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PRAPARATIVE ISOLIERUNG VON DESOXIRIBOADENYLSAUREN AUS
HYDROLYSATEN OXIDIERTER HERINGSSPERMEN-DNA
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Institut fiir Organische Chemie der Universitat Tibingen, Auf der Margenste'le 18, Tﬁbmgen (B.R.D.}
(Eingegangen am 9. Februar 1978)

SUMMARY

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

The preparative-scale chemical degradation of DNA from herring sperm to
mixtures 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
first fraction, 759, was deoxyriboadenosine monophosphate; of the second, 99%,
consisted of a mixture of p(dA), and (dA),p, while of the third 939, was pdAp.
The remaining fractions contained more or less complex mixtures of longer-chain
oligenucleotides 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(dA)sp and the mixtures of sequence isomers p(dA),, (dA),p;
p(dA)s, (dA)sp; and p(dA)g, (dA)ep could be isolated preparatively. The nucleotide
phosphates were converted to (dA),, (dA); or (dA), and the mixtures of sequence
isomers to (dA),;, (dA); or (dA)s 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
Rg values and the results of enzymatic degradation.

EINLEITUNG

Oligomere der Desoxiriboadenylsiure sind .im praparativen Massstab bisher
nur durch die sehr aufwendige chemische Polykondensation von Desoxiriboadenosin-
monophosphat erhiltlich!. Die chemische Polykondensation ist so kompliziert, dass
sie nur von Spezialisten erfolgreich praktiziert werden kann. Ausserdem treten wih-
rend der Kondensation Nebenreaktionen auf, durch die auf Kosten der gewiinschten
linearen Oligonucleotide zyklische Verbindungen, Pyrophosphatderivate und ver-
schiedene andere Reaktionsprodukte gebildet werden. Hinzn kommt, dass bei der
chemischen Polykondensation bevorzugt die kurzen Oligomeren mit bis zu vier
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Monomereinheiten gebildet werden, wihrend langere Fragmente in nur sehr geringen
Ausbeuten entstehen. Definierte lineare Oligodesoxiriboadenylsduren sind aus dem
‘Kondensationsansatz erst nach mehreren aufwendigen Trennschritten in papxerchro-
matographisch reiner Form erhiltlich.

, Bei der Suche nach einfachen Wegen zur Darstellung von Desoxmboadenyl-
sauren fanden wir, dass Jones ez al>—* zur Ermittlung von Adenylsiurefragmenten
Desoxiribonucleinsduren (DNA) chemisch im analytischen Massstab zu Oligodes-
oxiriboadenylsduren auf folgendem Weg abgebaut haben. Zunichst wurden die
Nucleobasen der DNA (3 g Ansatz) bis auf Adenin mit alkalischer KMnO,.-Losung
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 mit Benzaldehyd die
Aldehydfunktionen freigesetzt wurden. Die so vorbehandelte DNA wurde im Al-
kalischen hydrolysiert und das neutralisierte Hydrolysat (40 mg Ansaiz) an einer
DEAE-Cellulose-Siule in mehrere Fraktionen aufgetrennt. Papierchromatographisch
und aus dem Phosphat-Adeninverhiltnis konnten die Autoren in den verschiedenen
Fraktionen Oligomere der Adenylsdure mit bis zu drei Monomereinheiten nachweisen,
wihrend sie die Anwesenheit hoherer 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 durchfiihren Eisst.
Damit haben wir einen neuen Weg erschlossen, auf dem Desoxiriboadenylsduren in
priparativen Mengen in chromatographisch reiner Form sehr einfach zuginglich
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, Mannheim, B.R.D.); die Gibrigen
Referenznucleotide wurden in unserem Labor synthetisiert®-°; QAE-Sephadex A-25
(Pharmacia, Uppsala, Schweden); Chromatographiepapier 2316 (Schleicher & Schiill,
Dassel, B.R.D.); DEAE-Celiulose (Whatman DE-23; W. & R. Balston, Maidstone,
Grossbritanien); Enzyme (Boehringer, Mannheim, B.R.D.); Membranen (Amicon,

Lexington, Mass., V.S.).

Pufferlosungen

1 M Tris—-HCl-Puffer (pH 7.5): 121 g (1 M) Tris-(hydroxymethyl)amino-
methan werden in 900 ml Wasser gelost, mit 50 ml konz. HCl versetzt, dann mit
HCI1 auf pH 7.5 eingestellt und schliesslich mit Wasser auf 1000 ml aufgefiilit.

1 M NaHCO;-Na,CO;-Puffer (pH 9.6): 65.3 g (0.78 M) NaHCO; und 23.5g
(0.22 M) wasserfrexes Na,CO; werden mit Wasser auf 10600 m! aufgefullt

Laufmlttelsysteme
A: Athanol-1 M NH,Ac (7:3) pH 7.5; B: n-Propanol-Konz. Ammomak—Was—

ser (55:10:35); C: Isobuttersiure-konz. Ammoniak—Wasser (66:1:33).



ISOLIERUNG VON DESOXIRISCADENYLSAUREN 199

Depyrimidinierung und hydrolytische Spaltung der DNA aus Heringsspermen
Kaufiiche Heringsspermen-DNA (40 g) werden-in 160 ml Hydraziniumhydro-
xid gel6st und 4 h bei 60° im Trockenschrank belassen. Anschliessend wird die hierbei
entstandene, braune Reaktionslosung am Reoetationsverdampfer zur Trockene einge-
engt, der Riickstand in Wasser geldst und wieder zur Trockene gebracht. Den Riick-
stand versetzt man mit 1.51 einer 1.2 M KOH L&sung und erhitzt den Ansatz 1 h
auf dem siedenden Wasserbad. Anschliessend wird die Lésung im Eisbad auf ca.
5° abgekiihlt und mit ca. 25 %iger Perchlorsdure neutralisiert. Nach ca. 12 stiindigem
Stehenlasscn im Kiihlschrank wird der ausgefallene Niederschlag auf der Nutsche
abgesaugt und mehrmals mit kaltem Wasser nachgewassen. Filtrat und Waschwasser
werden vereinigt, mit Wasser anf 51 aufgefiillt und siulenchromatographisch frak-

tioniert.

Sdulenchromatographische Trennung des depyrimidinierten DNA-Hydrolysates an
einer DEAE-Cellulose-Saule bei pH 7.5

Das in 51 Wasser geloste DNA-Hydrolysat wird auf eine DEAE-Cellulose-
Siule mit ca. 1 1/h gepumpt. Die Sdulenfiillung betriagt 50 X 7 cm. Nach dem Auf-
tragen der Losung wird die Siule bei gleichem Durchfluss zunfichst mit 51 Wasser
bei Raumtemperatur eluiert. Hierbei sinkt die bei 260 nm gemessene Absorption des
Eluats unter 1 A,4,-Einheit. Das Eluat wird verworfen. Anschliessend eluiert man die
Saule mit ca. 12-151 einer 0.1 M NaCl-Lésung, die mit 0.05 M Tris—HCI auf pH
7.5 gepuffert ist, bis die Absorption des Eluats unter 4 A,4,-Einheiten sinkt. Im dritten
und letzten Sckritt werden die noch adsorbierten Purinnucleotide mit I M NaCl-
Lasung von der Siule elniert. Die mit 0.1 M NaCl-0.05 M Tris-HCI eluierten Purin-
nucleotide werden vereinigt und am Rotationsverdampfer soweit konzentriert, bis
Salz ausfillt. 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 salzfreie Retentat wird lyophilisiert und man erhilt ca. 7 g niedermolekulare
Purinnucleotide als gelbliches Pulver. Die mit 1 M NaCl eluierten hhermolekularen
Purinnucleotide werden analog aufgearbeitet und ergeben ca. 5 g eines hellbraunen
Pulvers, das in der folgenden Oxidationsreaktion eingesetzt wird.

Oxidation der Heringsspermen-DNA und der héhermolekularen Purinoligonucleotide

Kiufliche Heringsspermen-DNA (Reaktionsansatz 1-4, Tabelle I) oder die mit
1 M NaCl eluierten hoéhermolekunlaren Purinoligonucleotide (Reaktionsansatz 5,
Tabelle I) werden gemeinsam mit NaHCO; in 1 1 Wasser geldst und auf 37° erwérmt.
Die Losung wird mit 11 einer ebenfalls auf 37° erwarmten KMnO,-L8sung versetzt.
Hierbei stellt sich der pH-Wert der Losung auf ca. 8 ein (Reaktionsansatz 1 und 5).
Die Reaktionslosungen der Ansitze 2, 3 und 4 werden dagegen mit 2 N NaOH exakt
auf pH 9 eingestellt. Man beliisst die Ansiitze 1, 2, 3 und 5 fiir 19 h béi 37°, wihrend
Ansatz 4 nur 3 h bei dieser Temperatur verbleibt. Anschliessend werden die violett
gefdrbten Losungen der Ansitze 1, 2 und 5 durch Zugabe von festem NaHSOj; ent-
farbt. 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 “oxidierten Purinnucleotide” in der
folgenden Reaktion weiterbehandelt.
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TABELLE I

BEDINGUNGEN ZUR OXIDATION DER HERINGSSPERMEN-DNA UND DEREN AN-
SCHLIESSENDE ALKALISCHE HYDROLYSE ZU DESOXIRIBOADENYLSAUREN - .

Oxidation (bei 37°) 7 Alkalische Hydrqusé (1 hbei 100°)
Reaktions- DNA® KMnO,” NaHCOs* NaHSOs pH-Wert Zeit ‘“‘Oxidierte KOH Ausbeute
arsatz Nr. (g) (g) (g) (g) (h) DNA™ -

_ (g) () (M) (g) (%)
1 10 20 46.6 8.1 ca. 8 19 7 05 03 30 30
2 30 60 46.6 6.8 90 19 24 10 10 95 32
3 30 30 46.6 — 90 19 26 1.0 10 90 30
4 30 30 46.6 — 90 3 25 i0 10 -85 28"
5 9*** 9 420 8.0 ca. 8 19 7" 0.5 03 55 61

* Gemeinsam in 2 1 Wasser gelGst.
** “Oxidierte Purinoligonucleotide™.
“** Purinoligonucleotide.

Hydrazinolyse und alkalische Hydrolyse der “oxidierten DNA™ und “oxidierten Purin-
ofligonucleotide™

“Oxidierte DNA” bzw. “oxidierte Purinoligonucleotide” (7-26 g) werden in
40-150 m! Hydraziniumhydroxid geldst und 4 h bei 60° belassen. Anschliessend engt
man die Lsung am Rotationsverdampfer auf die Hilfte ein und Idsst sic langsam zum
5-fachen "Volumeniiberschuss an frisch destilliertem Benzaldehyd unter Riihren zu-
tropfen.. Da die Reaktion exotherm verlduft, werden die grésseren Ansitze unter
Kihlung durchgefiihrt. Wahrend des Zutropfens der Lésung wird der Benzaldehyd
zunichst milchig tribe, spiter gelb und gegen Ende der cz. 20-min Reaktion fallen
gelbé Nadeln aus, die einen Kristallbrei bilden. Durch Zugabe von drei Teilen Ather
und-ecinem Teil Wasser wird der Kristallbrei gelost. Die wissrige Phase wird abge-
trennt, anschliessend noch 4-5 mal mit Ather ausgeschiittelt und zum Schluss am
Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Die Riickstiinde der Reaktionsansitze
1 und 5 werden mit je 500 ml 0.3 M KOH gelSst, wihrend die Reaktionsprodukte
aus den Ansitzen 2, 3 und 4 in jeweils 11 1 M KOH aufgenommen werden (vgl.
Tabelie I). Die alkalische Hydrolyse wird 1 h bei 100° durchgefihrt. Dann wird die
Losung im Eisbad auf ca. 5° gekiihlt und mit ca. 25 %iger Perchlorsdure neutralisiert.
Nach der Neutralisation l4sst man den Ansatz ca. 12 h im Kiihlschrank stehen, saugt
den Niederschlag ab und wiischt ihn mit kaltem Wasser nach. Das klare Filtrat wird
mit dem Waschwasser vereinigt, an einer UM-2 Membran entsalzt und anschliessend
lyophilisiert. :

Isolierung von Desoxiriboadenylsauren

(1) Saulenchromatographische Trennung der DNA- und Purmoltgonucleottd-
hydrolysate an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5 (vgl. Fig. 1). Ca. 5 g (60,000-70,000
Azgo-Einheiten) des DNA-Hydrolysates oder der hydrolysierten Purinoligonuclectide
werden in 40 ml einer 0.025 M NaCl-Losung, die mit 0.025 M Tris—HCI auf pH 7.5
gepuffert ist, auf eine QAE-Sephadex A-25 Siule gepumpt. Die Sdulenfiillung betriigt
70 X 3cm und ist mit 0.05 M NaCl-0.05 M Tris—HCI (pH 7.5) aquilibriert.. Der
Durchfluss wird mit einer Schlauchpumpe auf ca. 700 ml/h cingestellt. Nach dem
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Fig. 1. Elutionsprofil der siulenchromatographischen Trennung von 5 g des “oxidierten DNA™,

Hydrolysates aus Reaktionsansaiz 4 (vgl. Tabelle I und IT) an QAE-Sephadex A-25. Saulenfullung:
70 x 3 cm; Durchfiuss: 700 ml/h. Dic Elution erfolgt bei 20° im steigenden NaCl-Gradienten, der
mit 0.05 M Tris—-HC! auf pH 7.5 gepuffert ist. Abschliessend wird die Sdaule mit 1 M NaCl eluiert.
Die Produkte innerhalb der senkrechten Strichelung werden aufgearbeitet und rechromatographiert
(vgl. Fig. 2 und 3).

Auftragen der Probe wird die Sdule zunichst bei 20° mit 2.51 0.1 A NaCl eluiert.
Fraktionen zu ca. 20 ml werden gesammelt. Die Absorption jeder 10. Fraktion wird
spektralphotometrisch bei 250, 260 und 280 nm gemessen. Die graphische Auftragung
der bei 260 nm gemessenen Absorptionswerte gegen das Elutionsvolumen fihrt 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 S3ule im
linear steigenden NaCl-Gradienten eluiert, der ebenfalls mit 0.05 M Tris—HCI auf
pH 7.5 gepuffert ist. Der Gradient beginnt mit 51 0.1 M NaCl im Mischgefdss und
510.2 M NaCl im Vorratsgefiass und wird dann mit 2.510.2 M NaCl im Mischgefiss
und 2.51 0.25 M NaCl im Vorratsgefdss fortgesetzt. Nach dem NaCl-Gradienten
eluiert man die Saule mit 0.51 1 M NaCl. Die Fraktionen von Peak II-VI werden
innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt. Zur Entsalzung werden die Frak-
tionen aus Peak I und III an einer UM-2 Membran, die Oligonucleotide aus Peak
IV-VI an einer UM-10 Membran ultrafiltriert und anschliessend lyophilisiert. Die
A,so-Einheiten der vercinigten Peakfraktionen sind gemeinsam mit den Ausbeuten
an Lyophilisat in Tabelle II zusammengestellt. Produkte gleicher Peaknummer aus
den Reaktionsansitzen werden vereinigt und wie unter (3) beschrieben bei pH 9.6
rechromatocrapmert.

(2) Rechromatographie des Lyophilisats von Peak VI der Fig. 1 an QAE-
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Fig. 2. Elutionsprofil der sdulenchromatographischen Nachtrennung von 5 z der in Peak VI (vgl.
Fig. 1) eluierten DNA-Fragmente an QAE-Sephadex A-25. Saulenfiillung: 70 X 3 cm; Durchfluss:
760 mi/h. Die Elution erfolgt bei 20° im steigenden NaCl-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-HCl auf
PH 7.5 gepuffert ist (vgl. Tabelle IT). Abschliessend wird die Sdule mit 1 A NaCl eluiert. Die
Produkte innerhalb der senkrechten Strichelung von Peak VIa werden aufgearbeitet und rechromato-
graphiert (vgl. Fig. 3). .
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Fig. 3. a-e: Elutionsprofile der siulenchromatographischen Nachirennung von ea. 1 g der in den
Peaks IT-V und VIa (vgl. Fig. 1 und 2) eluierten Desoxiriboadenylsduren an QAE-Sephadex A-25.
Siulenfillung: 45 x 2cm; Durchfluss: 600 mijh. Die Elution erfolgt bei 20° im steigenden
NaHCO;-Na,CO;-Gradienten bei pH 9.6 (vel. Tabelle ITI). Abschliessend wird die Siule mit 1'M
NaCl eluiert. Die Produkte innerhalb der senkrechien Strichelung werden  aufgearbeitet. Die
Charakterisierung der in den Peaks Ta-e eluierten Oligoadenylsduren ist in Tabelle IV-VII zu-
sammengefasst.
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BEDINGUNGEN UND -ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG
VON OXIDIERTEN DNA-HYDROLYSATEN AN QAE-SEPHADEX A-25 (VGL. FIG. 1 UND 2)

Ca. 5 g der DNA-Hydrolysate aus den Reaktionsansitzen 1-5 (vgl. Tabelle I) oder 5 g der in Peak VI eluierten
Oligoadenylsauren werden bei 20° chromatographiert bzw. rechromatographiert. Die Elution erfolgt im
NaCl-Gradienten, der mit 0.95 M Tris-HCI auf pH 7.5 gepuffert ist. Sdulenfallung: 70 X 3 cm, Durchfluss
ca. 700 mi/h. ’ )

Peak Nr. (Fig. 1) und Elution bei NaCI (M) ' Zwischen- Isolierte
; - - - - peak- Gesamt-
I /4 ur w v VI fraktionen menge
. Q.10 0.I20.1I3 0.14-0.I6 0.19-0.20 0.21-0.23 1.00 F-4 %
DNA-Hydrolysat aus Reaktionsansatz 1 : : : -
Az-Einheiten - 2800 8200 10,400 8700 5800 89600 15,300
: (%) 46. 136 17.3 145 9.6 . 14.8 25.6
Isolierte Menge (g) — 0.58 0.60 0.58 0.35 0.50 B 261 522
) %) — 11.6 12.0 11.6 7.0 10.0 —.
DNA-Hydrolysat aus Reaktionsansatz 2 .
Ajsp-Einheiten ... 2700 . 6500 14,600 8800 3500 . 9400 21,060
() 40 9.8 219 13.2 53 14.1 31.6
Isolieste Menge (g) — 0.37 0.85 047 0.20 0.55 — 244 488
(%) — 74 17.0 94 40 11.0 —
DNA-Hydrolysat aus -Reaktionsansatz 3 :
Ajso-Einheiten . 37060 11,100 7600 6800 2800 8300 20,200
(%) 61 184 12.6 112 46 13.7 334 -
Isolierte Menge (g) — 0.62 041 0.37 0.18 048 — 206 41.2
%)y — 124 8.2 74 3.6 9.6 —
DNA-Hydrolysat aus Reaktionsansatz 4 ’
Ajs-Einheiten 4800 12,400 9600 4100 1500 15,200 21,100
(%) 7.0 180 140 6.0 22 221 30.7
Isolierte Menge (g) — 0.58 0.54 0.26 0.10 0.87 — 235 470
% — 116 10.8 52 20 174 —
DNA-Hydrolysat aus Reaktionsansatz 5 BN
Axs-Einheiten 6000 3900 7800 7600 4800 11,300 21,500
(%) 9.6 6.3 12,5 11.2 1.7 18.1 345
Isolierte Menge (g) — 0.23 043 040 0.27 G.65 — 198 396
(%) — 4.6 ‘ 8.6 8.0 54 13.0 -
Rechromatographie der Oligoadenylsiuren aus Peak VI
Peak Nr. (Fig. 2) Via Vib N
Elution bei NaCl (A) 0.24-0.27 100
Asp-Einheiten - 22,000 22,300 25,900
(%) 31.3 31.8 369
Isolicrte Menge (g) 14 — — 140 280
(%) 280 - —

Sephadex A-25 beipH 7.5 (vgl. Fig. 2). 5 g(ca. 71,000 A,4o-Einheiten) des Lyophilisats
von Peak VI (Fig. 1) werden in 40 ml 0.12 M NaCl-0.05 M Tris-HCI (pH 7.5) auf eine
QAE-Sephadex A-25 Siule aufgepumpt. Die Saulenfiillung betragt 70 x 3 cm. Nach
dem Auftragen der Probe wird die Saule unter den in (1) beschricbencn Bedingungen
zunichst mit 31 0.24 M NaCl-0.05 M Tris—HCI (pi 7.5) gewaschen. Anschliessend
lasst man 101 eines linearen NaCl-Gradienten folgen, der mit 0.05 M Tris—HCI auf
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pH 7.5 gepuffert ist. 510.24 M NaCl befinden sich im Mischgefiss, wihrend 510.34
M NaClim Vorratsgefiss enthalten sind. Nach dem Gradienten eluiert man die Saule
abschliessend mit 0.51 1 & NaCl. Der Elutionsverlauf ist in Fig. 2 dargestellt. Die
Fraktionen von Peak VI a werden innerhalb der senkrechten Strichelung vercinigt,
an einer UM-10 Membran entsalzt und ergeben 1.4 g cines briaunlichen Lyophlhsats
das unter .(3) beschrieben, bei pH 9.6 nachgetrennt wird. '

(3) Rechromatographie der Oligodesoxiriboadenylsiuren aus Peak II-V und
Via der. Fig. 1 und 2 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 9.6 (vgl. Fig. 3a-e). Jeweils ca.
1 g (ca. 11,000-16,000 4,4,-Einheiten) der Lyophilisate von Peak II-V und VIa (Fig.
1 und 2) werden in 10 ml NaHCO;—Na,CO,-Puffer auf eine QAE-Sephadex A-25
Sdule aufgetragen. Die Saulenfiillung betrigt 45 X 2 cm. Die sdulenchromatogra-
phischen Trennungen werden unter den in Tabelle II1 aufgefiihrten Bedingungen wie
folgt durchgefiihrt. Nach dem Auftragen der Probe wischt man die Siule bei einem
Durchfiuss von ca. 600 ml/h zunichst mit 2 1 Pufferlosung und lisst dann 41 cines
linearen NaHHCO;—Na,CO;-Gradienten (pH 9.6) folgen. Nach dem Gradienten wird
die Siule in den Trennungen a—c abschliessend mit ca. 0.51 1 M NaCl elujert. Die
Rechromatographie der Lyophilisate von Peak V (Fig. 1) bzw. von Peak VIa (Fig.
2) wird nach dem Gradienten mit 11 0.24 M bzw. 11 0.26 M NaHCO;-Na,CO;
fortgesetzt. Die Rechromatographie wird mit 0.51 1 M NaCl beendet, wihrend in
der Trennung e ein zweiter Gradient angefiigt wird: 11 0.26 M NaHCOQO;-Na,CO;
im Mischgefiss; 110.27 M NaHCO;—Na,CO; im Vorratsgefidss. Nach dem zweiten
Gradienten wird die SiHule abschliessend mit 0.51 1 M NaCl eluiert. Die Fraktionen
innerhalb der senkrechten Strichelung (Fig. 3a—e) werden vereinigt und wie unter
(1) beschrieben aufgearbeitet. Die Ergebnisse der Rechromatographie sind in Tabelle
IV zusammengefasst.

TABELLE 11T

BEDINGUNGEN ZUR RECHROMATOGRAPHIE VON DESOXIRIBOADENYLSAUREN
AN QAE-SEPHADEX A-25 (VGL. FIG. 3)

Ca. 1 g der Lyophilisate aus Peak I-V und VIa (vgl. Tabelle IT) werden bei 20° chromatographiert.
Die Elution erfolgt im NaHCO;-Na,CO,-Gradienten bei pH 9.6. Saulenfiillung: 45 X 2cm;
Durchfluss: ca. 600 mi/h.

Aufgetragene Lyophilisate Konzentration des NaHCOs—~Na-COs- Peak 1
A Puffers (mM) (Fig.3)
Peak Fig. Azgo- Gelbst in 10 ml Wasch- Gradient Elution
Nr. Einheiten = NaHCOs-Na,COs [lsung 2{—-21 erfolge
(mM) 21 von-bis
il 1 10,700 55 110 t10— 130 110-117 a
11 1 15,300 70 140 140 — 160 142155 b
v 1 14,900 90 180 180 — 210 183-194 ¢
v 1 16,300 110 220 (1) 220 - 249 227240 d
. 2 11 240 i )
Via 2 - 13,100 120 240 1)240—-260 - -
. : ) 11 260 250270 e
3) 11 260 )

-—. 11 270
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TABELLE IV

ERGEBNISSE DER RECHROMATOGRAPHIE VON DESOXIRIBOADENYLSAUREN AUS
PEAK II-V UND VIa (VGL. - TABELLE II, FIG. 3) AN QAE-SEPHADEX A-25 BEI pH 9.6

Peak ( Fig. 3) - Azo-Einfeiten - . Bezeichnung Peakanteil (%)
: S Isqlzert " Anteil der Mischung (%) ’

Ia o 6709 : 62,6 v p{dA), 77
: - ~ : (dA)p 22
: Unbekannt R |
1> S 13,000 85.0 pdAp 93
' . © p(dA)s, (dA)p™"" 3
. : . Unbekannt 4
Ic . . : 9700 . 65.1 . - p(dA).p 42
p(dA).,pR"" 40
. ) ) Unbekannt 18
Id 11,400 69.7 p(dA):p 29
p(dA).,pRp** 32
p(dA)spR*™" 26
p(dA),pR"" 3
Unbekannt 10
Te 7700 58.7 p(dA)p 16
p(dA)s, (dA)sp*** 6
Unbekannt 78

* Papierchromatographisch aus As-Einheiten ermittelt,
** Hypothetische Struktur mit unbekanntem Rest R.
*** Mischung aus Sequenzisomeren.

ERGEBNISSE

Als Ausgangsmaterial verwenden wir DNA aus Heringsspermen, die als tech-
nisches Pradukt preisgiinstig im Handel angeboten wird und ohne zusitzliche Rei-
nigung fiir unsere Zwecke verwendet werden kana.

Da pach der von Jones et al.? angegebenen Vorschrift 30 g DNA in cinem
Ansatz nicht praktikabel zu oxidieren sind, wird zur Ermittlung der optimalen Reak-
tionsbedingungen, dic DNA unter verschiedenen Bedingungen oxidiert. Die Oxida-
tion wird in wissriger NaHCO;-L3sung bei 37° mit unterschiedlichen Mengen an
KMnO,, bei vefschiedenen Konzentrationen und wihrend .unterschiedlich langer
Reaktionszeiten entweder bei pH 8-9 oder exakt bei pH 9 durchgefiihrt. Die Be-
dingungen und Ausbheuten sind fiir die einzelnen Reaktioncansitze in Tabelle 1
zusammengefasst.

- In den Ansdtzen 1 und 2 behil die, durch KMnO,, violett gefarbte Reaktnons— i
16sung, ihre Farbe wihrend der gesamten Reaktionszeit. Der I_(MnO‘-Uberschuss
wird nach der Oxidation mit NaHSO; reduziert. Dagegen entfiirben sich die Reak-
tionslsung der Ansitze 3 und 4 im Verlauf der Reaktion, so dass unter diesen Be-
dingungen das eingesetzte KMnO, vollstindig zur Oxidation verbraucht wird. Nach
der Oxidation wird der ausgefallene Braunstein abfiltriert, das Filtrat neutralisiert und
zur Entfernung von Salz und niedermolekularen Fragmenten an einer UM-10 Mem-
bran ultrafiltriert. Das salzfreie Retentat wird lyophilisiert und man erhilt die “oxi-
dierte DNA?™ als gelbliches Pulver. Die Ausbeute an “oxidierter DNA™ liegt, bezogen
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auf die Menge der eingesetzten DNA, bei durchschnittlich 82%,. Aus den Ausbeuten
der Reaktionsansédtze 1-4 (vgl. Tabelle I) folgt, dass die Oxidation weitgekend kon-
zentrationsunabhingig ist, bei pH 8-9 ablduft und bereits nach 3 h beendet ist.

Nach der Oxidation werden die Ureidogruppen der “oxidierten DNA”, wie
von Jones und Walker* beschrieben, durch Hydrazinolyse und Benzaldehydbehand-
lung in Aldehydgruppen iiberfithrt. Dann wird die DNA unter den in Tabelle 1
angegebenen Bedingungen mit iiberschiissiger KOH in Oligodesoxiriboadenylsiure-
fragmente gespalten. Die von uns verwendeten, unterschiedlichen KOH-Konzentra-
tionen wirken sich nicht signifikant auf die Ausbeute an Hydrolyseprodukien 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 auch von niedermolekularen Verbindun-
gen befreit und dann lyophilisiert. Die durchschnittliche Ausbeute an DNA-Hydro-
lysat liegt bei 309, bezogen auf die Menge der cingesetzten Heringsspermen-DNA.

Zur Uberpriifung der Oxidationsreaktion werden im Reaktionsansatz 5 (vgl.
Tabelle I) Purinoligonucleotide anstelle der DNA cingeseizt. Purinoligonucleotide
erhilt man durch Depyrimidinierung nach der von Tiirler und Chargaff? beschrie-
benen Methode, die wir mit entsprechender Anderung im 40 g Ansatz durchfiihren.
Die depyrimidinierte DNA wird alkalisch hydrolysiert und das neutralisierte Hydro-
lysat saulenchromatographisch in nieder- und héhermolekulare Purinoligonucleotide
getrennt. Die isolierter hohermolekularen Fragmente werden mit einem Uberschuss
an KMnO; 19 h oxidiert und anschliessend wie “oxidierte DNA” unter den in Ta-
belle I angegebenen Bedingungen weiterbehandelt. Die Ausbeute an Lyophilisat
betrdgt, bezogen auf die eingesetzie Purinoligonucleotidmenge, 61 % und entspricht
der Ausbeute, die beim Abbau der Heringsspermen-DNA erhalten wird. Die gute
Uberemsnmmung zwischen den Ergebnissen des DNA- und Purinoligonucleotidab-
baus beweist, dass nur die Pyrimidinbasen und Guanin, nicht aber Adenin oxidativ
zerstort werden.

Zur Gewinnung der Oligodesoxiriboadenylsduren aus den Hydrolysaten ver-
wenden wir die zur Isolierung synthetischer Oligonucleotide bewihrten Trennme-
thoden. Das Hydrolysat wird daher zundchst an dem Anionenaustauscher QAE-
Sephadex A-25 im steigenden Salzgradienten siulenchromatographisch in Kompo-
nenten steigender Phosphatladung fraktioniert. Jeweils 5 g eines Lyophilisats (vel.
Tabelle II) werden an einer Siulenfiillung von 70 X 3 cm unter identischen Bedin-
gungen zunichst 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
filhren zu dem in Fig. 1 abgebildeten Elutionsprofil. In Fig. 1 ist stellvertretend fiir
die iibrigen Trennungen das Elutionsprofil der aus dem Reaktionsansatz 4 erhaltenen
Hydrolysate abgebildet, da die Elutxonsproﬁle aller 5 Hydrolysate grundsitzlich
untereinander iibereinstimmen.

Nach dem Auftragen der ProbelSsung eluiert man die Siule zuerst mit 0.1 M
NaCl. Bei dieser Salzstirke werden 2 kleine Peaks und spiter 1 Hauptpeak eluiert.
Im darauf folgenden, linear von 0.1 M bis 0.25 M NaCl steigenden Gradienten ver-
lassen nacheinander weitere 4 Hauptpeaks die Saule. Bei der abschliessenden Elution
mit 1 M NaCl wird der 6. Hauptpeak erhalten. Die deutlich von einander abgetrennten
Peaks treten in allen 5 Trennungen an identischen Positionen aber mit unterscheid-
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lichen Hé6hen auf. Die in Tabelle Il aufgefiihrten Daten lassen keinen direkien Zu-
sammenhang zwischen den Reaktionsbedingungen und der Verdnderung eines be-
stimmten Peaks erkennen.

Die gemessenen Absorptionsverhiltnisse der Peakfraktlonen die fiir 280/260
zwischen 0.19 und 0.45 liegen, deuten bereits darauf hin, dass in den verschiedenen
Peaks als Hauptprodukte Oligoadenylsduren enthalten sind, da die berechneten Ab-
sorptionsverhiltnisse von 280/260 fiir Adenylsduren mit 0.19-0.25 angegeben werden®.
Bei Anwesenheit von Oligomeren der Thymidyl-, Cytidyl- und Guanylsiure sollten
die Absorptionsverhalinisse der Peakfraktionen fiur 280/260 bei 0.73, 0.98 bzw. 0.67
liegen. Fraktionen im An- und Abstieg der Peaks, die 280/260 Verhilinisse von 0.30
und hoher aufweisen, werden verworfen, so dass nur die Fraktion innerhalb der senk-
rechten Strichelung vereinigt werden. Die vereinigten Fraktionen werden konzentriert,
durch Ultrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Nach der sdulenchromatographischen
Trennung und Aufarbeitung verbleiben vom urspriinglichen Hydroiysat noch ca. 40~

50%. .

Die papierchromatographische Untersuchung der isolierten Peakfraktionen
aller 5 Hydrolysate zeigt,; dass in sich entsprechenden Peaks grundsitzlich 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 Rp-Wert mit gekauftem pdA identische
Substanz enthilt. 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 Desoxiriboadenylsdure verhalten
Das Lyophilisat von Peak VI ist so komplex zusammengesetzt, dass es papierchro-
matographisch nicht aufgeirennt und daher bei pH 7.5 an QAE-Sephadex rechro-
matographiert wird. Die Nachtrennung fiihrt zu einem geringfiigig aufgelésten Elu-
tionsprofil, das in Fig. 2 abgebildet ist. Die Fraktionen aus Peak VIa, die ca. 30%
der urspriinglichen Mischung enthalten, werden entsalzt und lyophlhs'ert wihrend
die iibrigen Fraktionen nicht aufgearbeitet werden.

Im folgenden zweiten Trennschritt werden die Lyophilisate von Peak II-V und
VIa (Fig. 1 und 2) sidulenchromatographisch an QAE-Sephadex bei pH 9.6 nach-
getrennt. Jeweils ca. 1 g der 5 verschiedenen Lyophilisate wird an einer Sdulenfiillung
von 45 X 2cm 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 NaHCOQO;-Na,CO; Gradienten, der
zweite im 1 M NaCl die Siule verlasst. Die beiden Hauptpeaks, die in Fig. 3a und
b noch deutlich voneinander getrennt sind, iiberlappen 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
Oligoadenylsduren enthilt, wihrend im zweiten Hauptpeak (280/260 < 0.50) die
Anwesenheit von Oligoadenylsiuren weitgehend ausgeschlossen werden kann. Die
Fraktionen des zweiten Hauptpeaks werden verworfen. Die Fraktionen von Peak Ta—
¢ die zwischen 59-85% der jeweils aufgetragenen Lyophilisate enthalten (vgl. Tabelle
1V), 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 wandern.

Alle im Papierchromatogramm auftretenden Flecken eines Lyophjhsats wer-
den ausgeschnitten und cluiert. Im Eluat der einzelnen Flecken bestimmt man spek-
tralphotometrisch die A4,4,-Einheiten und errechnet daraws die prozentuale Zusam-
mensetzung des betreffenden Lyophilisats. Die eluierten Haupiprodukte werden kon-
zentriert und im Laufmittelsystem C rechromatographiert. Wandert ein DNA-Frag-
ment in 2 bzw. 3 unterschiedlichen Laufmitteisystemen auf dem Papier als ein ein-
heitlicher Fleck, so wird die Substanz iiblicherweise mit “chromatographisch rein”
bezeichnet. Da auf einem normalen Papierbogen (60 X 58 cm) bis zu 800 A6
Einheiten chromatographiert werden konnen, sind auf diesem Weg praktisch alle
Komponenten eines Lyophilisats in pridparativen Mengen chromatographxsch rein
zu isolieren.

Die Struktur der isolierten chromatographisch reinen Nucleotide wn‘d mit den

Methoden ermittelt, mit denen bekanntlich seit Jahren die Strukturen synthetischer
Oligonucleotide eindeutig bewiesen werden. Zur Strukturbestimmung werden Ab-
sorptionsverhiltnisse, R-Werte und Ergebnisse des enzymatischen Abbaus herange-
zogen. .
Aus den gemessenen Absorptionsverhiltnissen von 250/260 und 280/260 (vgl.
Tabelle V), die mit den in der Literatur® fiir Riboadenylsiuren angegebenen Werte
sehr gut lbereinstimmen, folgt, dass die isolierten DNA-Fragmente Oligomere der
Adenylsiuren sind und dass die Anwesenheit von Thymidyl-, Guanyl- und Cytidyl-
sduren auszuschliessen ist. ,

Aus dem’ sdulenchromatographischen Verhalten, den Ro-Werten und, soweit
vorhanden, mit Hilfe gekaufter und/oder synthetischer Vergleichssubstanzen®S, die
wir in einem anderen Zusammenhang hergestelit haben, wird die Kettenldnge der
isolierten Oligoadenylsduren bestimmt.

Die so ermittelte Struktur der Oligoadenylsduren wird abschliessend durch
enzymatischen Abbau mit alkalischer Phosphatase und Phophodiesterase aus Schlan-
gengift iiberpriift und bestitigt®>!!. Die Phosphatase entfernt aus Oligonucleotiden
endstindige Phosphatgruppen ohne die Polymerketten anzugreifen. Die Entfernung
terminaler Phosphatgruppen Hussert sich im deutlichen Anstieg des R-Wertes. Oli-
gonucleotide gleicher Sequenz, aber unterschiedlicher Anzahl terminaler Phosphat-
gruppen, sind papierchromatographisch aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen Rg-
Werte eindeutig zu unterscheiden. Nach dem Phosphataseabbau wird papierchroma-
tographisch einerseits die Vollstindigkeit des Abbaus und andererseits nochmals die
Reinheit der Produkte Gberpriift. Aus-dem Vergleich der Rg-Werte vor und nach
dem Abbau lasst 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 Kettenliinge 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 5’-terminalen Baustein als Mononucleosid frei®. Bei der enzymatischen
Hydrolyse der dephosphorylierten Oligodesoxiriboadenylsduren mit Phosphodieste-
rase bilden sich somit dA und pdA. Oligodesoxiriboadenylsiuren mit nur ciner ter-
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TABELLE V

ABSORPTIONSVERHALTNISSE DER ISOLIERTEN CHROMATOGRAPHISCH REINEN
DESOXIRIBOADENYLSAUREN

Adenylsduren Bezeichnung Absorptionsverhdltnisse

250/260 280/260
p(dA):, (dA)p" 0.83 (0.83)**" 0.22 (0.19)"*~
p(dA),, (dA):p" 0.83 (0.85)¢ 0.23 (0.24)%
p(dA)s, (dA)sp* 0.86 . 0.30
pdAp 079 - 014
p(dA).p 084 0.23
p(dA)sp 0.83 0.23
p(dA)p 0.85 (0.85)%* 0.25 (0.25) %%
(dA): - 0.83(0.83)*"" 0.19 (0.19)***
(dA)s 0.84 0.23
(dA), 0.84 024
(dA)s 0.86 0.30
p(dA):pR™* 0.79 0.15
p(dA);,pRp** 0.81 0.16
p(dA);pR*~ 0.84 0.25
(dA):pR*" 0.78 0.14
(dA);pR"* 0.84 0.20

* Mischung aus Sequenzisomeren.
** Hypothetische Struktur mit unbekanntem Rest R.
*** Berechnet fiir p(A)..
¢ Berechnet fir p(A)s.
8% Berechnet fiir p(A)s.

minalen 5'-Phosphatgruppe werden dagegen ausschliesslich zu pdA abgebaut. Bei der
Spaltung von Oligodesoxiriboadenylsduren mit nur einer terminalen 3’-Phosphat-
gruppe werden aus dem Dinucleotid dA und pdAp, aus den hdheren Fragmenten
dA, pdA und pdAp gebildet. Der Abbau von Oligodesoxiriboadenylsiurephosphaten
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 lingere nicht mehr abgebaut werden. Aus diesem
Grund sind zur enzymatischen Hydrolyse der 3’-Nucleotide bzw. Nucleotidphosphate
hohere Enzymkonzentrationen und langere 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 Spaltprodukie kann man .
feststellen, ob die Oligodesoxiriboadenylsduren am 5 oder 3’ bzw. an beiden Enden
Phosphatgruppen tragen. Zur Ermittlung der Kettenlinge werden die ¢inzelnen Spalt-
produkte quantitativ vom Papier eluiert. Aus dem Verhiltnis der im Eluat gemessenen
A,so-Einheiten von dA und pdA lisst sich bspw. die urspriingliche Kettenlange einer
dephosphorylierten Oligoadenylsiure ermitteln.

Die Charakterisierung und Identifizierung der Lyophlhsate von Peak Ia—e, die
in Tabelle V-VII zusammengefasst sind, fiilhren im einzelnen zu folgenden Ergeb-
nissen. :
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TABELLE VI

PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE R~WERTE DER ISOLIERTEN DESOXIRIBOADENYL-
SAUREN YOR UND NACH DEM ABBAU MIT ALKALISCHER PHOSPHATASE .. . -

A,B.C: siche Laufmittelsysteme.

Adenylsduren Bezeichnung Rg-Werte absteigend im Laufmittelsystem

A B C )
Relativ zu " Nach Relativ zu pdA4  Relativ zu pdA
——————— Phosphataseabbar
pdA  p(dA4): Relativ zu pdA
p(dA),, (dA):p* 0.38 2.00 0.84 098
pdAp 0.16 3.73 0.66 0.73
p(dA);, (dA)p™ 0.16 1.07 0.66 0.98
p(dA)p 0.16 2.00 0.50 0.78
p(dA);pR™" 0.76 . 1.39 0.77
p(dA);pRp*~ - 023 1.39 . 054
p(dA),p 0.06 1.07 0.38 0.82
p(dA);pR ™" 0.39 0.84 . 0.67
p(dA)p : 0.90*"* - 0.25 0.74
p(dA)s, (dA)sp” 0.49*"* 0.25 0.53

* Mischung aus Sequenzisomeren.
** Hypothetische Struktur mit unbekanntem Rest R.
*** Im System B.

TABELLE VII

ENZYMATISCHE HYDROLYSE DER DESOXIRIBOADENYLSAUREN MIT PHOSPHODI-
ESTERASE AUS SCHLANGENGIFT

Adenylsauren Bez ezclmung Spaltprodukte Verhdltnisse der Spaltprodukte
Erwarrer Gefunden

p(dA);, (dA).p~ pdA, pdAp, dA

p(dA),, (dA):p* pdA, pdAp, dA

p(dA)s, (dA)sp™ ™" pdA .

p(dA).p pdA, pdAp i:1 1.00:1.28
p(dA)sp pdA, pdAp 2:1 2.30:1.00
dA); dA, pdA 1:1 1.14:1.00
(dA) dA, pdA 1:2 1.00:1.82 ..
(dA), dA, pdA 1:3 1.00:3.20
(dA)s . , dA, pdA 1:5 1.00:4.87
p(dA)sz“‘ - keine

p(dA);pR**" keine

(dA),pR*"" keine

(dA);pR*™" keine

* Mischung der Sequenzisomeren.
** Wird nicht gespalten.
e Hypotheﬂsche Struktur mit unbekanntem Rest R.

Peak I (Fig. 1) enth?ﬂt zn 759, Desonnboadenosmmonophosphat das ‘mit
pdA in den Absorptionsverhiltnissen und R;-Werten ilbereinstimmi. Durch Phos-
phatasebehandlung lasst sich das Nucleotid vollstindig abbauen. Das Abbauprodukt
wird im Laufmlttelsystem A eindeutig als dA identifiziert. -
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- .t r“Das Lyophilisat von:Peak Ia enthilt zu 999, eine Mischung der sequenziso-
meren Dinucleotide p(dA), und (dA).p, die in den Laufmittelsystemen A, B, C als
ein Fleck wandern, der im: R—-Wert mit dem von synthetischem p(dA), identisch ist.
Die Absorptionsverhéltnisse der vom Papier eluierten Dinucleotidpischungen stim-
men sowohl mit. den berechneten Werten als auch mit denen des synthetischen
Dinucleotids @iberein: Nach ‘Phosphatasebhehandlung wandert das vollstindig abge-
baute Produkt im Laufmittelsystem A wiederum als einheiilicher Fleck, der im Rg- -
Wert mit dem von synthetischem (dA), identisch ist. Beim Abbau des Dinucleosid-
phosphats mit Phosphodiesterase erbilt man dA: pdA im Verhiltnis 1.14:1. 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 einierten Substanzflecken mit Phos-
phodiesterase entstehen ausser pdA auch dA und pdAp. Die Bildung von dA kann
nicht auf eine moéglicherweise in der Phosphodiesterase enthaltene Phosphatase zu-
riickgefiihrt werden, da im Kontrollversuch aus gekauftem pdA kein dA nachweisbar
gebildet wird. Aus den Verhilinissen der A4,5-Einheiten von pdA :dA - pdAp ergibt
sich, dass im Lyophilisat von Peak Ia etwa 779 p(dA),, das zu pdA abgebaut wird,
neben etwa 1294 (dA),p, aus dem dA und pdAp gebildet werden, enthalten sind.

Das Lyophilisat von Peak Ib setzt sich zu 939 aus pdAp, zu 49 aus nicht
niher untersuchten Verbindungen und zu 39, aus einer Mischung der sequenziso-
meren Trinucleotide p(dA); und (dA);p zusammen. pdAp wird papierchromato-
graphisch im Laufmittelsystem C von den Trinucleotiden und Nebenprodukten befreit
und ist auf diesem Weg in chromatographisch reiner Form erhiltlich. Durch Be-
handlung mit Phosphatase lisst sich pdAp vollstindig abbauen. Das Abbauprodukt
wandert im Laufmittelsystem A als ein Fleck, dessen R-Wert und Absorptionsver-
hiltnisse mit dem Referenznucleosid dA identisch sind. Bei der Behandlung von pdAp
mit Phosphodicsterase kdnnen keine Spaltprodukie nachgewiesen werden. Dieser
Befund ist ein zusitzlicher Beweis, dass die verwendete Phosphcodiesierase keine
Phosphatase enthilt. Die Mischung der sequenzisomeren Trinucleotide wird zwar
papierchromatographisch nicht aufgetrennt, kann aber im Laufmittelsystem C von
den iibrigen Verbindungen des Lyophilisats vollstindig befreit werden. Bei der Be-
handlung mit Phosphatase werden die Trinucleotide vollstéindig abgebaut. Das Ab-
bauprodukt stimmt sowohl in den Absorptionsverhilinissen als auch im Rz-Wert mit
synthetischem (dA); iiberein und wird von Phosphodiesterase zu dA und pdA im
Verhiltnis 1:1.82 gespalten. Dic Anwesenheit beider Sequenzisomeren wird dadurch
bewiesen, dass beim direkten Abbaun, der vom Papier eluierten Trinucleotidmischung,
mit Phosphodiesterase als Spaliprodukte pdA, dA und pdAp auftreten. Aus den
Verhiltnissen der 4,¢,-Einheiten von pdA :dA :pdAp errechnet sich, dass die Mischung
ca. 929, p(dA); neben ca. 8% (dA);p enthilt.

Das Lyophilisat in Peak Ic trennt sich im Papierchromatogramm in mehrere
Neben- und 2 Hauptfiecken auf, die jeweils 429 bzw. 409, der aufgetragenen A,qq-
Einheiten 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{dA),p identifiziert. Nach der Behandlung mit Phosphatase ist das Abbauprodukt
papierchromatographisch einheitlich, im R-Wert und in den Absorptionsverhiltnissen
mit synthetischem (dA), identisch und wird von Phosphodiesterase zu dA vnd pdA im
Verhiltnis 1.14:1.00 gespalten. Beim direkten Abbau mit Phosphodiesterase erhalt
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man pdA und pdAp. Der schneller wandernde Hauptfleck, der in den Laufmittel-
systemen A und B einheitlich wandert, enthilt vermutlich aus folgenden Griinden
ein unvollstindig hydrolysiertes Fragment der Oligodesoxiriboadenyisdure. Beim
Abbau mit Phosphatase steigt der R-Wert so an, dass vermutlich nur eine terminale
Phosphatgruppe abgespalten wird. Das dephosphorylierte Produkt kann aber an-
schliessend nicht mit Phosphodiesterase hydrolysiert werden. Wir nehmen daher an,
dass mit Phosphatase die 5’-Phosphatgruppe entfernt wird, wihrend ein unbekannter
Rest R das 3'-Ende vor dem Angriff der Phosphodiesterase schiitzt. Avfgrund der
Absorptionsverhiltnisse und der siulen- 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 A,¢,-Einheiten des Lyophilisats, so dass sich

. die restlichen 139 auf mehrere, nicht niher identifizierte 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 fihrt zu folgenden Ergebnmissen. Die Ab-
sorptionsverhiltnisse zeigen, dass die 3 Hauptprodukte aus Oligoadenylsiuren auf-
gebaut sind. Das Hauptprodukt mit dem niedrigsten Rg.-Wert weist aus folgenden
Grinden eindeutig die Struktur p(dA);p auf. Beim Abbau mit Phosphodiesterase
erhilt man pdA :pdAp im Verhiltnis 2.30:1.00. Beim Abbau mit Phosphatase ver-
iiert die Yerbindung zwei Phosphatendgruppen. Das dephosphorylierte Produkt ist pa-
pierchromatographisch rein, im Rz-Wert und in den Absorptionsverhiltnissen mit
synthetischem (dA); identisch und wird von Phosphodiesterase zu dA und pdA im
Verhiltnis 1.00:1.82 hydrolysiert. Die beiden schaeller wandernden Hauptprodukte
werden ebenfalls mit Phosphatase abgebaut. Aus dem unterschiedlichen Anstieg der
R-Werte nach Phosphataseabbau folgt, dass die eine Oligodesoxiriboadenylsdure,
deren Rp-Wert von 0.39 auf 0.84 steigt, nur eine terminale Phosphatgruppe verliert.
Der Rg-Wert der anderen Oligodesoxiriboadenylsdure steigt von 0.22 auf 1.39, so
dass hier zwei terminale Phosphatgruppen entfernt werden. Die abgebaute Verbindung
ist in ihrem Rp-Wert mit dem Abbauprodukt des zweiten Hauptprodukts (Rp =
1.39) aus Peak Ic identisch. Beide Oligodesoxiriboadenylsduren 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 Oligodesoxiriboadenylsdure mit dem Rg-Wert von 0.39
die Struktur p(dA);pR oder (dA);pRp, die andere die Strukiur p(dA),pRp aufweist.
Mit dieser Annahme lassen sich sowohl die chromatographischen Eigenschaften als
auch die Ergebnisse des enzymatischen Abbaus plausibel erkldren.

Das Lyophilisat von Peak Ie wandert im System B zu 809 als Bande, wihrend
die restlichen 209 einen langsamer wandernden Flecken bilden, der zur weiteren
Identifizierung eluiert und im Laufmittelsystem C nachgereinigt wird. Bei der Nach-
trennung erhilt man zwei Flecken. Der schneller wandernde Fleck wird aus folgenden
Griinden als p(dA),p identifiziert. Mit Phosphatase wird der eluierte Fleck vollstindig
abgebaut. Das Abbauprodukt wandert im Laufmittelsystem B als einheitlicher Fleck,
der im R-Wert und in den Absorptionsverhilinissen 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 wandernden Flecken werden die Se-
quenzisomeren p(dA)s und (dA)sp nachgewiesen. Aus dem elunierten Fleck erhilt man
nach Phosphataseabbau ein chromatographisch reines Produkt, dass im R~Wert mit
synthetischem (dA)s identisch ist und durch Phosphodiesterase vollstindig zu dA und
pdA im Verhiiltnis 1:4.87 hydrolysiert wird. Die Anwesenheit beider Sequenzisomeren
beweist der direkie Abbau mit Phosphodiesterase. Hierbei werden nur eiwa 609
hydrolysiert, wihrend die resilichen 409, nicht gespalten werden. Das nicht abge-
baute Produkt lisst sich durch Phosphatase in (dA); iiberfiibren. Aus den Verhilt-
nissen der A4,¢o-Einheiten folgt, dass sich die Mischung zu etwa 609 aus p(dA)s und
zu 40 aus (dA)sp zZusammensetzt.

DISKUSSION

Unsere Ergebnisse bestitigen grundsiizlich die Angaben von Jones et al.,
zeigen aber, dariiber hinaus, dass nicht nur DNA, sondern auch Purinoligonucleotide
durch Oxidation mit XMnO, und anschliessender alkalischer Hydroiyse im pripara-
tiven Massstab gezielt zu Oligodesoxiriboadenylsiduren abgebaut werden k6nnen. Aus
der durchschnittlichen Ausbeute an Adenylsduren, die 309, bezogen auf die einge-
setzte DNA Menge, bzw. 619 bezogen auf die Purinoligonucleotidmenge betriigt,
Iasst sich abschitzen, dass die Heringsspermen-DNA je zu 309 aus Adenyl- und
Thymidyl- und je zu 20% aus Guanyl- und Cytidylsiuren aufgebaut ist und somit
ein Molverhiltnis von dA -+ dT/dG < dC von ca. 1.50 erwarten ldsst. Der Wert
steht in gutem Einklang mit den in der Literatur fiir Heringsspermen-DNA ange-
gebenen Molverhilinis von 1.27*2. Fiir die priparative sdulenchromatographische
Avuftrennung der Hydrolysate, die wir im 5 g Ansatz durchfidthren, eignet sich unserer
Erfahrung nach QAE-Sephadex besser als die von Jones er al. fiir die Aufirennung
von 40 mg Hydrolysat verwendete DEAE-Cellulose. QAE-Sephadex erméglicht als
Perlpolymerisat eine homogene Siulenpackung mit hohem Durchfluss und weist
ausserdem eine hohere Trennkapazitit als DEAE-Cellulose auf. Bei der sdulenchro-
matographischen Fraktionierung der Hydroiysate erhalten wir etwa das von Jones
et al. beschriebene Elutionsprofil. In den verschiedenen Fraktionen finden wir aber
nicht nur die von den Autoren qualitativ nachgewiesenen oder vermuteten Oligo-
desoxiriboadenylsduren, die wir in chromatographisch reiner Form préparativ iso-
lieren, sondern noch weitere DNA-Fragmente, die von den Autoren nicht erwéhat
oder nicht gefunden werden. Hierzu zihlen das Desoxiriboadenosinmonophosphat,
die verschiedenen sequenzisomeren Oligodesoxiriboadenylsduren und die vermutlich
unvollstindig abgebauten, am 3’-Ende mit einem unbekannten Rest R blockierten
Fragmente, der hypothetischen Strukturen p(dA),pRp, p(dA),pR, (dA),pRp,
(dA);pRp, p(dA);pR. Der mit R bezeichnete Rest ist méglicherweise die ungesittigte
Aldehydgruppe, die nach den Untersuchungen von Jones er al.® im Verlauf des DNA-
Abbaus zwar auftritt, aber unter alkalischen Bedingungen hydrolytisch sehr schaell
abgespalten werden sollte.

Die Anwesenheit unterschiedlich hydrolysierter DNA-Fragmente kompliziert
die priiparative Isolierung chromatographisch reiner Oligodesoxiriboadenylsduren aus
dem DINA-Hydrolysat erheblich. Nach zwei siulenchromatographischen Trennungen
und einem anschliessenden papierchromatographischen Trennschritt sind bisher nur
Fragmente mit bis zu sechs Monomereinheiten in chromatographisch reiner Form
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aus den Hydrolysaten zu gewinnen. Zur Zeit versuchen wir mit anderen Trennme-
thoden auch die héhermolekularen Oligedesoxiriboadenylsiurefragmente  zu - iso-
lieren, die mit Sicherheit in den Hydrolysaten enthalten sind. In Tabelle VIII sind
die Desoxiriboadenylsiuren zusammengestellt, die wir bisher in chromatographisch
reiner Form, in priparativen Mengen apns den DNA-Hydrolysaten erhalten. Die
Mengenangaben sind aus den 4,4,-Einheiten der papierchromatographisch:isolierten
Nucleotide hochgerechnet und somit nur als Orientierungsdaien anzuschen, die nicht
die tatsichliche Vertellung der Adenylsduresegmente einer Heringsspermen-DNA
wiedergeben. ‘Die in der Tabelle aufgefiihrten Oligodesoxiriboadenylsduren sind
durch priparative Isolierung aus DNA Hydrolysaten wesentlich einfacher als durch
chemische Synthese zuganglich.

TABELLE VIII

HOCHGERECHNETE MENGE DER DESOXIRIBOADENYLSAUREN, DIE AUS 100 g
HERINGSSPERMEN-DNA NACH OXIDATIVEM ABBAU, ALKALISCHER HYDROLYSE
UND DREI CHROMATOGRAPHISCHEN TRENNSCHRITTEN IN CHROMATOGRA-
PHISCH REINER FORM DIREKT (I) ODER NACH PHOSPHATASEABBAU (II) ZUGANG-
LICHT SIND

Bezeichnung der Adenyls@uren Mengen (mg)
I Ir

odAp 2600
p{dA),, (dA).p"* 1700
p(dA).p 700
(dA): 2400
9(dA).,pR"" 650
: (dA);pR™** 850
o(dA);, (dA).p~ <100
»(dA};p . 250
- (dA), 350
p(dA)pR** 200
(dA);pR"* 200
pdA)p <109
: (dA), <100
p(dA)s, (dA)sD" < 30
(dA)s < 50

* Mischung aus Sequenzisomeren.
** Hypothetische Struktur mit unbekanntem Rest R.
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ZUSAMMENFASSUNG
Der chemische Abbau von DNA aus Heringéspermen zu Purinoligonucleotid—

oder Desoxiriboadenylsduregemischen wird im praparativen Massstab ‘beschricben.
Die Desoxiriboadenylsiduregemische werden an QAE-Sephadex A-25 bei pH
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7.5 sdulenchromatographisch in sechs Hauptfrakiionen getrennt. Die 1. Fraktion
erhilt zu 759, Desoxiriboadenosinmonophosphat, die 2. zu 999 eine Mischung aus
p(dA),, (dA),p und die 3. zu 939, pdAp. In den darauf folgenden Fraktionen werden
mehr oder weniger komplex zusammengesetzte Mischungen lLingerkettiger Oligo-
nucleotide eluiert, die durch Rechromatographie an QAE-Sephadex bei pH 9.6 weiter
aufgetrennt werden. Aus den vorgetrennten Fraktionen werden papierchromato-
graphisch die Nucleotidphosphate pdAp, p(dA)p, p(dA):p, p(dA),p sowie diec
Mischungen der Sequenzisomeren p(dA),, (dA);p; p(dA):, (dA);p und p(dA)s,
(dA)¢p in priparativen Mengen chromatographisch rein isoliert.

Durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase werden die Nucleotidphos--
phate in (dA),, (dA); oder (dA), und die Mischungen der Sequenzisomeren in (dA),,
(dA); oder (dA)s uberfithrt. Auf diesem Weg sind auch dephosphorylierie Oligo-
desoxiriboadenylsduren in papierchromatographisch reiner Form m praparativen
Mengen aus den Hydrolysaten erhiltlich.

Die Struktur aller isolierten Desoxiriboadenylsiuren wird aus Absorptions-
verhiltnissed, Re-Werten und durch enzymatischen Abbau bewiesen.
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