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PYRIMIDINNUCLEOTIDEN AUS HYDROLYSATEN DEPURINIERTER

HERINGSSPERMEN-DNA
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Institut fiir Organische Chemie der Universitir Tiibingen, Auf der Morgenstelle 18, Tiibingen (B.R.D.)

(Eingegangen am 11. Dezember 1978)

SUMMARY

Preparative isolation of tri-, tetra-, penta- and hexapyrimidine nucleotides from hydro-
Iysates of depurinated herring sperm DNA

The pyrimidine nucleotides p(dC);p, p(dT)s;p and p(dT),p and mixtures of the
sequence isomers p(dC;, dT), (dC;, dT)p; p(dC;, dT)p; p(dC,, dTyjp; p(dC, dT5)p;
p(dC;, dTL)p; p(dC,, dT3); p(dC,, dTs)p: p(dC, dT )p; p(dC,, dT,); p(dGC;, dT3);
p(dC;, dT3)p and p(dC,, dT,)p have been isolated on a preparative scale from
hydrolysates of depurinated herring sperm DNA. The DNA hydrolysate is first sepa-
rated into a high- and a low-molecular-weight pyrimidine nucleotide mixture by
column chromatography at pH 7.5 on DEAE-cellulgse. The high-molecular-weight
pyrimidine nucleotide mixture is further separated into four peaks on QAE-Sephadex
at pH 7.5. The second peak is re-chromatographed on QAE-Sephadex at pH 3.5.
Pyrimidine nucleotides containing predominantly cytidylic acid units may thus be
separated from these with predominantly thymidylic acid units. Subsequent sepa-
ration according to number of phosphate groups at pH 7.5 on QAE-Sephadex yields
products of 70-93 9 purity. In a final separation step, the pyrimidine nucleotides and
mixtures of sequence isomers are once again chromatographed on QAE-Sephadex
with 7 Af urea at pH 7.5. The products thus obtained are generally chromatographi-
cally pure. Impurities which are not fully removed by column chromatography are
separated by paper chromatography. The structure of the isolated DNA fragments
and the composition of the mixtures of sequence isomers are determined from the

chromatographic data, absorption characteristics and by enzymatic degradation

EINLEITUNG

Zahlreiche Fragen der Molekularbiologie, wie bspw. Wechselwirkungen
zwischen kurzen DNA-Fragmenten und Peptiden oder pharmakologische Eigen-
schaften von Oligonucleotiden definierter Sequenz sind heute noch weitgehend unge-
klart. Untersuchungen dieser wichtigen Fragen scheitern bisher meistens.daran, dass
die bendtigten Oligonucleotide nur in sehr schwierigen chemischen Synthesen zu-
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ganglich sind. Obwohl man bei einigen Oligonucleotiden und Nucleotidderivaten eine
Adjuvantien-Wirkung gefunden hat!, wire eine medizinische Therapie mit definierten
Oligonuclectiden beim derzeitigen Stand der chemischen Oligonucleotidsynthese
unrealistisch, da die Darstellung der hierzu benétigten Mengen zu aufwendig ist.

Eine einfache Alternative zur chemischen Synthese von Oligonucleotiden
sehen wir in der priparativen Isolierung definierter DNA-Fragmente aus Partial-
hydrolysaten natiirlich vorkommender, leicht zuginglicher DNA. Dieses Konzept
erscheint uns auch daher besonders attraktiv, da bei zahlreichen biotechnischen Pro-
zessen DNA in ausreichenden Mengen anfillt, fiir die zur Zeit noch keine Verwendung
besteht.

Im Zusammenhang mit der aufgezeigten Thematik gehen wir seit einiger Zeit
folgenden Fragen nach:

(@) Auf welchem Weg kann DNA im priparativen Massstab zu definierten
Oligonucleotiden abgebaut werden.

(b) Wie und inwieweit kénnen definierte DNA Fragmente im priparativen
Massstab aus dem Partialhydrolysat einer DNA isoliert werden.

Als Ausgangsmaterial fiir unsere Untersuchungen verwenden wir DNA aus
Heringsspermen, die im Handel preisgiinstig erhiltlich ist. Fiir den Partialabbau der
DNA zu Oligonucleotidgemischen bieten sich verschiedene chemische Hydrolyse-
verfahren an, die aber nur im analytischen Massstab konzipiert sind, da sie zur
DNA-Sequenzierung entwickelt wurden®-'. Einige dieser Verfahren lassen sich nach
entsprechenden Modifikationen im priaparativen Massstab durchfiihren, so dass man
in einem Ansatz ca. 100-200 ¢ DNA entweder zu Purinoligonucleotid!®, oder Pyri-
midinoligonucleotid'?-'8, oder zu Oligoadenylsduregemischen abbauen kann'®.

Aus verschiedenen Griinden haben wir zunichst mit der préparativen Auf-
trennung der Oligoadenyisdure- und Oligopyrimidinnucleotidgemische begonnen.
Die Isolierung definierter Oligomere der Desoxyadenylsdure aus dem Partialhydro-
lysat der oxydierten Heringsspermen-DNA ist weitgehend abgeschlossen'®, wihrend
die Pyrimidinnucieotidmischung zu etwa 609 aufgetrennt ist!7.28,

Natiirliche DNA weist in ihrem Molekiilverband iiberwiegend kurze Pyrimidin-
segmente auf, so dass bei der Hydrolyse einer depurinierten DNA vor allem kurze
Pyrimidinnucleotide neben nur wenig langkettigen Fragmenten freigesetzt werden.
Zur Isolierung der lingeren Pyrimidinnucleotide ist es daher zweckmassig, zunschst
die niedermolekularen Fragmente weitgehend von den hochmolekularen Pyrimidin-
nucleotiden abzuirennen. Hierzu wird das Partialhydrolysat an DEAE-Cellulose
sdulenchromatographisch in zwei Fraktionen vorgetrennt. Die erste Fraktion, die
mit 0.1 A NaCl, 0.05 M Tris—-HCI (pH 7.5) eluiert wird, enthilt Pyrimidinnucleotide
mit 1-4 Monomereinheiten. Aus dieser Fraktion, in der ca. 609, des aufgetragenen
Partialhydrolysats die Saule verlassen, sind folgende Pyrimidinnucleotide definierter
Sequenz und Mischungen von Sequenzisomeren in chromatographisch reiner Form
zugéinglich'-8: pdCp; pdTp; p(dC),; p(dT); p(dC),p; p(dD).p: p(dC)s; p(dT)s;
p(dC, dT); p(dC, dT)p; p(dC, dT;); p(dC, dT,)p; p(dC,, dT); p(dC., dT)p; p(dT,,
dU), (dT,, dU)p; p(dC,, dT); p(dC, dT;).

Ausserdem gelingt es mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie an
Ionenaustauschern'®?® bisher folgende Mischungen der Sequenzisomeren, deren
terminale Phosphatgrupper enzymatisch entfernt wurden, in ihre Komponenten zu
trennen: (dC, dT); (dC;, dT); (dT,, dC); (dC;, dT); (dC,, dT,); (dC, dT;). Auf diesem
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Weg ist es erstmals mdoglich, definierte Pyrimidinnucleotide unterschiedlicher Sequenz
selektiv aus dem Partialhydrolysat einer DNA im priparativen Massstab zu isolieren.

Die restlichen 40 9/ des Partialhydrolysats verlassen die DEAE-Cellulose-Saule
in der zweiten Fraktion, die mit 1 A NaCl eluiert wird. Im folgenden wird ein
Trennungsgang beschricben, nach dem aus dieser Fraktion sowohl definierte
Mischungen von Sequenzisomeren als auch Pyrimidinnucleotide definierter Sequenz
mit bis zu 6 Monomereinheiten im priparativen Massstab chromatocraphlsch

rein zuginglich sind.
EXPERIMENTELLES

Reagenzien
Chemikalien werden in “chemisch reiner” Form verwendet. QAE-Sephadex

A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden); Membranen (Amicon, Lexington, Mass.,
U.S.A.); Chromatographiepapier 2316 (Schleicher & Schiill, Dassel, B.R.D.); En-
zyme: Alkalische Phosphatase, Orthophosphorsiure-Monoester-Phosphohydrolase
(alkalisches Optimum) (EC 3.1.3.1); Phosphodiesterase I, Oligonucleat-5-Nucleotido-
hydrolase (EC 3.1.4.1), (Boehringer, Mannheim, B.R.D.); Nucleoside dT, dC,
Nucleotide pdT, pdC, DNA (Waldhof, Mannheim, B.R.D.); die iibrigen Referenz-
nucleotide: pdC-dT, p(dT),, p(dC),, p{(dC);, (dC);, (dT);, (dT),, (dC)s, (dC)j-dT wurden
in unserem Labor synthetisiert. )

Pufferlosungen

(a) 1 M Natriumacetat-Puffer, pH 3.5: 57 ml (1 mol) Eisessig werden zu
800 ml Wasser gegeben. Der pH-Wert wird mit 40 ml 2 M NaOH auf pH 3.5 einge-
stellt und die Lésung mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt.

(b) 1 M Tris—HCI-Puffer, pH 7.5: 121 g (1 mol) a,c,a-Tris-(hydroxymethyl)-
methylamin (Tris) werden in 900 ml Wasser gelost. Die Lésung wird mit ca. 30 ml
konz. HCI auf pH 7.5 eingestellt und dann mit Wasser auf 1 1 aufgefiilli.

Laufmittelsysteme
(A) Ethanol-1 & NH,Ac (pH 7.5) (7:3, v/v); (B) 1-Propancl-konz. NH,OH-
H,O (55:10:35, v/v/v); (C) iso-Buttersaure-konz. NH,OH-Wasser (66:1:33, v/v/v).

Saulenchromatographische Fraktionierung hochmolekularer Pyrimidinnucleotide an
QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5

Im folgenden wird die weitere Aufirennung der Mischung der langkettigen
Pyrimidinnucleotide beschrieben, die bei der ersten Vortrennung des Partialhydro-
lysats die DEAE-Cellulose-Saule in der zweiten Fraktion mit 1 M NaCl verlasst'’.

30 g des Lyophilisats der zweiten Fraktion werden in 200 ml Wasser geldst
und auf eine mit 150 mAM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) aquilibrierte QAE-
Sephadex A-25-Saule aufgetragen. Die Saulenfiillung betrdgt 60 cm X 5 cm. Nach
dem Auftragen der Lésung wird die Siule im steigenden NaCl-Gradienten, der mit
50 mAf Tris—HCI auf pH 7.5 gepuffert ist, in vier Stufen bei Raumtemperatur eluiert.
Die Elutionsgeschwindigkeit wird mit Hilfe einer Schlauchpumpe auf ca. 830 ml/h
cingestellt. In der ersten Stufe wird die Sdule mit 18 1 190 mAf NaCl, 50 mM Tris—HCI,
in der zweiten Stufe mit 20 1 300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI eluiert. [n der dritten
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Stufe setzt man die Elution mit 10 1 400 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI fort, die in der
vierten Stufe mit 312 M NaCl beendet wird. Die Lisungen der Pyrimidinnucleotide,
die mit 0.19, 0.3, 0.4 und 2 M NaCl die Sdule verlassen, werden am Rotationsver-
dampfer soweit konzentriert, bis Salz ausfillt. Die Konzentrate werden durch Ultra-
filtration an einer UM 10 Membran bei ca. 500-600 Pa (4-5 atii) entsalzt und an-
schliessend lyophilisiert. Von 180 g des hochmolekuiaren Pyrimidinnucleotid-
gemisches, die auf diesem Weg in 6 Liufen fraktioniert werden, verbleiben nach der
Ultrafiltration und Gefriertrocknung ca. 148.6 g (82.6 %)), die sich wie folgt auf die
vier Peaks verteilen:

Peak Nr. Pyrimidinnucleotide eluiert bei Isolierte Mengen
NaCl-Konz. (M) E—
(g) (%)
1 0.19 39.7 221
2 0.30 75.0 41.7
3 040 20.0 1.1
4 2,00 139 7.7

In den folgenden Trennungen werden ausschliesslich die Pyrimidinnucleotide
aus Peak 2; die mit 0.30 M NaCl eluiert werden, weiter aufgearbeitet.

Saulenchromatographische Fraktionierung des aus der Fraktionierung hochmolekularer
Pyrimidinnucleotide erhaltenen Lyophilisats von Peak 2 an OAE-Sephadet A-25 bei
pH 3.5 (vgl. Fig. 1)

15 g (ca. 274000 A.q-Einheiten) des Lyophilisats von Peak 2 werden in 100 m!
Wasser geldst und auf eine mit 130 mAM NaCl, 50 mM NaAc (pH 3.5) aquilibrierte
QAE-Sephadex A-25-Siule aufgetragen. Die Saulenfiillung betragt 60 cm x 5 cm.
Nach dem Auftragen der Lésung wird die Saule im steigenden NaCl-Gradienten, der
mit 30 mAf NaAc auf pH 3.5 gepuffert ist, in sechs Stufen bei Raumtemperatur
eluiert. Die Elutionsgeschwindigkeit wird mit Hilfe einer Schlauchpumpe auf ca.
650 ml/h eingestellt. Bei dieser und den folgenden Trennungen werden Fraktionen
zu ca. 20 ml gesammelt. Die Absorption jeder zehnten Fraktion wird spektralphoto-
metrisch bei 260 nm gemessen und graphisch gegen das Elutionsvolumen aufgetragen,
wobei die in Fig. 1-6 abgebildeten Elutionsprofile erhalten werden. In der ersten Stufe
wird die Saule mit 8 1 130 mAf NaCl, 50 mM NaAceluiert. In der zweiten Stufe folgt ein
linear steigender NaCl-Gradient: 51 130 mM NaCl, 50 mM NaAc im Mischgefass:
51200 mAf NaCl, 50 mM NaAc im Vorratsgefidss. In der dritten Stufe wird die Saule
mit 31 200 mM NaCl, 50 mM NaAc eluiert. In der vierten Stufe folgt der zweite
linear steigende NaCl-Gradient: 41 200 mAM NaCl, 50 mAf NaAc im Mischgeféss:
41 300 mM NaCl, 50 mM NaAc im Vorratsgefass. In der funften Stufe wird die
Saule mit 41 300 mAM NacCl, 50 mAf NaAc eluiert. In der sechsten und letzten Stufe
~ wird die Saule mit ca. 111 M NaCl eluiert. Die Fraktionen von Peak I-VI werden

innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt, mit NaOH neutralisiert und am
Rotationsverdampfer soweit konzentriert, bis Salz ausfillt. Die durch Ultrafiltration
entsalzten LSsungen werden wie unter Saulenchromatographische Fraktionierung hoch-
molekularer Pyrimidinnucleotide an Q AE-Sephadex A-25 bei pH 7.5 beschrieben auf-
gearbeitet. Nach der Ultrafiltration und Gefriertrocknung werden die Lyophilisate



PRAPARATIVE ISOLIERUNG VON PYRIMIDINNUCLEOTIDEN 183

8
- i
t
]
S
ol
=z
=
20— ---10.30
’ I
15
bred =
& <
< °
E
q_ *TO.ZO
N
c
o
x
5 3
=
013

Ly : i
0 5 10 15 20 25 0
Elutionsvol 1]

Fig. 1. Elutionsprofil der siulenchromatographischen Fraktionierung von 15 g (ca. 274,000 Azqo-
Einheiten) eines Pyrimidinnucleotidgemisches aus Hydrolysaten depurinierter Heringsspermen-
DNA an QAE-Sephadex A-25 bei pH 3.5. Experimenicelle Sinzelheiten s. Beschreibung der Versuche
und Tabelle 1. Die Fraktionen von Peak 1-VI werden innerhalb der senkrechten Strichelung ver-
einigt, entsalzt und lyophilisiert. Die Lyophilisate von Peak -V werden einzeln rechromatographiert
(vgl. Fig. 2-6).

von Peak I-VI in den in Tabelle I aufgefithrien Mengen erhalten. In fiinf Laufen
werden insgesamt 75 g des zweiten Peaks auf diesem Weg fraktioniert.

Rechromatographie der Pyrimidinnucleotidgemische aus Peak I-V der Fig. I an QAE-
Sephadex A-25 bei pH 7.5 (vgl. Fig. 2-6)

In den folgenden Trennungen werden die Lyophilisate von Peak I-V der
Fig. 1 bei pH 7.5 an einer QAE-Sephadex A-25-Saule im steigenden NaCl-Gradienten
bei Raumtemperatur rechromatographiert. Die Saulenfiillung betrdgt 70 X 3 cm. Die’
Elutionsgeschwindigkeit wird mit einer Schlauchpumpe auf ca. 400-500 ml/h ein-
gestellt. Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung (vgl. Fig. 2-6) werden
vereinigt und wie unter Sdulenchromatographische Fraktionierung hochmolekularer Pyri-
midinnucleotide ann QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5 beschrieben aufgearbeitet. Die
Trennergebnisse sind in Tabelle Il zusammengefasst. Die Rechromatographie der
einzelnen Lyophilisate wird wie folgt durchgefiihrt.



184 H. SCHOTT

T Ib ]
Ic
-1
3
1
&= Id X
Te| S
(o]
Z1 -
=! ~
=1 el
. 1S
3 H _24 —03 =
AR - N
: I - c
o 1 H ’,’ Q
@ i ! ,’/ 1
N - —_
< Pt o 2
47 Z
2 P —02
Vo
v
: §
v
1 1
1 1
A
1 . —o4
P
1] 1
1 3 i
] 1 t A
v .
/‘ oo
: R i1 1
g 6 8 10 12 14 16

Elutionsvol.[1 ]

Fig. 2. Elutionsprofil der saulenchromatographischen Nachtrennung der Pyrimidinnucleotide aus
Peak I der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelle Einzelheiten s. Beschreibung
der Versuche und Tabelie I1. Die Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung werden vereinigt,
entsalzt und lyophilisiert. Die Charakterisierung der Pyrimidinnucleotide, die in Peak Ia—e eluiert
werden, ist in Tabelle II1I-V aufgefiihrt.

Rechromatograpkie des Lyophilisats von Peak I der Fig. 1 (vgl. Fig. 2).1.5 g des
- Lyophilisats von Peak I der Fig. 1 werden in 10 ml Wasser gelést und auf die mit
200 mAf NaCl, 56 mM Tris—HCI aquilibrierte Saule aufgetragen. Anschliessend wird
die Sidule im steigenden NaCl-Gradienten in drei Stufen eluiert. In der ersten Stufe
wird die Sdule mit 51 200 mAM NaCl, 50 mAM Tris—HCI eluiert. In der zweiten Siufe
folgt 2in linear steigender NaCl-Gradient: 51 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl im
Mischgefiss; 51 360 mM NaCl, 50 mM Tris—HCI im Vorratsgefiss. In der dritten
Stufe wird die Saule mit ca. 11 1 M NaCl eluiert.

Rechromatographie des Lyophilisats von Peak Il der Fig. 1 (vgl. Fig. 3a).2.5¢g
des Lyophilisats von Peak IT der Fig. 1 werden in 20 ml Wasser geldst und auf die
mit 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl aquilibrierte Saule aufgetragen. Anschliessend
wird die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in vier Stufen eluiert. In der ersten
Stufe wird die Sdule mit 51 200 mAM NaCl, 50 mM Tris—HCI eluiert. In der zweiten
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Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient: 51200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl
im Mischgefass; 51 250 mM NaCl, 50 mM Tris—-HCI im Vorratsgefiass. Nach dem
- Gradienten eluiert man die Siule in der dritten Stufe mit 11 250 mAf NaCl, 50 mM
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Fig. 4(a). Elutionsprofil der s3ulenchromatographischen Nachtrennung der Pyrimidinnucleotide aus
Peak III der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelle Einzelheiten s. Beschreibung
der Varsuche und Tabelle 11. Die Fraktionen von Peak Illa, b werden innerhalb der senkrechten
Strichelung vereinigt, entsalzt und lyophilisiert. (b) Elutionsprofil der saulenchromatographischen
Nachtrennung des Lyophilisats von Peak 111a. (¢) von Peak I1Ib der Fig. 42 an QAE-Sephadex A-25
bei pH 7.5 im NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M Hamstoff. Die Charakterisierung der Pyrimidin-
nucleotide, die in Peak I1la, b, a,, a,, b; und b; eluiert werden, st in Tabelle III-V aufgefihre.
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Tris-HCL. In der vierten Stufe wird die Siule mit ca. 11 1 A NaCl eluiert. In drei
Liufen werden insgesamt 7.5 g des Lyophilisats von Peak I fraktioniert.
Rechromategraphie des Lyophilisats von Peak Fic der Fig.3a (vgi. Fig.3b).
1.5 g des Lyophilisats von Peak Ilc der Fig. 3a werden in 20 ml 7 M Harnstoff geldst
und auf die mit 2060 mAM NaCl, 50 mAf Tris—-HCI, 7 &f Harnstoff dquilibrierte Saule
aufgetragen. Anschliessend wird die Saule im steigenden NaCl-Gradienten in zwet
Stufen eluiert. In der ersten Stufe wird die SZule mit 8 1 200 mAMf NaCl, 50 mAf Tris—
HCIl, 7 A Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-
Gradient: 21 200 m3 NaCl, 50 mM Tris—HCI, 7 Af Harnstoff im Mischgefass, 21
300 mAf NaCl, 50 mM Tris—HCI, 7 M Harnstoff im Vorratsgefiss.
Rechromatographie des Lyophilisats von Peak I der Fig. I (vgl. Fig. £3).3.5¢
des Lyophilisats von Peak III der Fig. 1 werden in 20 mi Wasser gelGst und auf die
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Fig. 5.(a) Elutionsprofil der saulenchromatographischen Nachtrennung der Pyrimidinnucleotide aus
Pezk IV der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelle Einzelheiten s. Beschreibung
der Versuche und Tabelle 1I. Die Fraktionen von Peak IVa-d werden innerhalb der senkrechten
Strichelung vereinigt, entsalzt und Iyophilisiert. (b) Elutionsprofil der siulenchromatographischen
Nachtrennung des Lyophilisats von Peak 1Va. (c) von Peak IVb. (d) von Peak 1Vc. (¢) von Peak Ivd
der Fig. 5a an QAE-Sephadex A-25 bet pH 7.5 im NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M Harn-
stoff. Die Charakterisierung der Pyrimidinnucleotide, die in Peak 1Va-d und a,~d, eluiert werden, ist
in Tabelle II1[-V aufgefiihrt.

mit 250 mA NaCl, 50 mM Tris-HCI dquilibrierte Siule aufgetragen. Anschliessend
wird die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in zwei Stufen eluiert. In der ersten
Stufe wird die Saule mit 91 250 mAf NaCl, 50 mM Tris—HCI eluiert. In der zweiten
Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient: 51250 mM NaCl, 50 mAf Tris-HCl
im Mischgefidss; 51 300 mAf NaCl, 50 mM Tris—-HC! im Vorratsgefiss. In drei
Laufen werden insgesamt 10.5 g des Lyophilisats von Peak III fraktioniert.
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Fig. 6.(a) Elutionsprofil der sdulenchromatographischen Nachtrennung der Pyrimidinnucleotide aus
Peak V der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelle Einzelheiten s. Beschreibung
der Versuche und Tabelle II. Die Fraktionen von Peak Va—c werden inmerhalb der senkrechien
Strichelung vereinigt, entsalzt und lyophilisiert. (b) Elutionsprofil der sdulenchromatographischen
Nachtrennung des Lyophilisats von Peak Va. (c) von Peak Vb, (d) von Peak Vc der Fig. 6a an QAE-
Sephadex A-25 bei pH 7.5 im NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M Harnstoff. Die Charakteri-
sierung der Pyrimidinnucleotide, die in Peak Va-c und a,—, eluiert werden, ist in Tabelle III-V auf-
gefthrt. '

Rechromatographie des Lyophilisats von Peak Illa der Fig. 4a (vgl. Fig. 4b).
2 g des Lyophilisats von Peak Ifia der Fig. 42 werden in 20 ml 7 M Harnstoff geldst
und auf die mit 200 mAf NaCl, 50 mAM Tris—-HCl, 7 M Harnstoff Aquilibrierte Sdule
aufgetragen. Anschliessend wird die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in zwei
Stufen eluiert. In der ersten Stufe wird die Sdule mit 8 1 200 maf NaCl, 50 mM Tris—
HCl, 7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-
Gradient: 21 200 mM NaCl, 50 mdf Tris—HCI, 7 M Harnstoff im Mischgefiss; 21
300 mAf NacCl, 50 mM Tris—HCIl, 7 M Harnstoff im Vorratsgefass.

Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IIIb der Fig. 4a (vgl. Fig. 4c).
2 g des Lyophilisats von Peak IIIb der Fig. 4a werden in 20 ml 7 M Harnstoff gelost
und auf die mit 250 mAf NaCl, 50 mAf Tris-HCI, 7 M Harnstoff dquilibrierte Saule
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TABELLE I

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN FRAKTIONIERUNG (VGL.
FIG. 1) VON 15 g (ca. 274,000 4.s,,-EINHEITEN) DES LYOPHILISATS VON PEAK 2 AN QAE-
SEPHADEX A-25 IM STEIGEINNDEN NaCl-GRADIENTEN BEI pH 3.5

Peak Eluiert bei NaCIl-Konz. (M)  Eluierte Mengen Isolierte Mengen

( Aze0~Einh.) (%) (g) (%) (%)"°
I 0.13 8 800 3.2 0.40 2.8 2.8
I 0.13-0.17 33 000 120 1.66 11.1 10.9
1§81 0.18-0.20 71 000 259 3.50 23.3 225
v 0.21-0.28 78 GO0 28.5 3.70 249 242
v 0.30 35400 129 1.70 11.3 i1.1
Vi 1.00 . 28 000 10.2 1.35 9.0 8.1

) Zwischenfraktionen :
19 800 7.2 — — —

* Gemittelt aus finf Trennungen.

aufgetragen. Anschliessend wird die Sdule mit 91 250 mAM NaCl, 50 mM Tris—HCI,
7 M Harnstoff eluiert.

Rechromatographie des Lycephilisats von Peak IV der Fig. 1 (vgl. Fig. 5a). 3 ¢
des Lyophilisats von Peak IV der Fig. 1 werden in 10 ml Wasser gelost und auf die
mit 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI dquilibrierte Siule aufgetragen. Anschliessend
wird die Saule in drei Stufen eluiert. In der ersten Stufe wird die Saule mit 6 1 250 m3f
NaCl, 50 mAf Tris—HCI eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-
Gradient: 51 250 mAM NaCl, 50 mM Tris—HCI im Mischgefédss; 51 300 mM NaCl.
50 mM Tris—HCI im Vorratsgefiss. In der dritten Stufe eluiert man die Saule mit 31
300 mAM NaCl, 50 mM Tris—HCL. In drei Laufen werden insgesamt 9 g des Lyophili-
sats von Peak IV fraktioniert.

Rechromarographie des Lyophilisats von Peak IVa der Fig. 5a (vgl. Fig. 5b).
1 g des Lyophilisats von Peak IVa der Fig. 5a werden in 10 ml 7 M Harnstoff geldst
und auf die mit 200 mA NaCl, 50 maf Tris—HCI, 7 M Harnstoff dquilibrierte Siule
aufgetragen. Anschliessend eluiert man die Saule mit 7 1 200 mM NaCl, 50 mM Tris—
HC:, 7 M Harnstoff.

Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IVbh der Fig. 5a (vgl. Fig. 5c).
1.6 g des Lyophilisats von Peak IVb der Fig. 5a werden in 10 ml 7 M Harnstoff ge-
I6st und auf die mit 200 mM NaCl, 50 mAM Tris—HCI, 7 M Harnstoff dquilibrierte
Saule aufgetragen. Anschliessend wird die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in
drei Stufen eluiert. In der ersten Stufe wird die Sidule mit 71 200 mAMf NaCl, 50 m4af
Tris—HCl,-7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-
Gradient: 21 200 mM NaCl, 50 mM Tris—HCl, 7 M Harnstoff im Mischgefass; 21
250 mM NaCl, 50 m3f Tris-HCI, 7 A/ Harnstoff im Vorratsgefiss. In der dritten
Stufe eluiert man die Sdule mit 1§ 250 mAM NaCl, 50 mM Tris—HCl, 7 M Harnstoff.

Rechromatographie aes Lyophilisats von Peak IVc der Fig.3a (vgl. Fig. 5d).
1.2 g des Lyophilisats von Peak IVc der Fig. 5a werden in 10 ml 7 Af Harnstof¥ gelost
und wie bei Peak IVb der Fig. 5a beschrieben weiterbehandelt. In der dritten Stufe
eluiert man die Sdule anstelle von 1 I mit 2 1 256 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M
Harnstoff.

Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IVd der Fig. 5a (vgl. Fig. 5e).
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0.37 g des Lyophilisats von Peak 1Vd der Fig. 5a werden in 10 ml 7 M Harnstoff ge-
16st und auf die mit 200 mM NaCl, 50 mAf Tris—-HCIl, 7 M Harnstoff dquilibrierte
Sidule aufgetragen. Anschliessend wird die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in
zwei Stufen eluiert. In der ersten Stufe erfolgt die Elution im linear steigenden NaCl-
Gradienten: 41 200 mM NaCl, 50 mAM Tris-HCl, 7 M Harnstoff im Mischgefiss;
41300 mM NaCl, 50 mM Tris—-HCl, 7 M Harnstoff im Vorratsgefiss. In der zweiten
Stufe wird die Saule mit 2 1 3060 mAM NaCl, 50 mMM Tris—HCI, 7 M Harnstoff eluiert.
Rechromatographie des Lyophilisats von Peak V der Fig. I (vgl. Fig.6a). 1.5 g
des Lycphilisats von Peak V der Fig. | werden in 10 ml Wasser gel6st und auf die
mit 250 mAf NaCl, 50 mM Tris—HCI, dquilibrierte Sdule aufgetragen. Anschliessend
wird die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in vier Stufen eluiert. In der ersten
Stufe wird die Sdule mit 71 250 mAf NaCl, 50 mAM Tris—HCI eluiert. In der zweiten
Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient: 2 1 250 mM NaCl, 50 mM Tris—HCI
im Mischgefiss; 2 1 300 mA NaCl, 50 mM Tris-HCI im Vorratsgefiss. In der dritien
Stufe wird die Elution mit 51 300 mAM NaCl, 50 mM Tris-HCI fortgesetzt. In der
vierten Stufe wird die Sdule mit ca. 11 1 M NaCl eluiert. In vier Liufer werden
insgesamt 6.0 g des Lyophilisats von Peak V fraktioniert.
Rechromatographie des Lyophilisats von Peak Va der Fig. 6a (vgl. Fig. 6b).
1.2 g des Lyophilisats von Peak Va der Fig. 6a werden in 10 ml 7 M Harnstoff gelost
und auf die mit 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 7 M Harnstoff dquilibrierte Saule
aufgetragen. Anschliessend eluiert man die Sdule im steigenden NaCl-Gradienten in
zwel Stufen. In der ersten Stufe wird die Sdule mit 8 1 200 mA NaCl, 50 mAf Tris—
HCl, 7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-
Gradient: 21 200 mM NaCl, 50 mM Tris—HCl, 7 M Harnstoff im Mischgefass; 21
250 mAM NaCl, 50 mA Tris-HCI, 7 M Harnstoff im Vorratsgefiss.
Rechromatographie des Lyophilisats von Peak Vb der Fig. 6a (vgl. Fig. 6c).
1.2 g des Lyophilisats von Peak Vb der Fig. 6a werden in 10 ml 7 Mf Harnstoff geldst
und auf die mit 200 mM NaCl, 50 mM Tris—-HCI, 7 M Harnstoff dquilibrierte S3ule
aufgetragen. Anschliessend eluiert man die Siule im steigenden NaCl-Gradienten in
drei Stufen. In der ersten Stufe wird die Sdule mit 71200 mM NaCl, 50 mM Tris—-HCI,
7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient :
21 200 mAM NaCl, 50 mM Tris—-HCIl, 7 M Harnstoff im Mischgefiss; 21 250 mM
NaCl, 50 mAf Tris—HCI, 7 M Harnstoff im Vorratsgefiss. In der dritten Stufe wird
die Sdule mit 31250 mM NaCl, 50 mM Tris—HCIl, 7 M Harnstoff eluiert.
Rechromatographie des Lyophilisats von Peak Vc der Fig. 6a (vgl. Fig. 6d).
I g des Lyophilisats von Peak Vc der Fig. 6a wird in 10 ml 7 M Harnstoff gelost und
auf die mit 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff dquilibrierte Saule auf-
getragen. Anschliessend wird die Saule im steigenden NaCl-Gradienten in zwei Stufen
eluiert. In der ersten Stufe wird die Siule mit 6 1 250 mM NaCl, 50 mAM Tris-HCI,
7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient:
21 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff im Mischgeféss; 21 300 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI, 7 M Harnstoff im Vorraisgefass.

ERGEBNISSE

DNA aus Heringsspermen wird chemisch zu einer Pyrimidinnucleotidmischung
abgebaut, die anschliessend an DEAE-Cellulos: sdulenchromatographisch in zwei
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Fraktionen vorgetrennt wird. Die zweite Fraktion, die mit | A NaCl von der DEAE-
Cellulose-Saule eluiert wird, enthdlt ein Gemisch langkettiger Pyrimidinnucleotide,
das nach folgendem Trennungsgang fraktioniert wird.

Zunichst wird das Lyophilisat der zweiten Fraktion an QAE-Sephadex re-
chromatographiert. In diesem Treanschritt, der bei pH 7.5 im vierstufigen NaCl-
Gradienten erfolgt, verlassen die Pyrimidinnucleotide in vier Peaks die Saule. Peak 1,
der mit 0.19 M NaCl eluiert wird, enthalt den Rest der niedermolekularen Pyrimidin-
nucleotide (ca. 229;) die bei der Vortrennung an DEAE-Cellulose nicht vollstindig
von den langkettigen Fragmenten der zweiten Fraktion abgetrennt werden. Das
Lyophilisat von Peak 1 wird daher mit den niedermolekularen Pyrimidinnucleotiden
vereinigt, die bei der Vortrennung an DEAE-Cellulose in der ersten Fraktion eluiert
werden. Eine weitere Auftrennung dieser Mischung ist nach dem bereits friiher be-
schriebenen Trennungsgang!’-® mdéglich. Peak 2, der mit 0.3 M NaCl die QAE-
Sephadex-Saule verlasst, enthalt ca. 429 der aufgetragenen Mischung. Im dritten
Peal, der mit 0.4 M NaCl eluiert wird, sind ca. 11 % des hochmolekularen Pyrimidin-
nucleotidgemisches enthalten. Mit 2 M NaCl werden im vierten Peak die restlichen
ca. 8% der Mischung eluiert. Fraktionen innerhalb der verschiedenen Peaks werden
vereinigt, durch Ultrafiltration entsalzt und anschliessend lyophilisiert. In den fol-
genden Trennschritten wird ausschliesslich das Lyophilisat von Peak 2 weiter frak-
tioniert, wihrend die Lyophilisate des dritten und vierten Peaks in der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht werden. .

Zur Isolierung definierter Pyrimidinnucleotide aus dem sehr komplex zusam-
mengesetzten Lyophilisat des zweiten Peaks nutzen wir wiederum die pH-abhingigen
Unterschiede in der Gesamtladung der Pyrimidinnucleotide. Aufgrund der Ladungs-
unterschiede, die fiir Pyrimidinnucleotide unterschiedlicher Sequenz berechnet sind?!,
verlassen im Sauren Pyrimidinnucleotide mit fiberwiegend Cytidyl- vor denen mit
iberwiegend Thymidylsdureresten einen Anionenaustauscher. Im Alkalischen da-
gegen richtet sich die Adsorption von Pyrimidinnucleotiden an einem Anionenaus-
tauscher nicht nach der Sequenz, sondern nach der Anzahl der negativ geladenen
Phosphatgruppen.

Aus diesen Grunden wird das Lyophilisat von Peak 2 zuerst bei pH 3.5 an
QAE-Sephadex sdulenchromatographisch im steigenden NaCl-Gradienten frak-
tioniert. Das Elutionsprofil dieses Trennschrittes, das in Fig. 1 abgebildet ist, weist
sechs mehr oder weniger gut voneinander getrennte Hauptpeaks auf, in denen zu-
sammen cq. 92.79 der aufgetragenen Pyrimidinnucleotidmischung eluiert werden.
Die Fraktionen von Peak I-VI werden innerhalb der senkrechten Strichelung ver-
einigt, neutralisiert, durch Ultrafiliration entsalzt und lyophilisiert. Auf diesem Weg
kann man ca. 88-98 9 der in einem Peak eluierten Pyrimidinnucleotide isolieren. Bei
der Berechnung der Ausbeute sind Unterschiede in den molaren Extinktionskoeffi-
zienten von Thymidyl- und Cytidylsdure nicht beriicksichtigt, so dass Prozentangaben
nur Richtwerte darstellen. Das Lyophilisat von Peak VI wird nicht untersucht, son-
dern mit dem Lyophilisat des dritten Peaks vereinigt, der im vorigen Trennschritt
mit 0.4 M NaCl bei pH 7.5 von der QAE-Sephadex-Siule eluiert wird. Die Ergebnisse
des zweiten Trennschritts sind in Tabelle I zusammengetasst.

Die Lyophilisate von Peak I-V der Fig. 1 werden im anschliessenden dritten
Trennschritt an QAE-Sephadex im steigenden NaCl-Gradienten bei pH 7.5 einzeln
nachgetrennt (vgl. Fig. 2-6). Bedingungen und Ergebnisse des dritten Trennschritts
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sind in Tabelle II aufgefihrt. Fraktionen, die zwischen den einzelnen Peaks und mit
1 M NaCl die Siule verlassen, werden nicht untersucht. Diese Fraktionen enthalten;

je nach der Aufisung des Elutionsprofils, bis zu.36.6 % der aufgetragenen A, -

Einheiten. Bei der Isolierung der Pyrimidinnucleotide, die in den vereinigten Peak-
fraktionen enthalten sind, gehen durchschnittlich ca. 159 einer Pyrm&muc!eot:d—
mischung verloren.

Die Lyophilisate der verschiedenen Peaks werden zunachst papxerchzomato—

graphisch untersucht und mit Hilfe von Vergleichssubstanzen charakterisiert. Alle
im Papierchromatogramm aufiretenden Flecken werden ausgeschnitten vnd eluiert. Im
Eluat der einzelnen Flecken bestimmt man spektraiphotometrisch die 4,¢-Einheiten
und errechnet daraus die prozentuale Zusammensetzung des betreffenden Pyrimidin-
nucleotidgemischs. Die Ergebnisse der papierchromatographischen Untersuchungen
sind in Tabelle Il zusammengefasst. Die Auswertung der Papierchromatogramme
ergibt, dass nach dem dritten Trennschritt alle Lyophilisate bis auf die von Peak Ia
und Ib ein oder zwei Hauptprodukte enthalten, die aber teilweise bis zu 40 % verun-
reinigt sind. Die Verunreinigungen und Nebenprodukte werden nicht untersucht. Die
vom Papier cluierten Hauptflecken werden konzentriert und in einem zweiten Lauf-
mittelsystem auf Papier rechromatographiert. Tritt hierbei im Papierchromatogramm
nur ein Fleck auf, so bezeichnet man die Substanz iiblicherweise mit “chromato-
phisch rein”. Auf einem Papierbogen (60 X 58 cm) konnen bis zu 800 A,-Einheiten
chromatographiert werden, so dass auf diesem Weg praktisch alle Komponenten eines
Lyophilisats im priparativen Massstab chromatographisch rein erhaltlich sind.

Die Struktur der isolierten Pyrimidinnucleotide bzw. die Bruttosequenz der
Sequenzisomerenmischungen werden aus R.-Werten, Absorptionsverhiltnissen und
Ergebnissen des enzymatischen Abbaus nach dem in demn vorangegangenen Ar-
beiten's—*® ausfiihrlich beschricbenen und diskutierten Weg ermittelt. Charakteri-
sierung und Identifizierung der in den Lyophilisaten als Hauptprodukte enthaltenen
Pyrimidinnucleotide, die in Tabelle IFF-V zusammengefasst sind, fihren zu folgenden
Ergebnissen.

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 2) wird das Lyophmsat von Peak L dex: ,
Fig. 1 in 5 Hauptpeaks (Ia—€) aufgetrennt, die teilweise nur unbefriedigend aufgeldst
sind, so dass in den Zwischenfraktionen ca. 28 % des Lyophilisats verloren gehen.
Peak Ia enthilt zu 68.3 % cine Mischung aus p{(dT),; p(dC, ¢T) und p{dC);, (dC);p,
die im Laufmittel B zwar einheitlich wandert, aber im Laufmittel C in drei Flecken
aufgetrennt wird. Die Dimeren der Thymidyl- und Cytidylsduren stimmen vor und
nach Phosphatasebehandlung in ihren Re-Werten und Absorpﬁonsvethiltnisscn-_mit
denen von synthetischem p(dT); und p(dC), bzw. (dT), und (dC), iibercin. Beim
Abbau mit Phosphodiesterase aus Schlangengift bildet sich aus p(dT), ausschliesslick
pdT. Das Dinucleotid der Cytidyls3ure wird dagegen zu pdC, dC und pdCp abgebaut,
so dass hier nebeneinander Dimere mit terminalen 5'- bzw. 3'-Phosphatgruppen vor-
liegen. Die Abbauprodukte werden mit kiduflichen Referenzsubstanzen identifiziert..
Die Mischung der sequenzisomeren Dinucleotide weist den Rp-Wert von synthe-
tischem pdC-dT auf und wird von Phosphodiesterase in pdC und pdT gespalten.
Beim Abbau der dephosphoryherten Verbindungen mit Phosphodiesterase treten
pdC + dC und dpT -+ dT im molaren Verhiltnis 1.00:0.88 auf.

Peak Ib enthait zu 84.6 %, eine Mischung aus p(dC}s, p{dC,, d¢T) und p(dC, d’Fz),
die im Laufmittel B zwar einheitlich wandert, aber im Laufmittel C aufgetrennt wn‘:d.
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TABELLE i1

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNG DER SAU-
LENCHROMATOGRAPHISCH GETRENNTEN PYRIMIDINNUCLEOTIDE

Papier: Schleier & Schiill Chromatographiepapier 2316.

Pyrimidin- Auftretende Re-Werte relativ zu denen von pdT Identifizierte
nucleotide aus Flecken Ohne Phosphatase- Nach Phosphatase- ﬁi:;;lgz;
Peak Fig. Nr. Peakanteil Behandlung im Laufmittel Behandlung im Laufmittel Bezeichnung
s
(o) B c B A
Ia 2 1 7.4 1.27
2 13.2 0.98
3a 0.83 1.18 1.34 p{(dQ).,(dC).p
3b 68.3 0.83 0.95 1.74 p{dC.dT)
3¢ } 0.83 0.73 2.06 pdT):
4 5.0 0.68
5 6.1 0.59
ib 2 1 2.9 1.04
2 8.0 . 0.89
3a . 0.71 1.12 0.69 p(dC);
3b 84.6 0.71 0.90 0.84 HdC,,dT)
3c } 0.71 0.70 1.07 p(dC,dT3)
4 4.5 0.51
Ic 2 1 237 0.71
"2 76.3 0.51 0.70 1.34 p(dC).p
Id 2 1 13.8 0.86
2 86.2 0.60 0.78 0.34 pdC;,dT);
(dCs,dT)p
Ie 2 1 25.0 0.60
2 75.0 0.48 0.54 0.69 p(dC)sp
Ila 3a 1 14.8 0.94
2 85.2 0.60 0.75 0.34 p{dC,,dT),
(dC;,dT)p
{Ib 3a 1 284
2 71.6 0.57 0.62 0.84 p(dC;,dT)p
ilc, 3b 1" 0.39 0.95
2 } 100 0.39 0.79
3 0.39 0.43 0.69 p(dC,,dT>)
Iic, 3b 1 1060 0.30 0.34 V.88 p(dC,,dT)p
IIfa;, 4b 1 0.53 0.66
2" 3 160 1 0.53 0.55
3 0.53 044 0.80 0.50 p(dC,,dTy)
ilia- 4b 1 100 0.40 0.48
2 0.40 0.35 1.00 p(dC.,dT)p
IIib, 4c 1 1.5 0.58
2 935 0.35 0.50
3 ) 0.35 0.36 0.68 o{dC;,dT5)
b, 4c 1" 100 0.29 0.41
2 0.29 0.24 0.78 p(dGC;,dT,)p
Iva; 5b i 13.8 0.70 )
2 } 86.2 0.47 0.54
3 0.47 0.27 1.42 p(dT):p
IVb, 53¢ 1 100 0.45 0.20 1.06 p(dC,dTy)p
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TABELLE II ( Fortsetzung)

Pyrimidin- Auftretende Rg-Werte relativ zu dener von pdT’ Idensifizierte
leotide aus Flecken - imidin-
mueteon Ohne Phosphatase- Nach Phosphatase- i’“y:;eo tide
Peak Fig. Nr. Peak-anteil Behandlung im Laufmitte! Bekandlung im Laufinittel Bezeichnung
Py ;
(%) B c B 4

IVe, 5d 1 5.8 0.45

2 94.2 0.29 0.19 0.80 - p{dC,,dT5)p
Ivd, 3e 1 6.5 G.53

2 26.8 0.33

3 66.7 0.17 0.99 0.68 p{dGCs,dT3)p
Va, 6b 1 100 0.47 0.16 1.1t p{dT)p
Vb, 6c 1 6.8 0.53

2 93.2 0.35 0.13 .87 p(dC.dT.)p
Ve, 64 1 100 0.21 0.11 0.75 p{dC;.dT)p

* Spuren.

TABELLE 1V

BERECHNETE UND BEOBACHTETE ABSORPTIONSVERHAILTNISSE DER AUS HYDRO-
LYSATEN DEPURINIERTER HERINGSSPERMEN-DNA ISOLIERTEN PYRIMIDIN-
NUCLEOTIDE )

Peak Fig. Pyrimidinnucleotide nach Absorptionsverhilinisse bei pH 7.0
‘;ﬁ;:‘,’c’},‘;,‘f,; Behandlung 250:260 280:260
Ber. Beob. Ber. Beob.

Ia 2 (dT): 0.65 0.66 0.73 0.71
Ia 2 (dC.,dT) ... 013 0.73 0.84 0.78
la 2 (dC): . 0.82 0.84 . 0.98 093
le 2 (dC). 0.82 0.84 ‘098 097
Ib 2 d0); 0.82 0383 0.98 0.95
Ie 2 (dC)s . 0.82 0.83 0.98 1.60
Ib 2 (dC,dT>) 0.70 072 0.80 0.79
ib 2 (dC:,dT) 0.756 0.76 0.88 0.85
tib 3a (dCp,dT) 0.76 0.76 0.88 0.88
Id 2 (dC,,dT) 0.78 0.78 092 0.91
fla 3a (dC;,dT) 0.78 0.79 092 0.90
1lc; 3b (dC;,dT) ) 0.78 .79 .92 0.93
Ilc, 3b (dC..dT2) 0.76 0.79 0.88 082
Ila, 4b (dC.,dT3) 0.72 0.72 0.82 0.30
i1Ia, 4b (dC,,dT,) 0.73 0.74 0.84 Q.84
I11b, 4c (dC;,dT3) 0.73 6.73 og4 = 085
b, 4c (dC;,dTy) 0.75 0.76 0.88 0.85
IVa,; 5b (dT)s 0.65 0.66 0.73 0.69
IVb, Sc (dC,4T3) 0.69 0.71 0.79 0.73
Ive, sd (dC,,dT3) 0.72 072 0.82 0.79
Ivd, Se (dC;,dT5) 0.73 - 0.75 0.84 084
Va; 6b (dT). 0.65 0.65 0.73 0.69
Vb, 6c (dC.dTy) 0.68 0.68 0.77 0.74
Ve, 6d (dC.,dTs) 0.70 0.72 0.30 0.77




198 H. SCHOTT

TABELLE V

ERGEBNISSE DER PHOSPHODIESTERASESPALTUNG VON PYRIMIDINNUCLEOTIDEN,
DIE AUS HYDROLYSATEN DEPURINIERTER HERINGSSPERMEN-DNA ISOLIERT
UND MIT PHOSPHATASE DEPHOSPHORYLIERT WURDEN

Peak Fig. Pyrimidin- Spaltprodukte Verhdlinis der Spaltprodukte
nucleotide-
Bezeichnung Erwarter Beob.
Ia 2 (dT), pdT.dT 1:1 1.060 : 1.06
Ia 2 (dC.dT) pdT,pdC.dT.dC (pdC+dQC) : (pdT+dT)

1:1 1.60 : 0.88
Ia 2 (dC). pdC,dC 1:1 1.00 : 0.89
Ic 2 dC): pdC.,dC 1:1 1.060 : 0.94
Ib 2 (dC); pdC.dC 2:1 2,11 : 1.00
ie 2 (dC); pdC.,dC 2:1 . 1.94 : 1.00
ib 2 (dC.dT») pdC,pdT.dT,dC (pdC—+dC) : (pdT +dT)

1:2 1.00 : 1.76
Ib 2 (dC..dT) pdT,pdC.,dT.dC (pdC+dC) : (pdT+-dT)

2:1 231 :1.00
Lib 3a (dC.,dT) pdT,pdC.dT.dC (pdC+dCQC) : (pdT+dT)

2:1 209:1.00
1d 2 (dC;.dT) pdT,pdC,dT.dC {(pdC+dC) : (pdT+dT)

3:1 3.05:1.00
Iia 3a (dCs.dT) pdT,pdC.dT.dC (pdC=-dC) : (pdT +dT)

3:1 3.07:1.00
ilc: 3b (dC;,dT) pdT,pdC.dT,dC (pdC+dC) : (pdT+-dT)

3:1 3.04: 1.00
Ic, 3b (dC,,dT-) pdT,pdC,dT.dC (pdC+dC) : (pdT=-dT)

2:1 2.19:1.00
Ila, 4b (dC,,dT,) pdT,pdC.,dT,dC (pdC+-dC) : (pdT+dT)

1:1 1.02 : 1.¢0
Iilp, 4c p(dCs,dTs) pdC,pdT 1:1 1.27 : 1.00
I11b, 4c (dC;,dTy) pdT,pdC,dT.dC (pdC+dC) : (pdT +dT)

1:1 1.16 : 1.00
1iib., 4c (dGC,,dT:) pdT,pdC,dT,dC (pdC-+dQC) : (pdT +dT)

15:1 1.50 : 1.00
Itla, 4b (dC,.dT53) pdT,pdC,dT,dC (pdC=-dC) : (pdT +dT)

1:15 1.00 : 1.32
1Va, 5b (dT), pdT,dT 2:1 2.15:1.00
1Vb, 5c (dC.dTs) pdT,pdC,dT.dC (pdC+dC) : (pdT-+dT)

1:3 100 :2.85
Ve, 5d (dC..dT») pdT.pdC,dT.dC (pdC+dC) : (pdT+dT)

1:15 1.00 : 1.39
1vd, S¢ (dC,;,dT5) pdT,pdC,dT,dC {(pdC-+dC) : (pdT+dT)

1:1 1.11 : 1.00
Va, 6b (dT), pdT,dT 3:1 3.03:1.00
¥b, 6¢c {dC,dTy) pdT,pdC,dT,dC (pdC+-dC) : (pdT+dT)

1:4 1.060 : 3.97
V¢, o6d (dC,,dT,) pdT.,pdC,dT,dC (pdC+dC) : (pdT+dT)

i:2 1.00 :1.80

Peak Ic enthalt zu 76.39 p(dC),p. Die gemessenen Absorptionsverhiltnisse
der Verbindungen stimmen mit den fiir p(dC),p berechneten Werten iiberein. Nach
Phosphatasebehandlung erhilt man ein einheitliches Produkt, das im Re-Wert mit
dem von synthetischem (dC), iibereinstimmt und mit Phosphodiesterase zu pdC und
dC im molaren Verhiltnis 1.00:0.94 abgebaut wird.
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Die niedermolekularen Pyrimidinnucleotide, die in Peak Ia-c eluiert werden
und ca. 36 %, des Lyophilisats von Peak I der Fig. 1 ausmachen, sind Reste aus Peak 1,
mit denen Peak 2 nach dem ersten Trennschritt an QAE-Sephadex noch verunreinigt
1st.

Peak Id enthilt zu 86.2 % eine Mischung der sequenzisomeren Tetranucleotide
p(dC;, dT); (dC;, dT)p. Die Mlschung wandert vor und nach Phosphatasebehandlung
im Papierchromatogramm als einheitlicher Fleck, dessen Absorptionsverhiltnisse mit
den fiir (dC;, dT) berechneten Werten iibereinstimmen. Nach enzymatischer Hydro-
lyse mit Phosphodiesterase findet man im Hydrolysat ausser den zu erwartenden
Hauptprodukten pdT and pdC auch Spuren von pdTp und pdCp neben unabgebauten
Ausgangsverbindungen. Das Aufireten der Nucleosiddiphosphate zeigt, dass in der
Mischung der Sequenzisomeren vor allem Nucleotide mit terminalen 5-Phosphat-
gruppen neben nur geringen Mengen an 3'-Oligonucleotiden vorhanden sind. Beim
Abbau der dephosphorylierten Tetranucleotide mit Phosphodiesterase treten dC,
pdC, pdT und dT in dem fiir (dC;, dT) zu erwartenden molaren Verhiltnis auf.

Peak Ie weist zu 75% p{(dC);p auf. Die gemessenen Absorptionsverbiltnisse
stimmen mit den fiir p(dC);p berechneten Werten sehr gut iiberein. Nach Phosphatase-
behandlung erhilt man ein einheitliches Produkt, das im Papierchromatogramm mit
synthetischem (dC); identisch ist und mit Phosphodiesterase zu pdC und dC im
molaren Verhdlinis 1.94:1.00 gespalten wird.

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 3a) des Lyophilisats von Peak II der
Fig. 1 treten drei Hauptpeaks (Ila—) auf; in denen insgesamt 63.4 9/ der aufgetragenen
Pyrimidinnucleotidmischung eluiert werden.

Peak IIa enthilt zu 85.2 % eine Mischung der sequenzisomeren Tetranucleotide
p(dC;, dT), (dC;, dT)p, die mit den Tetranucleotiden aus Peak Id der Fig. 2 identisch
sind. Die Sequenzisomeren werden beim zweiten Trennschritt (vgl. Fig. 1) vermutlich
im Abstieg von Peak I und im Anstieg von Peak II elniert.

In Peak IIb werden zu 71.6% p(dC,, dT)p gefunden. Die Absorptionsver-
haltnisse der Sequenzisomerenmischung entsprechen den fiir p(dC,, dT)p berechneten
Werten. Die dephosphorylierten Sequenzisomeren bilden im Papierchromatogramm
nur einen Fleck, dessen R.-Wert dem von synthetischem (dC),—dT entspricht. Mit
Phosphodiesterase werden die dephosphorylierten Verbindungen zu dC, dT, pdC und
pdT hydrolysiert, wobei die Summen aus dC + pdC und pdT -+ dT im molaren
Verhiltnis 2.09:1.00 auftreten. Die Trinucleotidphosphate, die im Peak Hb eluiert
werden und ca. 19.2%; des Lyophilisats von Peak II der Fig. 1 ausmachen, sind
wiederum Reste aus Peak 1 mit denen Peak 2 nach dem ersten Trennschritt an QAE-
Sephadex verunreinigi ist.

Peak Ilc weist zwei verunrelmgte Hauptprodukte auf, die an QAE-Sephadex
A-25 im steigenden NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M Harnstoff in Peak llc,
bzw. Ilc, der Fig. 3b getrennt werden.

Peak Ilc; enthilt zu fast 1009 eine Mischung der sequenzisomeren Hexa-
nucleotide p(dC,, dT,) die sich im Laufmittel B einheitlich verhalt, wahrend im Lauf-
mittel C neben dem Hauptfleck noch zwei Nebenflecke als Spuren aufireten. Die
Absorptionsverhiltnisse der Hauptflecken entsprechen den fiir (dC;, dT,) berechneten
Werten. Nach der enzymatischen Dephosphorylierung wandert die Mischung als
einheitlicher Fleck und wird mit Phosphodiesterase vollstandig zu pdC, dC, pdT und
dT abgebaut, wobei die Summen aus pdC + dC und pdT -+ dT im molaren Ver-
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haltnis 2.19:1.00 auftreten. Die geringe Zunahme des R-Wertes nach Phosphatase-
abbau zeigt, dass nur eine terminale Phosphatgruppe abgespalten wird. Die terminale
Phosphatgruppe befindet sich vor allem am 5-Ende, da die Sequenzisomeren fast
vollstindig mit Phosphodiesterase zu pdC und pdT abgebaut werden. Die nicht
- abgebauten Sequenzisomeren tragen vermutlich terminale 3'-Phosphatgruppen, die
den Angriff der Phosphodiesterase verhindern.

Peak Ilc, weist eine chromatographisch reine Mischung der sequenzisomeren
Tetranucleotide p(dC;, dT)p auf. Nach Phosphatasebehandlung erhilt man ein ein-
heitlich wanderndes Produkt, das in den Absorptionsverhiltnissen sowie enzyma-
tischen Abbauprodukten den zu erwartenden Werten entspricht und im Rg-Wert mit
den dephosphorylierten sequenzisomeren Tetranucleotiden (dC;, dT) aus Peak Id
identisch ist. Nach Phosphatasebehandlung steigt der R-Wert der Sequenzisomeren
von 0.30 auf 0.88, so dass die Verbindungen bei der Dephosphorylierung vermutlich
zwei terminale Phosphatgruppen verlieren.

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 4a) des Lyophilisats von Peak III der
Fig. I werden in Peak I11a und Iiib jeweils zwei Hauptprodukte eluiert, die zusammen
68 9/ der aufgetragenen A4,-Einheiten ausmachen. Die Pyrimidinnucleotide von Peak
ilfa und HIb werden anschiiessend an QAE-Sephadex unter Zusatz von 7 M Harmn-
stoff im NaCl-Gradienten nachgetrennt. Hierbei werden die beiden Hauptprodukte
aus Peak Illa, wie Fig. 4b zeigt, in Peak Illa; und Illa, getrennt. Die Rechromato-
graphie von Peak IlIb, die in Fig. 4c abgebildet ist, fithrt nur teilweise zur Auf-
trennung der beiden Hauptprodukte, die in Peak IIIb, und IIlb, die Siule verlassen.

Peak Illa, enthilt zu fast 100 %] p(dC,, dT;). Die Mischung der sequenzisomeren

-Pentanucleotide wandert im Laufmittelsystem B einheitlich, wihrend im Laufmittel C
ausser dem Hauptfleck noch zwei Nebenflecken gefunden werden, die als Spuren auf-
treten. Die gemessenen Absorptionsverhaltnisse des Hauptflecken entsprechen den
zu erwartenden Werten. Nach dem Abbau mit Phosphatase steigt der R~Wert der
Mischung von 0.53 nur auf 0.80, so dass die Sequenzisomeren vermutlich nur eine
terminale Phosphatgruppe aufweisen. Die Phosphatgruppe sitzt vor allem am 5’-Ende,
da iiber 809/ der Sequenzisomeren mit Phosphodiesterase in pdC und pdT gespalten
werden. Die nicht spaltbaren Produkte sind vermutlich am 3’-Ende phosphoryliert.
Die dephosphorylierten Sequenzisomeren werden mit Phosphodiesterase zu pdC, dC,
dT uad pdT abgebaut, wobei die Summen aus pdC 4 dC und pdT + dT im molaren
Verhiltnis 1.00:1.32 auftreten.

Peak IIla, weist zu fast 1009 p(dC,, dT,)p auf. Die Mischung der sequenz-
isomeren Tetranucleotide wandert im Laufmittel B einheitlich, wahrend im Lauf-
mitte] C neben dem Hauptfleck ein als Spur auftretender Nebenfleck gefunden wird.
Die gemessenen Absorptionsverhiltnisse stimmen sehr gut mit den berechneten
Werten liberein. Bei Behandlung mit Phosphatase verlieren die Sequenzisomeren ver-
mutlich zwei terminale Phosphatgruppen, da der R-Wert von 0.40 auf 1.00 ansteigt.
Die dephosphorylierten Tetranucleotide bilden im Papierchromatogramm einen
Fleck und werden von Phosphodiesterase zu pdC, dC, pdT und dT gespalten. Das
molare Verhaltnis der Abbauprodukte spricht eindeutig fiir (dC,, dT,).

Peak 1llb; enthalt zu 92.397 p(dC;, dT,). Die Verunreinigungen lassen sich
papierchromatographisch im Laufmittel B und C vollstindig entfernen, so dass die
Mischung der sequenzisomeren Hexanucleotide auf diesem Weg chromatographisch
rein erhalten wird. Die Absorptionsverhiltnisse der chromatographisch reinen
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Mischung entsprechen sehr gut den berechneten Werten. Nach Phosphatasebehand-
lung erhalt man wiederum einen einheitlich wandernden Fleck, der mit Phospho-
diesterase zu pdC, dC, pdT und dT abgebaut wird. Das molare Verhiltnis der Spalt-
produkte spricht eindeutig fiir (dC;, dT;). Die Mischung der sequenzisomeren Hexa-
nucleotide wird mit Phosphodiesterase vollstindig in pdC und pdT gespalten, wobei
die Spaltprodukte im molaren Verhalinis 1.27:1.00 auftreten.

Peak IIIb, weist eine chromatographisch reine Mischung der Sequenzisomeren
p(dC;, dT,)p auf. Eine Verunreinigung tritt neben dem Hauptfleck im Laufmittel C
als Spur auf. Die Absorptionsverhiltnisse stimmen mit den fiir p(dC;, dT,)p berech-
neten Werten sehr gut iiberein. Nach der Behandlung mit Phosphatase steigt der
R-Wert von 0.29 auf 0.78, so dass hierbei sicherlich zwei terminale Phosphatgruppen
abgespalten werden. Die dephosphorylierten Pentanucleotide wandern einheitlich
und werden mit Phosphodiesterase zu pdC, dC, pdT und dT abgebaut. Das molare
Verhéltnis der Spaltprodukie spricht eindeutig fiir (dCs, dT,).

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 5a) werden 779 des Lyophilisats von
Peak IV der Fig. 1 in den vier deutlich voneinander getrennten Peaks IVa-d eluiert.
Die vier Peaks enthalten jeweils ein Hauptprodukt, das aber mehr oder weniger stark
verunreinigt ist. Die Lyophilisate von Peak IVa-d werden daher an QAE-Sephadex
unter Zusatz von 7 M Harnstoff im NaCl-Gradienten nachgetrennt.

Peak IVa,, der bei der Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IVa
(vgl. Fig. 5b) als Hauptprodukt erhalien wird, enthilt zu 86.2% p(d1);p. Die Ver-
unreinigungen werden papierchromatographisch im Laufmittel B und C vollstandig
entfernt. Das chromatographisch reine Produkt wandert nach Phosphaiasebehand-
lung im Papierchromatogramm einheitlich und ist in den Absorptionsverhiltnissen,
im Rg-Wert und beim enzymatischen Abbau mit Phosphodiesterase mit synthetischem
(dT), identisch.

Peak IVb,, der bei der Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IVb
(vgl. Fig. 5c) als Hauptprodukt aufiritt, besteht zu 1009, aus p(dC, dT,)p. Die ge-
messenen Absorptionsverhiltnisse der sequenzisomeren Tetranucleotide entsprechen
den berechneten Werten. Die dephosphorylierten Sequenzisomeren werden von
Phosphodiesterase volistindig zu pdC, dC, pdT und dT abgebaut. Das molare Ver-
haltnis der Spaltprodukte entspricht den fir (dC, dT;) zu erwartenden Werten.

Bei der Reciromatographie des Lyophilisats von Peak IVc (vgl. Fig. 5d) wer-
den im Hauptpeak IVc, 94.29% p(dC,, dT;)p eluiert. Die Verunreinigungen werden
papierchromatographisch im Laufmittel B entfernt. Die chromatographisch reine
Mischung der sequenzisomeren Pentanucleotide wird mit Phosphatase vollstindig
abgebaut. Die Absorptionsverhiltnisse der dephosphorylierten Sequenzisomeren ent-
sprechen sehr gut den fiir (dC,, dT;) berechneten Werten. Beim Abbau der dephos-
phorylierten Pentanucleotide mit Phosphodiesterase treten pdC + dC und pdT <+ dT
im molaren Verhilinis 1.00:1.39 auf. -

Bei der Nachtrennung des Lyophilisats von Peak IVd (vgl. Fig. 5¢) erhilt man
finf kleine Peaks und den Hauptpeak IVd,, der zu 66.7 %, p(dCs, dT3)p enthdlt. Die
Nebenprodukte des Hauptpeaks werden papierchromatographisch im Laufmittel B
entfernt. Die gemessenen Absorptionsverhiltnisse der chromatographisch reinen
Mischung der sequenzisomeren Hexanucleotide stimmen sehr gut mit den berechneten
Werten iberein. Nach Phosphataseabbau wandert die Mischung im Papierchro- -
matogramm als ein Fleck und wird mit Phosphodiesterase vollstandig in pdC, dC,
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pdT und dT gespalten. Die molaren Verhiltnisse, in denen die Abbauprodukte ge-
bildet werden, sprechen eindeutig fiir (dC;, dTs).

Das Lyophilisat von Peak V der Fig. 1 wird bei der Rechromatographie (vgl.
Fig. €a) zu ca. 82.39, in Peak Va-c eluiert. Peak Va—c enthalten zwar jeweils nur ein
Hauptprodukt, das aber teilweise verunreinigt ist. Aus diesem Grund werden die
Lyophilisate von Peak Va-c an QAE-Sephadex unter Zusatz von 7 &f Harnstoff im
NaCl-Gradienten nachgetrennt (vgi. Fig. 6b—d).

Peak Va,, der bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 6b) des Lyophilisats von
Peak Va als Hauptpeak auftritt, enthalt chromatographisch reines p(dT).p. Die Ver-
bindung ist nach Phosphatasebehandlung mit synthetischem (dT), identisch.

Peak Vb,, der bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 6¢c) des Lyophilisats von
Peak Vb als Hauptprodukt auftritt, enthilt zu 93.2%, p(dT,, dC)p. Die Verunreini-
gungen werden papierchromatographisch im Laufmittel B entfernt. Nach Phos-
phatasebehandlung wandert die Mischung der sequenzisomeren Pentanucleotide ein-
heitlich, entspricht in den Absorptionsverhiltnisse den fiir (dT,, dC) berechneten
Werten und wird mit Phosphodiesterase vollstindig zu pdC, dC, pdT und dT abge-
baut. Das molare Verhiltnis, in dem die Spaltprodukte auftreten, spricht eindeutig
fiir (dT,, dC).

Peak Vc ,.der bei der Nachtrennung (vgl. Fig. 6d) des Lyophilisats von Peak Ve
als Hauptpeak aufiritt, enthalt chromatographisch reines p(dT,, dC,)p. Die Mischung -
der sequenzisomeren Hexanucleotide bildet nach Phosphatasebehandlung nur einen
Fleck, dessen Absorptionsverhiltnisse den fiir (dC., dT,) berechneten Werten ent-
sprechen und der mit Phosphodiesterase vollstindig in pdC, dC, dT und pdT ge-
-spalten wird. Das molare Verhiltnis, in dem die Spaltprodukte auftreten, entspricht
dem fiir (dC,, dT,) zu erwartenden Wert.

DISKUSSION

Natiirlich vorkommende DNA weist im Molekiilverband vor allem kurze und
nur wenige lange Pyrimidinnucleotidsequenzen auf. Daher treten im Partialhvdrolysat
einer depurinierter DNA vorallem Pyrimidinnucleotide mit 1-4 Monomereinheiten
auf, wahrend lingere Fragmente nur in geringen Mengen vorhanden sind. Zur pra-
parativen Isolierung der, in unterschiedlichen Mengen auftretenden DNA-Fragmente
ist es daher zweckmassig, die Auftrennung des Partialhydrolysats nicht in einem ein-
zigen Trennschritt, sondern in mehreren nacheinanderfolgenden Schritten durchzu-
fiihren. Mit Hilfe eines Trennungsgangs kénnen dann Nebenprodukte aus dem
Hydrolysat isoliert werden, die in analytischen Trennungen, in denen das gesamte
Hydrolysat in einem Schritt fraktioniert wird, nicht zugénglich sind. So erhalten wir
bei der prdparativen Auftrennung des Partialhydrolysats nach dem von uns ent-
wickelten Trennungsgang bspw. Oligonucleotide mit nur einer terminalen Phosphat-
gruppe, die bei analytischen Trennungen nicht beschrieben sind.

Die zahlreichen Nebenpeaks, die bei einer priparativen Fraktionierung des
Partialhydrolysats auftreten, zeigen ausserdem, dass beim chemischen Abbau einer
depurinierten DNA eine Vielzahl von Spaltprodukten gebildet werden, die bei ana-
lytischen Trennungen nicht in Erscheinung treten. Aufgrund unserer Trennergebnisse
nehmen wir an, dass der chemische Abbaumechanismus?:3-1%22-23, der aus den Er-
gebnissen der analytischen Trennungen abgeleitet ist, nur teilweise zutrifft.
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Ein wesentlicher Bestandteil unseres Trennungsgangs bildet die Ultrafiltration.
Dieses Verfahren ermdglicht eine schuelle und einfache Entsalzung der, nach jedem
saulenchromatographischen Trennschritt anfallenden Fraktionen. Ausserdem eignet
sich die Ultrafiitration zur Abtrennung niedermolekulaser Fragmente. Bspw. werden
durch Ultrafiltration des Partialhydrolysats an einer UM 10 Membran Fragmente
mit vier und mehr Monomereinheiten zu ca. 809, zuriickgehalten, wahrend alle
kurzen Pyrimidinnucleotide die Membran passieren. Auf diesem Weg lassen sich die
im Partialhydrolysat als Spuren aufiretenden langkettigen DNA-Fragmente sehr ein-
fach im Retentat anreichern, wobei der Uberschuss an kurzen Fragmenten aus dem
Hydrolysat entfernt wird.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Partialhydrolysat einer depurinierten
Heringsspermen DNA zu 909/ Pyrimidinnucleotide mit 1-6 Monomereinheiten aber

TABELLE VI

PYRIMIDINNUCLEOTIDE UND MISCHUNGEN VON SEQUENZISOMEREN, DIE IM
PRAPARATIVEN MASSSTABR AUS HYDROLYSATEN DEPURINIERTER HERINGS-
SPERMEN-DNA ISOLIERT WERDEN

Pyrimidinnucleotide Mischungen von Sequenzisomerer

pdCp p(dC.dT) p(dC,dT)p
pdTp p(dC,dT:) p(dC,dTy)p
p(dC), p(dU,dT>), (dU,dT,)p
p(dT), p(dC,,dT) p(dC,,dT)p
p(dT).p p(dC;,dT), (dC,,dT)p p(dC.,dT)p
p(dC).p p(dC,.dT:) p(dC..dT-)p
“p(dC); p(dC,dT») p(dC,dT;5)p
p(dT); p(dC:,dT3) p(dC..dTs)p
p(dC)sp {dC;,dT2)p
p{dT)p p(dC,dT )p
p(dDep- p(dC,,dT,)
p(dCs,dTs) p(dG;,dTs)p
«  pdC,dT)p

dCdT

dTdC
dC-dC-dT
dCdT-dC
dT-dC-dC
dT-dTdC
dCdTdT
dT-dC-dT
dCdCdCdT
dT-dC-dC-dC
dCdTdC-dC
dCdCdT-dC
dT-dT-dC-dC
dT-dC—dT-dC
dT-dCdCdT
dCdT-dCdT
dC~dC-dT-dT
dCdT-dT-dC
dT-dT-dT-dC
dT-dT-dC-dT
AT-dC-dT-dT
4CdT-dT-dT
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hachstens 109, langere Fragmente enthilt. Alle bisher isolierten Pyrimidinnucleotide
sind aus dem -Partialhydrolysat weitaus einfacher als durch chemische Synthese zu-
ganglich und in Tabelle VI zusammengefasst. Bemerkenswert erscheint uns, dass wir
im Partialhydrolysat der Heringsspermen-DNA Homologe der Cytidylsdure mit
hdchstens 3 Monomereinheiten finden. Dieser Befund 13sst sich damit erklaren, dass
DNA aus Heringsspermen moglicherweise nur wenige oder keine Sequenzen mit vier
und mehr aufeinanderfolgenden Cytidylsdureeinheiten aufweist. Eine andere Er-
klarung wire, dass einige der Cytidylsdurereste in kduflicher DNA desaminiert sind>®
oder beim Abbau in Uridylsaurereste iiberfiihrt werden?. Da wir bei der Aufirennung
des Partialhydrolysats bisher nur ein Fragment mit einem Uridylsaurerest finden, ver-
muten wir, dass die desaminierten Pyrimidinnucleotide in den zahlreichen Nebenpeaks
eluiert werden, die wir nicht uatersuchen. '

Die isolierten Pyrimidinnucleotide erfiillen die Kriterien, nach denen Reinheit
_und Sequenz synthetischer Oligonucleotide iiblicherweise iitberpriift werden. Einige
der Homologen der Cytidyl- und Thymidylsdure iibertreffen entsprechende synthe-
tische Produkte an Reinheit. Dies ist unter anderem darauf zurtickzuftihren, dass bei
der chemischen Synthese bspw. Pyrophosphatderivate und zyklische Verbindungen
gebildet werden, die schwierig zu entfernen sind. Diese Verbindungen treten aber im
Partialhydrolysat einer DNA nicht auf. Reinheit und Struktur der isolierten Oligo-
nucleotide werden zusatzlich mit Hilfe der sehr empfindlichen Hochdruckchro-
matographie an Ionenaustauschern iiberpriift und eindeutig bestitigt.

Durch chemischen Partialabbau einer DNA sind bisher nur Purinoligonucleo-
tid-, Pyrimidinoligonucleotid- und Oligoadenylsauregemische im prapatativen Mass-
stab erhililich, so dass bislang nur eine bedingte Zahl von definierten DNA-Frag-
menten auf diesem Weg zuganglich ist. Sicherlich lisst sich der chemische Abbau
auch so ienken, dass DNA-Fragmente mit Purin-Pyrimidinnucleotideinheiten selektiv
aus dem Molekiilverband freigesetzt werden. Aus diesen Oligonucieotidgemischen
wird man vermutlich nach einem modifizierten Trennungsgang weitere definierte
Fragmente im priparativen Massstab isolieren kdnnen. Zur Zeit priifen wir diese
Maéglichkeiten. Hierbei dienen uns die Mischungen der sequenzisomeren Pyrimidin-
nucleotide als niitzliche Modeliverbindungen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Pyrimidinnucleotide p(dC);p, p(dT)sp, p(dT)sp sowie die Mischungen der
Sequenzisomeren p(dC;, dT), (dCs;, dT)p; p(dCs, dT)p; p(dC,, dT.)p; p(dC, dT3)p:
p(eG;, dTy)p; p(dC,, dT3); pldC,, dT3)p; p(dC, dT,)p; p(dC,, dTy); p(dGs, dT):
p(dC;, dT3)p und p(dC,, dT,)p werden aus Hydrolysaten depurinierter Herings-
spermen-DNA im priparativen Massstab chromatographisch isoliert. Das DNA-
Hydrolysat wird zunachst bei pH 7.5 an DEAE-Cellulose siulenchromatographisch
in nieder- und hochmolekulare Pyrimidinnucleotide vorgetrennt. Die hochmoleku-
lare Pyrimidinnucleotidmischung wird bei der anschliessenden Fraktionierung an
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QAE-Sephadex bei pH 7.5 in 4 Peaks eluiert. Die Pyrimidinnucleotide werden aus
Peak 2 zur weiteren Auftrennung zunichst an QAE-Sephadex bei pH 3.5 nachge-
trepnt. Hierbei werden Pyrimidinnucleotide mit iiberwiegend Cytidyl- von denen mit
liberwiegend ThymidylsZurebausteinen getrennt, die anschliessend bei pH 7.5 an
QAE-Sephadex nach der Anzahi ihrer Phosphatladungen eluiert und inm 70-937(..
Reinheit erhalten werden. Abschiiessend werden die Pynmidinnucleotxde -und
Mischungen der Sequenzisomeren nochmals bei pH 7.5 an QAE-Sephadex unter
Zusatz von 7 M Harnstoff chromatographiert und grosstenteils in chromatographisch
reiner Form erhalten. Verunreinigungen, die sZulenchromatographisch nicht entfernt
werden kdnnen, werden im Papierchromatogramm abgetrennt. Die Sequenz der iso-
lierten DNA-Fragmente und die Zusammensetzung der Sequenzisomerengemische
wird aus chromatographischen Daten, Absorptionsverhiltnissen und durch enzy-
matischen Abbau ermittelt.
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