 
Fragmente mit bis zu se&s Monomereinheiten in chromatographisch reiner Form 
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aus den -Hydrolysaten zu gewinnen. Zur Zeit versuchen wir rnit anderen Trenmne- 
thoden such die hiihermolekularen Oligodesoxiriboadenyls%trefragmeutc zu iso- 
lieren, die mit Sichcrheit in den Hydrolysaten enthalten sind. In Tabehe VIII sind 
die Desoxiriboadenyls&ren zusammengestelit, die wir bisher in chromatographisch 
reiner Form, in‘- prgparativen PYLengen aus den DNA-HydroIysaten erbaiten. ..Die 
.Mengenangaben sind aus den A ,,,-Einheiten der papierchromatographisch-isolierten 
Nucleotide hochgerechnet und somit nur als Orientierungsdatcn anzusehen, die nicht 
die tats5chliche Verteilung der AdenyIskresegmente eiuer Heringsspermen-DNA 
wiedergeben. Die in der Tabelle aufgefiihrten Oligodesoxiriboadenylskren sind 
durch prgparative Isolierung aus DNA Hydrolysaten wesentlich einfacher als durch 
chemische Synthesc xuglnglich. 

TABELLE WI 

HOCHGERECHNETE MENGE DER D!5SOXIRIBOADENYLS;iUREN, DIE AUS 100 g 
HERINGSSPERMEN-DNA NACH OXIDATWEM ABBAU, ALKALISCHER HYDROLYSE 
UND DREE CHROMATOGRAPHISCHEN TRENNSCHRITTEN IN CHROMATOGRA- 
PHISCH REINER FORM DIREKT (I) ODER NACH PHOSPHATASEABBAU (II) ZUGi%NG- 
LIGHT SIND 

_PdAP 
_b<dA)z, gA)zP = 1700 
P(dA)lP 700 

@A), 2400 
_p@A)sR” 650 

GWzpR" 850 
_“cdA>,, @A)3P - <IO0 
_s(dA:9 . 250 

@A), 350 
P@%PR” 203 

GWaPR” mu 

p<dA),P <loo 

P@A)s. @A)6P’ 
@Ah Cl00 

<SO 
<dA), <SO 

l Misckung aus Sequenzisomeren_ 
l * Hypotketiscke Struktur mit unkekaMtem Rest R. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Der chemische Abbau van DNA aus Heriugsspermen zu Purinohgonucleotid- 
oder Desoxiriboadenylsluregemischen wird im ptiparativen Massstab beschrieben. 

Die Desoxiriboadenyls&uegemische werden an QAE-Scphadex A-25 bei pH 
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7.5 s&rlenchromatographisch in sechs Hauptfraktionen getrennt. Die 1. Fraktion 
erh5lt zu 75% Desoxiriboadenosiumonophosphat, die 2; zu 99% eine M&hung aus 
Pi, (dA),p und die 3. zu 93 % pdAp. In den darauf folgenden Fraktionen werden 
mehr oder weniget komplex zusammengesetzte Mischungen Eingerkettiger Oligo- 
LZUCieOtide eluieti, die durch Rechromatographie an QAE-Sephadex bei pH 9.6 weiter 
aufgetremt werden. Aus den vorgetrennten Fraktionen werden papierchromato- 
graphisch die Nucleotidphosphate pdAp, asp, asp, p(dA).,p sowie die 
Mischuugen der Sequenzisomeren p(dA),, (dA),p; p(dA),, (dA),p und p(dA),, 
(d&p in prsparativen Mengen chromatographisch rein isoliert. 

Durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase werden die Nucleotidphos-: 
phate in (dA),, (dA), oder (dA), und die Mischungen der Sequeuzisomeren in (dA)z, 
@A), oder (dA), uberfiihrt. Auf diesem Weg sind such dephosphorylierte Oligo- 
desoxiriboadenyls&rren in papierchromatographisch reiner Form in praparativen 
Mengen aus den Hydrolysaten erhZhhch_ 

Die Struktur aller isolierten Desoxiriboadenyls%tren wird aus Absorptions- 
verhlltnissep, RFWerten und durch enzymatischen Abbau bewiesen. 
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