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SUMMARY 

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

2%~ pyrimidine nucleotides p(dCJjp, p(dT)3p and p(dT),p and mixtures of the 
sequence isomers p(dC:, dT), (dC,, dT)p; p(dC3, dT)p; p(dCz, dT,)p; p(dC, dT,)p; 
p(dC3, dTz)p; p(dCz, dT,); p(dCz, dT;)p; p(dC, dT,)p; p(dC,, dT3; p(dC3, dT,); 
p(dC3, dT,)p and p(dCz, dT,)p have been isolated on a preparative scale from 
hydrolysates of depurinated herring sperm DNA. The DNA hyclrolysate is first sepa- 
rated into a high- and a low-molecular-weight pyrimidine nucleotide mixture by 
column chromatography at pH 7.5 on DEAE-celluldse. 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 7; purity. In a final separation step, the pyrimidine nucleotides and 
mixtures of sequence isomers are once again chromatographed on QAE-Sephadex 
with 7 &f urea at pH 7.5. The products thus obtained are generally chromatographi- 
tally 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 scheitem bisher meistens. daran, C&S 
die benotigten Oligonucleotide nur in sehr schwierigen chemischen Synthesen zu- 
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g&nglich sind. Obwohl man bei einigen Oligonucleotiden und Nucleotidderivaten eine 
Adjuvantien-Wirkung gefunden hat’, w5re eine medizinische Therapie mit definierten 
Oligonuclectiden beim derzeitigen Stand der chemischen Oligonucleotidsynthese 
unrealistisch, da die Darstellung der hierzu beniitigten Mengen zu aufwendig ist. 

Eine einfache Alternative zur chemischen Synthese von Oligonucleotiden 
sehen wir in der prsparativen Isolierung definierter DNA-Fragmente aus Partial- 
hydrolysaten natiirlich vorkommender, Ieicht zugsnglicher DNA. Dieses Monzept 
erscheint uns such daher besonders attraktiv, da bei zahlreichen biotechnischen Pro- 
zessen DNA in ausreichenden Mengen anfgllt, fiir die zur Zeit noch keine Verwendung 
besteht. 

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

(a) Auf tielchem Weg kann DNA im prgparativen Massstab zu definierten 
Oligonucleotiden abgebaut werden. 

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

Als Ausgangsmaterial fir unsere Untersuchungen verwenden wir DNA aus 
Heringsspermen, die im Handel preis&nstig erhglt!ich ist. Fiir den Partialabbau der 
DNA zu Oligonucleotidgemischen bieten sich verschiedene chemische Hydrolyse- 
verf%ren an, die aber nur im analytischen Massstab konzipiert sind, da sie zur 
DNA-S&uenzierung entwickelt wurden’- Is. Einige dieser Verfahren lassen sich nach 
entsprechenden Modifikationen im prgparativen Massstab durchftihren, so dass man 
in einem Ansatz ca. lOO--200 g DNA entweder zu Purinoligonucleotid16, oder Pyri- 
midinoligonucleotidL7~1s, oder zu OligoadenylsBuregemischen abbauen kann16. 

Aus verschiedenen Griinden haben wir zungchst mit der prgparativen Auf- 
trennung der Oligoadenyls3ure- und Oligopyrimidinnucleotidgemische begonnen. 
Die Isolierung definierter Oligomere der Desoxyadenyls%ure aus dem Partialhydro- 
Iysat der oxydierten Heringsspermen-DNA ist weitgehend abgeschiossenX6, wghrend 
die Pyrimidinnucleotidmischung zu etwa 60 % aufgetrennt ist17,‘a. 

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 lsngeren Pyrimidinnucleotide ist es daher zweckmissig, zunlchst 
die niedermolekularen FraLaente weitgehend von den hochmolekularen Pyrimidin- 
nucleotiden abzutrennen. Hierzu wird das PartiaIhydrolysat an DEAE-Cellulose 
s%_xlenchromatographisch in nvei Fraktionen vorgetrennt. Die erste Fraktion, die 
mit 0.1 &f NaCI, 0.05 M Tris-HCI @H 7.5) eluiert wird, enthat Pyrimidinnucleotide 
mit l-4 Monomereinheiten. Aus dieser Fraktion, in der ca. 60% des aufgetragenen 
Partialhydrolysats die SBule verlassen, sind folgende Pyrimidinnucleotide definierter 
Sequenz und Mischungen von Sequenzisomeren in chromatographisch reiner Form 
zug5nglich17~18 : pdcp; pdTp; p(dCL; p(dT)z; p(dQp; pW)zp; p(dC),; pWh i 
p(dC d-Q; p(dC, d-VP; p(dC, dT,); p(dC dT,)p; p(dC,, d-Q; p(dC,, dT)p; p(dT,, 
dU), CdT,, Wp; p(G, dTJ; PC=, dT,)- 

Ausserdem gelingt es mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie an 
Ionenaustauschemlge’O bisher folgende Mischungen der Sequenzisomeren, deren 
tern&ale Phosphatgruppen enzymatisch entfemt wurden, in ihre Komponenten zu 
trennen: (dC, OT); (dCz, d-T); (dT,, dC); (dC,, dT); (dCz, dT,); (dC, dT,). Auf diesem 
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Weg ist es erstmals miiglich, definierte Pyrimidinnucleotide unterschiedlicher Sequenz 
selektiv aus dem Partialhydrolysat einer DNA im praparativen Massstab zu isolieren. 

Die restlichen 40 % des Partialhydrolysats verlassen die DEAE-Cellulose-Saule 
in der zweiten Fraktion, die mit 1 M NaCl eluiert wird. Im folgenden wird ein 
Treonungsgang beschrieben, nach dem aus dieser Fraktion sowohl definierte 
Mischungen von Sequenzisomeren als such Pyrimidinnucleotide definierter Sequenz 
mit bis zu 6 Monomereinheiten im prgparativen Massstab chromatographisch 
rein zuganglich sind. 

EXPERIMENTELLES 

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

A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden); Membranen (Amicon, Lexin@on, Mass., 
U.S.A.); Chromatographiepapier 2316 (Schleicher & Schiill, Dassel, B.R.D.); En- 
zyme: Alkalische Phosphatase, Orthophosphorsaure-Monoester-Phosphohydrolase 
(alkalisches Optimum) (EC 3.1.3.1); Phosphodiesterase I, Oligonucleat-5-Nucleotido- 
hydrolase (EC 3.1.4. l), (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)j, (dT)4, (dC)t, (dC)2-dT wurden 
in unserem Labor synthetisiert. 

(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 Liisung mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. 

(b) 1 M Tris-HCl-Puffer, pH 7.5: 121 g (1 mol) a,a,a-Tris-(hydroxymethyl)- 
methylamin (Tris) werden in 900 ml Wasser gel&t. Die Liisung wird mit CQ. 50 ml 
konz. HCl aufpH 7.5 eingestellt und dann mit Wasser auf 1 1 aufgefullt. 

Laufmittelsysteme 
(A) Ethanol-l M N&AC (pH 7.5) (7:3, v/v); (B) 1-Propanol-konz. NH,OH- 

Hz0 (55:10:35, v/v/v); (C) iso-ButtersHure-konz_ NH,OH-Wasser (66 1:33, v/v/v). 

%deitchromatographische Fraktionierung hochmolekuiarer P~?r~l~iininnucleotide an 
QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5 

Im folgenden wird die weitere Auftrennung der Mischung der langkettigen 
Pyrimidinnucleotide beschrieben, die bei der ersten Vortrennung des Partialhydro- 
lysats die DEAE-Cellulose-Sble in der zweiten Fraktion mit 1 M NaCl verhlsst”. 

30 g des Lyophilisats der zweiten Fraktion werden in 200 ml Wasser gel&t 
und auf eine mit 150 mAf NaCl, 50 mM Tris-HCl (PH 7.5) gquilibrierte QAE- 
Sephadex A-2%Saule aufgetragen. Die SBulenfullung betragt 60 cm x 5 cm. Nach 
dem Auftragen der Losung wird die Saule im steigenden NaCl-Gradienten, der mit 
50 mM Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert ist, in vier Stufen bei Raumtemperatur eluiert. 
Die Elutionsgeschwindigkeit wird mit Hilfe einer Schlauchpumpe auf CQ. 800 ml/h 
eingestellt. In der ersten Stufe wird die Sgule mit 18 1 190 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 
in der zweiten Stufe mit 20 1 300 mM NaCl, 50 m&f T&s-HCl eluiert.-in der dritten 
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Stufe setzt man die Elution mit 10 1400 mM NaCl, 50 mM Tris-MCI fort, die in der 
vierten Stufe mit 3 12 M NaCl heendet wird. Die Liisungen der Pyrimidinnucleotide, 
die mit 0.19, 0.3, 0.4 und 2 M NaCl die Saule verlassen, werden am Rotationsver- 
dampfer soweit konzentriert,.bis Salz ausfgllt. Die Konzentrate werden durch Ultra- 
filtration an einer UM 10 Membran bei CQ. 500-600 Pa (4-5 atii) entsalzt und an- 
schliessend lyophilisiert. Von 1 SO g des hochmolekularen Pyrimidinnucleotid- 
gemisches, die auf diesem 7Neg in 6 Lgufen 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. ~yrinridinnuc~eotide elaiert bei 
_NaCl-Konz. (M) 

Isolierte Mengen 

(Ld (P/o) 

1 0.19 39.7 22.1 
2 0.30 75.0 41.7 
3 0.40 20.0 11.1 
4 2.00 13.9 7.7 

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

S&lencJtromatograpJ~ische Fraktiortierung des aus der Fraktionierung hochmoiekularer 
PJrimidinnucJeotide erllaltenen Lyophiiisats van Peak 2 an QAE-Sephadex A-25 bei 
pfi 3.5 (vgl. Fig. I) 

15 g (ca. 274000 Aza- Einheiten) des Lyophilisats von Peak 2 werden in 100 ml 
Wasser geliist und auf eine mit 130 mM -NaCl, 50 mM NaAc (pH 3.5) ilquilibrierte 
QAE-Sephadex A-25-Saule aufgetragen. Die Saulenf(illung betr@t 60 cm x 5 cm. 
Nach dem Auftragen der Losung wird die SHule im steigenden NaCl-Gradienten, der 
mit 50 mM 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 folsenden Trennungen werden Fraktionen 
zu cc. 20 ml gesammelt. Die Absorption jeder zehnten Fraktion wird spektralphoto- 
metrisch bei 260 nm gemessen und graph&h gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. 
wobei die in Fig. l-6 abgebildeten Elutionsprofile erhalten werden. In der ersten Stufe 
wird die SBule mit 8 1 130 mM NaCI, 50 mM NaAc eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein 
linear steigender NaCl-Gradient: 5 I 130 mM NaCl, 50 mM NaAc im Mischgefassr 
5 1200 mM NaCl, 50 m&1 NaAc im Vorratsgeefass. In der dritten Stufe wird die S&.rle 
mit 3 1 200 mM NaCl, 50 mM NaAc eluiert. In der vierten Stufe folgt der zweite 
linear steigende NaCl-Gradient: 4 1 200 rnM NaCI, 50 rnM NaAc im Mischgefgss; 
4 1 300 m&f NaCl, 50 rnl%f NaAc im Vorratsgefass. In der filnften Stufe wird die 
SZule mit 4 1 300 rnlM NaCl, 50 mM NaAc eluiert. En der sechsten und letzten Stufe 
wird die Sgule mit ca_ 1 1 1 1Cf NaCl eluiert. Die Fraktionen von Peak I-VI werden 
innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt, mit NaOH neutralisiert und am 
Rotationsverdampfer soweit konzentriert, bis Salz ausfallt. Die durch Ultrafiltration 
entsalzten Liisungen werden wie unter SrTulenchromarographische Fraktionierung hoclz- 
moiekularer Pyrimidinnucleotide an QAE-Sephades A-25 bei pH 7.5 beschrieben auf- 
gearbeitet. Nach der Ultrafiltration und Gefriertrocknung werden die Lyophilisate 
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ElutionsvolJll - 

Fig. 1. Elutionsprofil der &uienchromatographischen Fraktionierung von 15 g (CQ. 274,OQO Azso- 
Einheiten) eines Pyrimidinnucleotidgemisches aus Hydrolysaten depurinierter Heringsspersnen- 
DNA an QAE-Sephadex A-25 bei pH 3.5. Experimentelle Einzeiheiten s. Beschreibung der Versuche 
und Tabelle I. Die Fraktionen von Peak I-VI werden innerhalb der senkrechten Strichelung ver- 
einigt, entsaIzt und lyophilisiert. Die Lyophilisate von Peak I-V werden einzeln rechromatographiert 
(vgl. Fig. 2-6). 

von Peak I-VI in den in Tabelle I aufgefuhrten Mengen erhalten. In funf Elufen 
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-SZmle im steigenden N&l-Gradienten 
hei Raumtemperatur rechromatographiert. Die SIulenfClIung betr@S 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 SaulencCiromatograplrische Fraktionierung hochmolekuhrer Pyri- 
rnidinnucleotide an QAE-Sephadex A-25 bei phi 7.5 beschrieben aufgearbeitet. Die 
Trennergebnisse sind in Tabelie II zusammengefasst. Die Rechromatographie der 
einzelnen Lyophilisate wird wie folgt durchgefuhrt. 
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Fig. 2. Elutionsprofil der sMenchromatographischen Nachtrennung der Pyrimidirmucleotide aus 
Peak I der Fig. 1 an QAJXephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelle Einzeiheiten s. Beschreibung 
der Versuche und Tabelie Ii. Die Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung werden vereinigt, 
entsalzt und lyophilisiert. Die Charakterisierung der Pyrimidinnucleotide, die in Peak Ia-e eluiert 
werden, ist in TabeIie III-V aufgefiihrt. 

Rechromatographie des Lyophilisats roa Peak I der Fig. I (vg!. Fig. 2). 1.5 g des 
Lyophilisats von Peak I der Fig. 1 werden in 10 ml Wasser gelost und auf die mit 
200 m&f NaCl, 50 rnhi Tris-HCl aquilibrierte SZiule aufgetragen. Anschliessend wird 
die Siiule im steigenden NaCl-Gradienten in drei Stufen eluiert. In der ersten Stufe 
wird die Saule mit 5 1 200 mAf NaCI, 50 m&f Tris-HCl eluiert. In der zweiten Stufe 
folgt ein linear steigender NaCl-Gradient: 5 1 204) mA4 NaCI, 50 mA# Tric-HCl im 
Mischgefass; 5 1 300 m&f NaCl, 50 mAf Tris-HCl im Vorratsgef&s. In der dritten 
Stufe wird die SBule mit ca. 1 1 1 M NaCl eluiert. 

Rechromatographie des Lyophilisats van Peak II der Fig. 1 (vgl. Fig. 3a). 2.5 g 

des Lyophilisats von Peak II der Fig. 1 werden in 20 ml Wasser gel&t und auf die 
mit 200 mA4 NaCl, 50 rnfif Tris-HCl Ziquilibrierte Stiule aufgetragen. Anschliessend 
wird die Saule im steigenden NaCl-Gradienten in vier Stufen eluiert. In der ersten 
Stufe wird die Saule mit 5 1 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl eluiert. Ln der zweiten 
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Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient: 5 1200 mM NaCI, 58 mM Tris-HCt 
im MiischgeEss; 5 1 250 mM‘ NaCl, 50 mM Tris-HCE im Vorratsgef%s. Nach dem 
Gradienten eluicrt man die Sgule in der dritten Stufe mit 1 1 250 mM NaCl, 50 mM 

Elutionsvol.[ II - 

0 2 4 6 8 10 0 2 L 6 8 

20 

Ehtionsvol. 1 I ] L 

Fig. 4(a). Elutionsprofil der s&lenchromatographischen Nachtrennung der PyrimidinnucIeotide aus 
Peak III der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 75 Experimentelle Einzelheiten s. Peschreibung 
der Versuche und Tabelle II. Die Fraktionen von Peak IHa, b werden innerhalb der senkrechten 
Strichelung vereinigt, ems&t und lyophilisiert. (b) Elutionsprofil der tiulenchromatographischen 
Nachtrennung des Lyophilisats von Peak IIIa. (c) von Peak IIIb der Fig. 4a an QAE-Sephades A-25 
bei pH 7.5 im NaCi-Gradienten unter Zwatz von 7 MHarnstoff. Die Charakterisierung der Pyrimidin- 
nucteotide, die in Peak IIIa, b, a,, a2, bl und bz eluiert werden, ist in TaheIIe III-V aufgefiihrt. 



Tris-HCl. h der Vierten Stufe wird die %iU!e mit ia. 11 1 if-f bkCE ehie%h dfei 

L&fen werden insgesamt 7.5 g des Lyophilisats van Peak 11 fraktioniert. 
Rechromatogruphie des Lyophiiisa~s vof~ Peak Ic der Fig. 3a (vgl. Fig. 3b). 

1.5 g ties Lyophilisats von Peak IIc der Fig. 3a werden in 20 ml 7 M HamstoE geiiist 
und auf die mit 200 mM N&l, 50 mi?4 Tris-KCI, 7 M Harnstoff &p_tiHxierte S&de 
aufgetrzgen. Anschliessend wird die Sguie im steigenden NaC1-Gradienten in zwei 
St&en eluiert. In der ersten St&e wird die S&de tit 8 I 200 mM NaCI, 50 mA4 Tris- 
HCI, 7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten St&e fofgt ein linear steigender N&E 
Gradient: 2 i 200 mB4 N&I, 50 mM Tris-HCI, 7 M KanrstoE im MischgeEss, 2 E 
380 mM N&1, SO mM Tris-HCI, 7 M HarnstoE im Vorratsgefks. 

Rechromatogmphie ties Lyophikats van Peak III der Fig. I (vgl. Fig. 4a)_ 3.5 g 
des Lyophihats von Peak III der Fig. 1 werden in 2Q ml Wasser gel&t und auf die 

L 6 

Elutions~ol. t II - 

Fig. 5. (Fortseizqq S. 188) 
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Fig. 5.(a) Elutionsprofil der tiulenchromatographischen Nachtrennung der Pyrimidinnucleotide aus 
Peak IV der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelle Einzelheiten s. Beschreibunp 
der Versuche und Tabelle 11. Die Fraktionen von Peak IVa-d werden innerhalb der s-enkrechten 
Strichelung vereinigt, entilzt und Iyophilisiert. (6) Elutionsprofil der s&.denc~~omatographischen 
Nachtrennung des Lyophilisats von Peak IVa. (c) von Peak IVb. (d) von Peak IVc. (e) von Peak IVd 
der Fig. 5a an QAE-Sephadex A-25 bei PI-I 7.5 im NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M Ham- 
stoff. Die Charakterisierung der Pyrimidinnucleotide, die in Peak 1Va-d und al4 eluiert werden, ist 
in TabelIe III-V aufgefchrt. 

mit 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl Zquilibrierte SGule aufgetragen. Anschliessend 
wird die SBule im steigenden NaCl-Gradienten in zwei Srufen eluiert. In der ersten 
Stufe wird die SWle mit 9 1 250 m&1 NaCl, 50 mA4 Tris-HCl eluiert. In der zweiten 
Stufe folgt ein linear steigender NaCl-Gradient: 5 1250 m&f NaCI, 50 mM Tris-HCl 
im Mischgef%s; 5 1 300 m-44 NaCl, 50 mM Tris-NC1 im Vorratsgefass. In drei 
Lsufen werden insgesamt 10.5 g des Lyophilisats von Peak III fraktioniert. 

Elutionsvo!. [ II - 

Fig. 6. 
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Fig. 6.(a) Elutionsprofil der slulenchromatographischen Nachtqnnung der Pyrimidinnucleotide aus 
Peak V der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 bei pH 7.5. Experimentelie Einzelheiten s. Beschreibung 
der Veisuche und Tabelle II. Die Fraktionen von Peak Va-c werden innerhalb der se&rechten 
Strichelung vercinigt, entsalzt und lyophilisiert. (b) Elutiorfiprofil der s%Ienchroniatographischen 
Nachtrennung des Lyophilisats von Peak Va. (c) von Peak Vb. (d) von Peak Vc der Fig. 6.a an QAE- 
Sephadex A-25 bei pH 7.5 im NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M HarnstofI: Die Charakteri- 
sierung der Pyrirnidinnucleotide, die in Peak Va-c i.md a++ eluiert werden, ist in Tabelle III-V auf- 
gefiihrt. 

Rechromatographie des Lyophilisats van Peak Ma der Fig. 4a (vgl. Fig. 46). 
2 g des Lyophilisats von Peak IIIa der Fig. 4a werden in 20 ml 7 M Kamstoff gel&t 
und auf die mit 200 rnM NaCI, 50 rnM Tris-HCl, 7 &f Hamstoff Hquilibrierte SWle 
aufgetragen. Anschliessend wird die Sgule im steigenden NaCl-Gradienten in zwei 
Stufen eluiert. in der ersten Stufe wird die S3ule mit 8 1200 mM NaCl, 50 mM Tris- 
HCl, 7 M HarnstofY eluiert. In der zsveiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl- 
Gradient: 2 1 200 mM NaCl, 50 rnM Tris-KCl, 7 M HamstoE im Mischgefsss; 2 1 
300 mM N&l, 50 mM Tris-KCl, 7 M Karnstoff im VorratsgefZW. 

Rechromatographie des Lyophflisais ran Peak IIlb der Fig. 4a .(vgl. Fig. 4~). 
2 g des Lyophilisats von Peak IIIb der Fig. 4a werden in 20 ml 7 M Karnstoff gelBst 
und auf die mit 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M Karnstoff squilibrierte SHule 
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TABELLE I 

ERGEBNISSE DER S~ULENCHROMATOGRAPHISCHEN FRAKTIONIERUNG (VGL. 
FIG. 1) VON 15 g (CQ. 273,000 A =e,-EINHEITEN) DES LYOPHILISATS VON PEAK 2 AN QAE- 
SEPHADEX A-25 1M STEIGEIJDEN NaCI-GRADIENTEN BE1 pH 3.5 

Peak 

I 

II 
III 
IV 
V 
VI 

Eluiert bei NaCI-Konz. (&f) EIuierfe Mengen 

(A~60-Einh.) (%J 

0.13 8800 3.2 
0.13-0.17 33 000 12.0 
0.18-0.20 71000 25.9 
0.21-0.2s 78 000 28.5 
0.30 35 4QO 12.9 
1.00 28000 10.2 

Zwischenfraktionen 
19 800 7.2 

(d 

0.40 
1.66 
3.50 
3.70 
1.70 
1.35 

2.8 
11.1 
23.3 
24.9 
11.3 
9.0 

(00) * 
.____ 

2.8 
10.9 
22.5 
24.2 
II.1 
s-1 

- 

l Getittelt aus fi!nf Trennungen. 

aufgetragen. Anschliessend wird die SGule mit 9 1 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 
7 M Hamstoff eluiert. 

Rechromatographie des Lyophilisats van Peak IV der Fig. I (vgl. Fig_ Sa). 3 g 
des Lyophilisats von Peak IV der Fi,. 0 1 werden in 10 ml Wasser geliist und auf die 
mit 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl gquilibrierte Saule aufgetragen. Anschliessend 
wird die SBule in drei Stufen eluiert. In der ersten Stufe wird die Sguie mit 6 1250 mM 
NaCl, 50 mM Tris-HCl eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl- 
Gradient: 5 1 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl im Mischgef%s; 5 1 300 mM NaCl. 
50 mM Tris-HCl im Vorratsgef&s. In der dritten Stufe eluiert man die Sgule mit 3 1 
300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl. In drei Eufen werden insgesamt 9 g des Lyophili- 
sats von Peak IV fraktioniert. 

Rechromatographie des Lyophiiisats van Peak IVa der Fig. 5a (vgl. Fig. 5b). 
1 g des Lyophilisats von Peak IVa der Fi,. 0 5a werden in 10 ml 7 M Hamstoff gel&t 
und auf die mit 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M Hamstoff gquilibrierte SHule 
aufgetragen. Anschliessend eluiert man die S%ule mit 7 1200 mM NaCl, 50 mM Tris- 
HCE, 7 M Harnstoff. 

Rechromatographie des Lyophiiisats van Peak IVb der Fig_ Sa (vgZ_ Fig_ 5~). 
1.6 g des Lyophilisats von Teak IVb der Fig. 5a werden in 10 ml 7 M Hamstoff ge- 
I&t und auf die mit 2m mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M HarnstoE gquilibriertc 
Ssule aufgetragen. Anschliessend wird die S%le im steigenden NaCl-Gradienten in 
drei Stufen eluiert. In der ersten Stufe wird die Sgule mit 7 1 200 mM NaCI, 50 m&f 
Tris-HCl, -7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCl- 
Gradient: 2 1 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff im Mischgefsss; 2 1 
250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 7 _M Harnstoff im Vorratsgef%s. In der dritten 
Stufe eluiert man die Sgule mit 1 1 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff. 

Rechromatographie des Lyophilisats son Peak WC der Fig. Sa (vgl. Fig. 5d). 
1.2 g des Lyophilisats von Peak IVc der Fig. 5a werden in 10 ml 7 M Harnstoff gel&t 
und wie bei Peak IVb der Fig. 5a beschrieben weiterbehandelt. In der dritten Stufe 
eluiert man die Ssule anstelle von 1 1 mit 2 1 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 7 M 
HarnstoZ 

Rechromatographie ties Lyophilisuts van Peak IVd der Fig. 5a (vgl. Fig. 5e). 
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0.37 g des Lyophilisats von Peak IVd der Fig. 5a werden in 10 ml 7 M Harnstoff ge- 
16st und auf die mit 200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 7 M HamstofT gquilibrierte 
SHule aufgetragen. Anschliessend wird die SZiule im steigenden NaCl-Gradienten in 
zwei Stufen eiuiert. In der ersten Stufe erfolgt die Elution im linear steigznden NaCl- 
Gradienten: 4 1 200 mM NaCI, 50 mM Tris-HCI, 7 M Harnstoff im Mischgef%s; 
4 1300 mM NaCi, 50 mM Tris-HCi, 7 M Hamsto% im Vorratsgefgss. In der zweiten 
Stufe wird die Stiuie mit 2 1 300 mM NaCi, 50 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff eiuiert. 

RechronlQtogrQphie des Lyophiiisats van PeQk V der Fig_ I (vgL Fig. 6~). 1 S g 
des Lyophilisats von Peak V der Fig. 1 werden in 10 ml Wasser gel&t und auf die 
mit 250 mM NaCi, 50 mM Tris-HCl, Bquilibrierte SHule aufgetragen. Anschliessend 
wird die SZiuie im steigenden NaCi-Gradienten in vier Stufen eiuiert. In der ersten 
Stufe wird die Sguie mit 7 1 250 mM NaCi, 50 mM Tris-HCi eluiert. In der zweiten 
Stufe folgt ein linear steigender NaCi-Gradient: 2 1250 mM NaCi, 50 mM Tris-HCI 
im Mischgefgss; 2 1300 mM NaCi, 50 mM Tris-HCi im Vorratsgef%s. In der dritten 
Stufe wird die Eiution mit 5 1 300 mM NaCi, 50 mM Tris-HCi fortgesetzt. In der 
vierten Stufe wird die SIule mit ca. 1 1 1 M NaCl eluiert. In vier L5ufer werden 
insgesamt 6.0 g des Lyophiiisats von Peak V fraktioniert. 

ReChrOinQtOgrQphie des Lyophilisats van Peak VQ der Fig. 6~ (-vgl. Fig. 6b). 
1.2 g des Lyophilisats von Peak Va der Fig. 6a werden in 10 ml 7 M Harnstoff gel&t 
und auf die mit 200 mM NaCi, 50 mM Tris-HCi, 7 M Hamstoff Bquiiibrierte Sguie 
aufgetragen. Anschiiessend eiuiert man die Sgule im steigenden NaCi-Gradienten in 
zwei Stufen. In der ersten Stufe wird die SZule mit 8 1 200 mM NaCl, 50 mM Tris- 
HCi, 7 M Harnstoff eluiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCi- 
Gradient: 2 1 200 mM NaCi, 50 mM Tris-HCi, 7 M Hamstoff im Mischgef&s; 2 1 
250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCi, 7 M Harnstoff im Vorratsgef%ss. 

Rechromatographie des Lyophilisats son Peak Vb der Fig. 6~ (vgl. Fig. 6~). 
1.2 g des Lyophiiisats von Peak Vb der Fig. 6a werden in 10 ml 7 M Harnstoff gel&t 
und auf die mit ZOO mM NaCi, 50 mM Tris-HCi, 7 M Harnstoff gquiiibrierte Siiule 
aufgetragen. Anschiiessend eiuiert man die SBule im steigenden NaCi-Gradienten in 
drei Stufen. In der ersten Stufe wird die SBule mit i-1 200 mM NaCl, 50 m-w Tris-I-ICI, 
7 M Harnstoff eiuiert. In der zweiten Stufe foigt ein linear steigender NaCl-Gradient : 
2 1 200 mM NaCI, 50 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff im Mischgefsss; 2.1 250 mM 
NaCi, 50 mM Tris-HCI, 7 M Harnstoff im VorratsgeeQss. In der dritten Stufe wird 
die Sgule mit 3 1 250 mM NaCi, 50 mM Tris-HCl, 7 M Hamstoff eluiert. 

diechroinatographie des Lyophilisats van PeQk Vc der Fig. 6~ (vgl. Fig. 6d). 

1 g des Lyophiiisats von Peak Vc der Fi,. = 6a wird in 10 ml 7 M Harnstoff gel&t und 
auf die mit 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCi, 7 M Harnstoff iiquiiibrierte SBuie auf- 
getragen. Anschliessend wird die Sguie irn-steigenden NaCl-Gradienten in Zwei Stufen 
eluiert. In der ersten Stufe wird die Ssule mit 6 1 250 mM NaCI, 50 mM Tris-HCI, 
7 M Harnstoff eiuiert. In der zweiten Stufe folgt ein linear steigender NaCi-Gradient : 
2 1 250 mM NaCi, 50 mM Tris-HCI, 7 M Harnstoff im Mischgefgss; 2 1 300 mM 
NaCi, 50 mM Tris-HCi, 7 M Harnstoff im Vorratsgefass. 

ERGEBNISSE 

DNA aus Heringsspermen wird chemisch zu einer Pyrimidinnucieotidmischung 
-?bgebaut, die anschiiessend an DEAE-Cellulose siiulenchromatographisch in zwei 



T
A

B
E

L
L

E
 

II
 

E
R

G
E

B
N

IS
SE

 
D

E
R

 
S&

U
L

E
N

C
I-

IR
O

M
A

T
O

G
R

A
I’

kl
lS

C
I-

IE
N

 
N

A
C

II
T

R
E

N
N

U
N

G
E

N
 

D
ER

 
LY

O
PM

IL
IS

A
TE

 
VO

N
 

PE
A

K
 

1-
V 

(F
IG

, 
1)

; 
PE

A
K

 
II

C
 (

FI
G

. 
h)

; 
li1

11
, b

 (
FI

G
. 

4a
);

 
IV

a-
d 

(F
IG

. 
5i

1)
; V

;I
-c

 (
FI

G
. 

(,
;I

) 

D
ie

 R
ec

hr
om

i~
to

gr
ap

lti
c 

dc
r 

Ly
op

hi
lis

at
e 

vo
n 

Pe
ak

 I
--V

 c
rf

ol
gt

 
im

 s
tc

iE
cn

dc
n 

N
&

I-G
ra

di
cn

tc
n 

bc
i p

l-I
 7

.5
. 

D
ie

 
N

ac
ht

re
nn

un
g 

dc
r 

iib
rig

cn
 

M
is

ch
un

gc
n 

w
ird

 
im

 g
lc

ic
hc

n 
G

ril
di

cn
tc

n 
un

tc
r 

ZU
si

Itz
 

vo
n 

7 
M

 
H

ar
ns

lo
ll’

 
du

rc
hg

cf
iih

rt
. 

__
_ 

.._
__

._
 

_.
 

__
 __

 __
.. 

_ 
__

-_
. 

__
_ 

_.
. _

-.
 

__
- 

_.
 . 

-.
...

 .
._

 - 
__

 ._
 ̂

^
_.

 _.
_ 

i’~
si

tt
ri

rl
it

ur
rr

cl
~

~
ot

i~
~

tt
~

i.~
cl

~
~

tt
t~

 
G

cf
tw

~
~

~
te

 
i’~

ri
rt

ri
~

lit
rt

rr
rc

kt
,r

it
k 

. 
-.

.-
-.

 
_-

 _
.. 

._
_.

__
__

_~
__

_ 
__

 
__

__
__

-_
--

-.
_-

- 
__

._
 

-_
--

 
_.

.. 
--

-.
--

.-
--

- 
--

- 
-.

 
--

-_
. 

--
 

-.
 

__
__

_.
 _

 
_-

- 
- 

P
co

k 
Fi

g.
 

A
&

,v
tr

rt
go

v 
M

et
rp

r 
It

r 
m

er
r 

h
i 

fle
xi

c/
rt

fr
rt

rl
: 

R
m

ir
lr

ei
tQ

s-
 

E
lt

lr
ie

rt
e M

ct
tg

cn
 

Is
ol

ie
rr

e 
M

ct
tp

vt
 

__
._

- 
-_

-_
_-

-.
- 

--
--

 - 
--

_ 
- 

-_
 --
--

 
_ . .

._
 .-

-_
__

 
_-

._
. -

-_
. 

__
- _

.._
__

 
_.

 
I 

I 
27

,8
00

 
1.

50
 

la
 

lb
 

2 
20

0 

2 
20

0-
21

0 

IC
 

2 
21

0-
22

0 
Id

 
2 

23
0-

23
5 

Ic
 

2 
24

0-
26

0 

II
 

I 
44

,3
00

 
2.

50
 

Ila
 

3a
 

20
0-

21
0 

Ilb
 

3a
 

21
0-

22
0 

II
C

 
3n

 
23

0-
25

0 

Il
c 

3a
 

1.
50

 
llc

, 
3b

 
20

0 
I I

c,
 

3b
 

23
0-

30
0 

p(
dT

h,
 M

W
U

, 
p(

dC
h,

 W
h)

 
p(

dC
,d

Th
 

p(
dC

h,
 

pk
G

,d
’U

 
iG

K
M

 
pW

,,d
T)

, 
(d

C
,,d

TM
 

rM
C

M
 

Zw
is

ch
cn

fra
kt

io
nc

n 
p(

dC
;l,

dT
), 

(d
C

a,
dT

U
 

P(
dC

?,
dT

)l)
 

r)
(d

C
,,d

Tz
), 

p(
dC

a,
d’

U
 

Zw
is

ch
cn

fra
kt

io
nc

n 
lW

4,
dT

z)
 

p(
cl

C
.,,

dT
)p

 

68
.3

 
17

00
 

60
1 

60
 

m
l)

 
-.

. 4.
0 

84
.6

 
44

00
 

15
.8

 
20

0 
13

.5
 

76
,3

 
86

82
 

75
,o

 

85
02

 
71

.6
 

93
.0

 

38
00

 
34

00
 

68
00

 
To

ln
l2

0,
lO

O
 

77
00

 
40

00
 

85
00

 
15

,6
00

 
To

1a
l2

8,
lO

O
 

16
,2

00
 

10
.7

 
IO

.0
 

21
.3

 
59

.3
 

is
 1

00
 

10
0 

13
.7

 
16

0 
12

,2
 

15
0 

24
.5

 
32

0 
72

.4
 

89
0 

27
.6

 
9.

0 
22

0 
19

.2
 

40
0 

35
.2

 
79

0 
G

3.
4 

14
10

 
36

.6
 

46
0 

67
0 

T
om

1 
11

30
 

8.
8 

16
.0

 
31

6 
F 

56
.4

 
?I

 

30
.6

 
g 

44
.7

 
3 

75
.3

 



II,
 

I 
F

(r
.-

T
’J

l)
 

3.
50

 
lll

a 
4;

1 
25

0 
Ill

b 
41

 
26

5-
29

0 
86

.0
 

88
.0

 
24

,0
00

 
14

,3
00

 
T

ot
al

 3
8,

30
0 

18
,0

00
 

42
.6

 
12

40
 

25
,4

 
71

0 
68

.0
 

19
50

 
31

.9
 

34
0 

10
40

 
T

ot
nI

l 
51

0 
77

0 
T

ot
al

 I
28

0 
18

.1
 

48
0 

25
.6

 
69

0 
21

.0
 

57
0 

12
.5

 
30

0 
17

.2
 

20
40

 
22

.1
 

70
0 

12
00

 
79

0 
I7

0 

32
.7

 
36

0 
28

.9
 

40
0 

20
.7

 
29

0 
82

.3
 

IO
50

 
17

.6
 

10
00

 
70

0 
60

0 

35
.4

 
20

.3
 

55
.7

 
Z

w
is

ch
eu

fr
ak

tio
nc

n 
P(

dC
l,d

l;)
 

PW
z,

d’
fJ

p 
II

Ia
 

4a
 

2.
00

 
lll

a,
 

4b
 

llh
ll 

4b
 

20
0 

21
0-

28
0 

m
l0

0 
m

l0
0 

17
.0

 
52

00
 

69
,O

 
25

5 
38

.5
 

64
.0

 
16

80
 

23
.0

. 
19

.0
 

10
,o

 
68

,O
 

Ill
b 

4n
 

2.
00

 
Il

lb
, 

4c
 

25
0 

p(
dG

,d
T

d 
w

 
92

83
 

M
b2

 
4c

 
25

0 
~

W
3T

dp
 

I%
10

0 

3.
00

 
1V

a 
5u

 
25

0 
PW

-M
 

70
.0

 
IV

b 
5a

 
25

0 
p(

dT
,,d

C
)p

 
69

.0
 

1v
c 

5R
 

26
5-

28
0 

p(
dG

,d
T

ah
) 

70
.0

 
1V

d 
5a

 
29

5-
30

0 
pW

,d
T

Jp
 

78
.0

 

58
,5

00
 

10
,6

00
 

15
,0

00
 

12
,3

00
 

73
00

 
T

ot
al

 4
5,

20
0 

13
,0

00
 

IV
 

I 

Z
w

is
ch

en
fr

nk
tio

nc
n 

p(
dT

M
 

p(
dT

3,
dC

)p
 

p(
dG

,d
’M

p 
pW

j,d
T

3)
p 

p(
dT

)r
p 

p(
dT

,,d
C

’)
p 

p(
dT

,,d
W

p 

20
0 

21
0-

30
0 

23
5-

25
0 

30
0 

25
0 

26
0-

30
0 

30
0 

86
.2

 
10

0 
94

.2
 

66
-7

 

74
.0

 
61

.0
 

60
.0

 

70
,o

 
15

.0
 

65
.8

 
46

.0
 

24
.0

 
26

.6
 

19
.3

 
69

.9
 

1V
n 

5a
 

1V
b 

5a
 

1v
c 

5a
 

IV
d 

5a
 

v 
1 

31
,8

00
 

1.
00

 
IV

a,
 

5b
 

10
60

 
lV

b,
 

5c
 

1.
20

 
W

C
, 

5d
 

0.
37

 
IV

d,
 

. 
Se

 

1.
50

 
V

n 
6a

 
V

b 
6n

 
V

c 
6a

 

10
,4

00
 

92
00

 
66

00
 

T
ot

al
 

26
,2

00
 

56
00

 
Z

w
is

ch
cn

fr
ak

tio
nc

n 

p(
dT

M
 

p(
dT

4,
dQ

p 
p(

dT
z+

,d
G

)p
 

V
a 

6a
 

1.
20

 
V

u,
 

6b
 

20
0-

24
0 

V
b 

6a
 

1.
20

 
V

b,
 

6c
 

24
5-

25
0 

V
c 

6a
 

14
00

 
V

c,
 

6d
 

26
0-

29
0 

10
0 

93
.2

 
10

0 

83
,3

 
58

,3
 

60
60

 

* 
A

us
 d

en
 

A
l,,

-E
in

he
itc

n 
de

r 
pa

pi
cr

ch
ro

m
at

og
ra

pl
~i

sc
l~

 
na

ch
ge

tr
cn

nt
cn

 
N

uc
lc

ot
id

c 
(~

81
. T

ab
cl

le
 

Il
l)

 
cr

m
ilt

ch
. 



194 H. SCHOTT 

Fraktionen vorgetrennt wird. Die zweite Fraktion, die mit 1 M NaCl von der DEAE- 
Cellulose-Saule eluiert wird, emhalt ein Gem&h langkettiger Pyrimidinnucleotide, 
das nach folgendem Trennungsgang fraktioniert wird. 

Zunachst wird das Lyophilisat der zweiten Fraktion an QAE-Sephadex re- 
chromatographiert. In diesem Trennschritt, der bei pH 7.5 im vierstufigen NaCI- 
Gradienten erfolgt, verlassen die Pyrimidinnucleotide in vier Peaks die Saule. Peak 1, 
der mit 0.19 M NaCl eluiert wird, enthglt den Rest der niedermolekularen Pyrimidin- 
nucleotide (ca. 22yi) die bei der Vortrennung an DEAE-Cellulose nicht vollstindig 
von den langkettigen Framenten der zweiten Fraktion abgetrennt werden. Das 
Lyophilisat von Peak 1 wird daher mit den niedermolekularen Pyrimidinnucleotiden 
vereinigt, die bei der Vortrennunrg an DEAE-Cellulose in der ersten Fraktion eluiert 
werden. Eine weitere Auftrennung dieser Mischung ist nach dem bereits friiher be- 
schriebenen Trennungsgang17~15 miiglich. Peak 2, der mit 0.3 M NaCl die QAE- 
Sephadex-Silule verl%st, enthalt ca. 42% der aufgetragenen Mischung. Im dritten 
Peak, der mit O-4 M NaCl eluiert wird, sind ca. 11% des hoehmolekularen Pyrimidin- 
nucleotidgemisches enthalten. Mit 2 M NaCl werden im vierten Peak die restlichen 
co. 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, wghrend die Lyophilisate des dritten und vierten Peaks in der vorliegenden 
Arbeit nicht untersucht werden. 

Zur Isolierung definierter Pyrimidinnucleotide aus dem sehr komplex z&am- 
mengesetzten Lyophilisat des zweiten Peaks nutzen wir wiederum die pH-abhgngigen 
Unterschiede in der Gesamtladung der Pyrimidinnucleotide. Aufgrund der Ladungs- 
unterschiede, die fiir Pyrimidinnucleotide unterschiedlicher Sequenz berechnet sind*l, 
verlassen im Sauren P_yrimidinnucleotide mit ilberwiegend Cytidyl- vor denen mit 
iiberwiegend Thymidyls&rreresten einen Anionenaustauscher. Im Alkalischen da- 
gegen richtet sich die Adsorption von Pyrimidinnucleotiden an einem Anionenaus- 
tauscher nicht nach der Sequenz, sondem nach der Anzahl der negativ geladenen 
Phosphatgruppen. 

Aus diesen Griinded wird das Lyophilisat von Peak 2 zuerst bei pH 3.5 an 
QAE-Sephadex sgulenchromatographisch im steigenden NaCl-Gradienten frak- 
tioniert. Das Elutionsprolil dieses Trennschrittes, das in Fig. 1 abgebildet ist, weist 
sechs mehr oder weniger wt voneinander ,getrennte Hauptpeaks auf, in, denen zu- 
sammen co. 92.7 o/o der aufgetragenen Pyrimidinnucleotidmischung eluiert werden. 
Die Fraktionen von Peak I-VI werden iunerhalb der seniueehten Strichelung ver- 
einigt, neutralisiert, durch Ultrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Auf diesem Weg 
kann man cu. 88-98 % der in einem Peak eluierten Pyrimidinnucleotide isolieren. Bei 
der Berechnung der Ausbeute sind Unterschiede in den molaren Extinktionskoeffi- 
zienten von Thymidyl- und Cytidylssure nicht beriicksichtigt, so dass Prozentangaben 
nur Richtwerte darstellen. Das Lyophilisat von Peak VT wird nicht untersucht, son- 
dern mit dem Lyophilisat des dritten Peaks vereinigt, der im vorigen Trennschritt 
mit 0.4 M NaCl bci pH 7.5 von der QAE-Sephadex-SHule eluiert wird. Die Ergebnisse 
des zweiten Trennschritts sind in Tabelle I zusammengefasst. 

Die Lyophilisate von Peak I-V der Fig. 1 werden im anschliessenden dritten 
Trennschritt an QAE-Sephadex im steigenden NaCl-Gradienten ki pH 7.5 einzeln 
nachgetrennt (vgl- Fig. 2-6). Bedingungen und Ergebnisse des dritten Trennschritts 



sind in Tabelle II aufgefrihrt. F&ionen, die zwischen den einzelnen PeaksGnd~mit 
1 M NaCL die S&de uerhsen, werdea tic@ mtetsucht, Diese Fraktionen enth&en, 

je nach der AufGsung des EIuFionsprofilS, bis zu. 36.6% .der aufgetragenen A=- 
EinheiFen. Rei der EsoIierung der Pyrimidimxuckzotide, die in den vereinigum Peak- 
fraktionen enttralten sinci, gehen durchschnittfich uz. S% einer ~&nude&id- 
m&hung verloren. 

Die Lyophilisate der verschiedenen Peaks werden zun&hst papierchromzt~ 
graph&h untersucht und miF FiiJ.Ge van Yergfeichssubstn cha.rakterisierF. Ahe 
im PapierchromaFogramm auftretenden F&ken werden ausgeschni~~en und eluiert, Em 
Eluat der einzehen F&ken bestimmt man spektralphotomeFris& die A,,-Einheiten 
und errechnet daraus die prozenFuale Z usammensetzung des beFref&ndep Fyrimidin- 
nucleotidgemischs. Die Ergebnisse der papierchromatographischen Untersuchungen 
sind in TabeHe LET zusamnengefasst. Die AuswerFung der Papierchromatogramme 
ergibt, dass nach dem driFten TrennschriFF ahe Lyophihsa~e bis auf die vo& P& Ia 
und Ib ein oder zwei Hauptprodukte e&i&Fen, die aber Feilweise bis zu 40 T/, verun- 
rein&F sind. Die Verumeinigungen und NebenprodukFe werden nichF unFersuchF_ Die 
vom Papier eluierten HaupFflecken werden konzenFrierF und in einem zweiten La& 
mittelsystem auf Papier rechromatographieti. ‘F&t hierbei im Papierchro&togrxmm 
nur ein Fleck auf, so bezeichnet man die Substanz iiblicherweise r&t “CErrOtIl&O- 

phisch rein”. Auf einem Fapierbogen (60 x 58 cm) k&men his zu 800 A&-Einheiten 
ChromatographierF werd&, so dass auf diesem Weg praktisch afle Komponenten eines 
Lyophilisaats im prg.paraFiven Massstab chromatographisch rein erhHtiich sin& 

Die SFrukFur der isolierten PyrimidirmucIeotide bzw. die BruFFosequenz der 
Sequenzisomerenmischungen werden aus &Werten, AbsorptionsverhHtnissen und 
Ergebnissen des enzymaFischen Abbaus nach dem in den vorangegangenen Ar- 
beiFen’“x8 ausf&r!ich beschriebenen und diskuFierFen Weg eriniFFeIt. Charakteri~ 
sierung und identifizierung der in den Lyophihs&en als IfauptprodukFe enthaitenen 
Pyrimidinnucleotide, die in Tabehe JX-V zusammengefasse sind, f%ren zu foIgenden 
Ergebnissen. 

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 2) wird das LyophiiisaF van Peak l der 
Fig. I in 5 Hauptpeaks (pa-e) aufgeFrennF, die FeiWeise nur unbefriedigend auQeI6sF 
sind, so dass in den ZwischenFEakFionen ea. 28% des Lyophilisats vertoren gehen. 
Peak Ia enthlit zu 68.3% eine M&hung aus pb8Q; p(dC, d’F) und &dQ, (dc),p, 
die im Laufmittel B zwar einheitiich wanderF. aber im Laufmittef C in drei .FIeckeq 
aufgetrennt wird. Die Dimeren der Thyrnidyl- und CytidyIsiiuren stimmen vor und 
nach Phosphatasebehandiung in ihren &-WerFen und Absorptionsverh&&en- &it 
denen von synthetischem p(d‘F)z und p(dC), bzw. (dTl, und (dQ Fiberein. Beim 
Abbau mit Phosphodiesterase aus !SchIangengi& bildet sieh aus PfdT), ausschiiessfi~h 
pdT- Das DinucEeoFid der Cytidyldure &rd dagegen zu pdC, dC rund pdCp abgeb@, 
so dass bier nebeneinander Dimere miF terminalen S- bzw. 3’-Phasphatgruppen VO+ 

liegen. Die Abbauprodukte werdeu mit k2ufhchen Referensubstanzeu~ idenFif%xt. - 
Die Mischung der sequenzisomeren DinucIeoFide weist den &-WerF van synFhe- 
Fischem pdC-dT auf und wird van Phosphodiesterase in pdC und pdT gespaften. 
Km Abbau der dephosphorylierten Verbindungen miF Phosphodiesterase Freten 
pdC f dC und dpT t dT im moiaren Ver&lFnis l.Mkt3.88 auf. 

Peak ?ib enthBIt m 84.6 T! eine Mischung aus p(c&, PfdC,, dT) und p(dC, dT& 
die im LaufmiFFel B zwar einheiFlich wanderF, aber im taufini~e~ C aufgeFrennt wird. 
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TABELLE III 

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNG DER SbiU- 
LENCHROMATOGRAPHfSCH GETRENNTEN PYRIMLDINNUCLEOTIDE 

Papier: SchIeier & Schiill Cbromatographiepapier 2316. 

Pyrimidin- Auftretende RF_ Werte relariv zu denen van pdT Identifizierte 

nucleoride aus FIeckea 
Chne Phasphatase- Nacfi Phospharase- 

Pyrimidin- 
nucleotide 

Peak Fig. __Mr. Peakanteil Behandhmg im Laufnlitrei Behandlm im LaufmitteI Bezeirpnnwzg 

r% 

B c B A 
- -___ 

Ia 2 

lb 2 

IC 

Id 

2 

2 

Ie 2 

IIa 3a 

IIb 3a 

IIC, 3b 

IIC, 3b 

HIa, 4b 

IIIa: 4b 

IIIbl 4c 

IIIb, 4c 

IVa, 5b 

IVbl SC 

1 7.4 
2 13.2 

3a 
3b 68.3 
3C 

4 5.0 

5 6.1 

1 2.9 

2 8.0 
3a 
3b 
3c 

\ 

: 

84.6 

4 4.5 
I 23-7 
2 76.3 
1 13.8 
2 86.2 

1 25.0 
2 75.0 

1 14.8 

2 85.2 

1 28-4 
2 71.6 
1’ 
2’ 1 100 
3 
1 100 

1’ 
2’ i 100 
3 

” 
2 

100 

1 7.5 

2’ 

3 
l’ 
2 i 

92.5 

100 

I 13.8 

2 3 > 
86.2 

1 100 

1.27 
0.98 
0.83 
0.83 
0.83 
0.68 
0.59 

1.18 1.34 p<dCMdCM 
0.95 I.74 P(d’3-U 
0.73 2.06 pG.iT)z 

1.04 
0.89 
0.71 
0.71 
0.71 
0.51 
0.71 
0.51 
0.86 
0.60 

1.12 0.69 p(dC), 
0.90 0.84 P<dCz,dT) 
0.70 1.07 p(dC,dTi) 

0.70 

0.78 

0.60 
0.48 0.54 0.69 

0.94 
0.60 0.75 

0.57 0.62 

0.39 0.95 

0.39 0.79 
0.39 0.43 
0.30 0.34 

0.53 
0.53 
0.53 

0.40 
0.40 

0.58 

0.35 

0.35 

0.29 
0.29 

0.66 
0.55 
0.44 

0.48 
0.35 

0.50 

0.36 

0.41 
0.24 

0.70 
0.47 
0.47 

0.45 

0.53 
0.27 

0.20 

0.69 
0.88 

1.34 

0.34 

0.34 

0.84 P(dG,dT)P 

0.80 0.50 

l-a@ 

0.68 

0.78 

1.42 p<d-OaP 
1.06 P(dC,dTdp 

p(dC):p 

ptdG,dT) ; 
(dG,dT)P 

p(dChp 

tidC,,dT,) 

pWCs,dTz)p 
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TABELLE III (Furcserzung) 

Pyrirnidin- Auftretede RF- Werte relativ zu denen van prir IdentijGikr~e 
nucleotide aus He&en 

Ohne Phosphatase- Mzch Plraspharme- 
PyrimXn- 
kcleotide 

Peak Fig NT_ Peak-onteil EX&m&mg im ilurfmittei Baizznd~ im &u.$mitref ~==i~~ 

1%) 
B C 23 A 

IVCl 

IVdl 

$: 
VCl 

Sd 1 5.8 0.45 
2 94.2 0.29 

Se 1 6.5 0.53 
2 26.8 0.33 
3 66-7 0.17 

6b 1 100 0.47 
6c 1 6.8 0.53 

2 93.2 0.36 
6d 1 100 0.2i 

0.19 0.80 pfdCz,d-Wp 

0.09 0.68 pfdC&T,)P 

0.16 1.11 P(mh? 

0.13 0.87 p(dC,dTJp 
O.ll 0.75 p(dCz,dTc)p 

* Spuren. 

TABELLE IV 

BERECHNETE UND BEOBACHTETE ABSO~RPTIONSVERlliiLTNISSE DER AUS IWDRO- 
LYSATEN DEPURINLERTER HERINGSSPERMEN-DNA ISOLLERTEN PYRIMIDIN- 
NUCLEOTIDE 

Peak Fig. Pyrirnidinrucleotide nach 
P&p fzztase-Behand/uqy 
Bezeichnung 

- AbsorptionsverhE~Msse bei pN 7.0 

250:260 280:260 

Ia 

Ia 
Ia 
IC 

lb 
Ie 
Ib 
Ib 
lib 
Id 
IIa 
IICZ 
UC, 

IIla, 
HIa 

I1lbl 
lIIbr 
IVa, 
IVbi 
IVC~ 
IVd, 
Va, 
‘h 
VC, 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
3a 
2 

3a 

31: 

4b 
4b 
4c 
4c 
Sb 
SC 

5d 

: 
6c 
6d 

(d-CL 
(dC,dT) 
w.3 
WA 
(dch 
(dCh 
(dC,dTd 
(dC:,QTl 
(dCz,dTl 
(dG,d3 
<dG,d’p? 
(dGd-0 
(dG.dTd 
(dCz,dTd 
fdG,dTz) 
(dG,dTd 
(dC;,dTz) 
(dTh 
(dC.dT,) 
(cG,d’W 
CdG,d’I;) 
(d-h 
(dC,dTJ 
(dCz,dT.l 

0.65 

- . 0.73 
0.82 
0.82 
0.82 

0.82 
0.70 
0.76 
0.76 
0.78 
0.78 
0.78 
0.76 

0.72 
0.73 
0.73 
0.75 
0.65 
0.69 
0.72 
0.73 
0.65 

0.66 0.73 0.71 

0.73 cm? 0.7s 

0.84 .0_98 093 

OX4 ‘098 097 

0.83 0.98 0.95 

0.83 0.98 im 

0.72 O.SO 0.79 

0.76 O.SS 0.85 

0.76 0.88 0.88 

0.78 0.92 0.92 

0.79 0.92 0.90 

0.79 0.92 0.93 

0.79 o.ss .0.82 
0.72 0.82 OS0 

0.74 0.84 0.84 

0.73 0.M 0.85 

0.76 0.88 0.85 

0.66 0.73 0.69 

0.71 0.79 0.73 

0.72 0.82 0.78 

0.75 0% 0.84 

0.65 0.73 0.69 

0.68 0.77 0.74 

0.72 0.80 0.77 
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TXBELLE V 

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

Peak Fig. Pyrimidin- Spalrprodukte VerhChtis der Spairprodukre 
nucleotide- 
Bezeichnun~ Envartet Beob. 

--__-- .__ __. 
Ia 2 (dT)z pdT,dT 
Ia 2 (dC,dT) pdT,pdC,dT,dC 

Ia 
IC 

Ib 

Ie 
lb 

Ib 

IIb 

Id 

IIa 

ilc2 

IICl 

IlIa, 

IIIb, 
IIIb, 

IIIbz 

IIIa, 

IVa, 
IVbI 

IVC, 

IVd, 

Val 
Vbl 

Vc, 

2 
2 

2 

t 

2 

3a 

(dC), pdC,dC 
(dC)r pdC,dC 
(dC):, pdC,dC 
(dC)s pdC,dC 
(dC.dTz) pdC,pdT,dT,dC 

(dCr,dT) pdT,pdC,dT,dC 

(dC,,dT) pdT,pdC,dT,dC 

2 (dC,,dT) pdT,pdC,dT,dC 

3a (dCsd-0 pdT,pdC,dT,dC 

3b (dC,,dT) pdT,pdC,dT,dC 

3b (dC,,dTz) pdT,pdC,dT,dC 

3b (dCz,dTz) pdT,pdC,dT,dC 

4c p(c%,dT,) pdC,pdT 
4c (dC>.dT,) pdT,pdC,dT,dC 

‘k (dC,.dTz) pdT,pdC,dT,dC 

4b (dCz,dT;) pdT,pdC,dT,dC 

5b (d-h pdT,dT 
5C (dC,dT,) pdT.pdC,dT,dC 

5d (dC,.d?;) pdT.pdC,dT,dC 

55 (dCs,dT3) pdT.pdC,dT,dC 

6b (dT)a pdT,dT 
6c (dC,dT,) pdT,pdC,dT,dC 

6d (dCz,dT,) pdT.pdC,dT,dC 

&&dC) : (pdT+dT) 
I:1 

1:l 
1:l 
2: 1 
2:l 
(pdC+dC) : (pdTi-dT) 

I:2 
(pdC+dC) : @dTidT) 

2:l 
(pdC + dC) : (pdT +- dT) 

2:l 
(pdC+dC) : (pdT-!-dT) 

3:l 
(pdC+dC) : (pdT+dT) 

3:l 
(pdCidC) : @dT+dT) 

3:l 
(pdCidC) : (pdT+dT) 

2:l 
(pdCfdC) : (pdT+dT) 

1 :l 
I:1 
(pdC+dC) : (pdTtdT) 

I:1 
(pdCfdC) : @dTtdT) 

1.5 : 1 
(pdC+dC) : (pdTidT) 

1 : 1.5 
2:l 
(pdCtdC) : (pdT+dT) 

I:3 
(pdCidC) : (pdT+dT) 

1 : 1.5 
(pdCidC) : (pdTidT) 

1:l 
3 : 1 
(pdC+dC) : @dTidT) 

I:4 
@dCidC) : (pdT+dT) 

: : 2 

1.00 : 1.06 

1.00 : 0.88 
1.00 : 0.89 
1.00 : 0.91 
2.11 : 1.00 
1.94 : 2.00 

1.00 : 1.76 

2.31 : l.ca 

2.09 : 1.00 

3.05 : 1,clo 

3.07 : I.Go 

3.04 : 1.00 

2.19 : 1.00 

1.02 : l.co 
1.27 : 1.0 

1:16 : 1.00 

1.50 : 1.00 

1.00 : 1.32 
2.15 : 1.00 

1.00 : 2.85 

1.00 : 1.39 

1.11 : 1.00 
3.03 : 1.00 

1.00 : 3.97 

1.00 : 1.80 

Peak Ic enthglt zu 76.3% p(dC),p. Die gemessenen Absorptionsverh%iltnisse 
der Verbindungen stimmen mit den fiir p(dC)2p berechneten Werten iiberein. Nach 
Phosphatasebehandlung erhglt man ein einheitliches Produkt, das im RF-Wert mit 
dem von synthetischem (dC)2 iibereinstimmt und mit Phosphodiesterase zu pdC und 
dC im molaren VerhSiltnis 1.00:0.94 abgebaut wird. 
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Die niedermoiekularen Pyrimidinnucleotide, die in Peak Pa-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 
ist. 

Peak Id enthHlt zn 86.2 “/, eine Mischung der sequenzisomeren Tetranucleotide 
p(dC,, dT); (dC3, dT)p. Die M&hung wandert vor und nach Phosphatasebehandlung 
im Papierchromatogramm als eiuheitlicher Fleck, dessen Absorptionsverhgitnisse mit 
den ftir (dG, dT) berechneten Werten iibereinstimmen. Nach enzymatischer Hydro- 
lyse mit Phosphodiesterase findet man im Hydrolysat ausser den zu erwartenden 
Hauptprodukten pdT and pdC such Spuren van pclTp und pdCp neben unabgebauten 
Ausgangsverbindungen. Das Auftreten der Nucleosiddiphosphate zeigt, dass in der 
Mischung der Sequenzisomeren vor allem Nucleotide mit terminalen S-Phosphat- 
gruppen nehen nur geringen IMengen an 3’-Oligonucleotiden vorhanden sind. Beim 
Abbau det dephosphorylierten Tetranucleotide mit Phosphodiesterase treten dC, 
pdC, pdT und dT in dem ftir (dCj, dT) zu erwartenden molaren Verhaltnis auf. 

Peak Ie weist zn 75 T/, p(dC)jp auf. Die gemessenen Absorptionsverh5ltnisse 
stimmen mit den ftir p(dC)sp berechneten Werten sehr gut iiberein. Nach Phosphatase- 
behandlung erhglt man ein einheitliches Produkt, das im Papierchromatogramm mit 
synthetischem (dC), identisch ist und mit Phosphodiesterase zu pdC und dC im 
molaren Verhaltnis 1.94: 1 .oO gespalten wird. 

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 3a) des Lyophilisats von Peak II der 
Fig. 1 treten drei Hauptpeaks (1Ia-c) auf, in denen insgesamt 63.4 % der aufgetragenen 
Pyrimidinnucleotidmischung eiuiert werden. 

Peak IIa enthait 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 eluiert. 

In Peak IIb werden zu 71.6 oA p(dCL, dT)p gefunden. Die Absorptionsver- 
hlltnisse der Sequenzisomerenmischung entsp?echen den fiir p(dCz, dT)p berechneten 
Werten. Die dephosphorylierten Sequenzisomeren biiden im Papierchromatogramm 
mu 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 f dT im molaren 
Verhlltnis 2.09:1.00 auftreten. Die Trinucleotidphosphate, die im Peak Lib eluiert 
werden und ca. 19.2% des Lyophilisats von Peak It der Fig. 1 ausmachen, sind 
wiederum Reste aus Peak 1 mit denen Peak 2 nach dem ersten Trennschritt an QAE- 
Sephadex verunreinis ist. 

Peak IIc weist zwei verunreinigte Hauptprodukte auf, die an QAE-Sepbadex 
A-25 im steigenden NaCl-Gradienten unter Zusatz von 7 M Hamstoff in Peak iic, 
bzw. Iic2 der Fig. 3b getrennt werden. 

Peak IIc, enthslt zu fast 100% eine Mischung der sequenzisomeren Hexa- 
nucleotide p(dC,, dT,) die sich im Laufmittel B einheitlich verhglt, w%rend im I-auf- 
mittel C neben dem Hauptfleck noch zwei Nebenflecke als Spuren auftreten. Die 
Absorptionsverhgltnisse der Hauptflecken entsprechen den fiir (dC,, dT,) berechneten 
Werten. Nach der enzymatischen Dephosphorylierung wandert die Mischung als 
einheitlicher Fleck und wird mit Phosphodiesterase vollst?mdig 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:l.XI auftreten. Die geringe Zunahme des I&--Wertes nach Phosphatase- 
abbau zeigt, dass nur eine terminale Phosphatgruppe abgespalten wird. Die terminale 
Phosphat,mppe befindet sich vor allem am S-Ende, da die Sequenzisomeren fast 
vollst5ndig mit Phosphodiesterase zu pdC und pdT abgebaut werden. Die nicht 
abgebauten Sequenzisomeren tragen vermutlich terminale 3’-Phosphatgmppen, die 
den AngrifY der Phosphodiesterase verhindern. 

Peak IIcz weist eine chromatographisch reine Mischung der sequenzisomeren 
Tetranucleotide p(dCJ, dT)p auf. Nach Phosphatasebehandlung erh5lt man ein ein- 
heitlich wanderndes Prodnkt, das in den Absorptionsverhgltnissen sowie enzyma- 
tischen Abballprodukten den zu erwartenden Werten entspricht und im RrWert mit 
den dephosphorylierten sequenzisomeren Tetranucleotiden (dC,, dT) aus Peak Id 
identisch ist. Nach Phosphatasebehandlung steigt der RrWert 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. 1 werden in Peak IIIa und IIIb jeweiIs zwei Kauptprodukte eluiert, die zusammen 
68 “/o der aufgetragenen Azfo- Einheiten ausmachen. Die Pyrimidinnucleotide von Peak 
IIIa und IIIb werden anschliessend an QAE-Sephadex unter Zusatz von 7 M Kam- 
stoff im NaCl-Gradienten nachgetrennt. Kierbei werden die beiden Hauptprodukte 
aus Peak IIIa, wie Fig. 4b zeigt, in Peak IIIa, und IIIaz getrennt. Die Rechromato-- 
graphic von Peak IIIb, die in Fig. 4c abgebildet ist. fiihrt nur teilweise zur Auf- 
trennung der b&den Kauptprodukte, die in Peak IIIb, und IIIb, die Si!iule verlassen. 

Peak IIIa, enthglt zu fast 100 ‘?i p(dC,, dT,). Die Mischung der sequenzisomeren 
Pentanucieotide wandert im Laufmittelsystem B einheitlich, wHhrend im Laufmittel C 
ausser dem Hauptfleck noch zwei NebentIecken gefunden werden, die als Spuren auf- 
treten. Die gemessenen Absorptionsverhgltnisse des Kauptflecken entsprechen den 
zu erwartenden Werten. Nach dem Abbau mit Phosphatase steigt der R,Wert der 
M&hung von 0.53 nur auf 0.80, so dass die Sequenzisomeren vermutlich nur eine 
terminale Phosphat_E;ruppe aufweisen. Die Phosphatgruppe sitzt vor allem am S-Ende, 
da iiber 80% der Sequenzisomeren mit Phosphodiesterase in pdC und pdT gespalten 
werdsn. Die nicht spaltbaren Produkte sind vermutlich am 3’-Ende phosphoryliert. 
Die dephosphorylierten Sequenzisomeren werden mit Phosphodiesterase zu pdC, dC, 
dT und pdT abgebaut, wobei die Summen aus pdC + dC und pdT + dT im molaren 
Verhsltnis 1.00: 1.32 auftreten. 

Peak IIIaz weist zu fast lOO”,/, p(dC,, dT3p auf. Die Mischung der sequenz- 
isomeren Tetranucleotide wandert im Laufmittel B einheitlich, w&rend im Lauf- 
mittel C neben dem Kauptfleck ein als Spur auftretender Nebenfieck gefunden wird. 
Die gemessenen Absorptionsverh%nisse stimmen sehr gut mit den berechneten 
Werten iiberein. 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 Papierchromatogamm einen 
Fleck und werden von Phosphodiesterase zu pdC, dC, pdT und dT gespalten. Das 
molare Verhtiltnis der Abbauprodukte spricht eindeutig filr (dCz, dT& 

Peak IIIbl enthalt zu 92.372 p(dC3, dT& Die Verunreinigungen lassen sich 
papierchromatographisch im Laufmittel B und C vollstandig entfernen, so dass die 
Mischung der sequenzisomeren Kexanucleotide auf diesem Weg chromatographisch 
rein erhalten wird. Die Absorptionsverh&nisse 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 Verhgltnis der Spalt- 
produkte spricht eindeutig fiir (dC3, dT,). Die Mischung der sequenzisomeren Hexa- 
nucleotide wird mit Phosphodiesterase vollstindig in pdC und pdT gespalten, wobei 
die Spaltprodukte im molaren Verhaltnis 1.27 : 1 Xl0 auftreten. 

Peak IIIb2 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 Absorptionsverh%ltnisse stimmen mit den fiir p(dC3, dTZ)p berech- 
neten Werten sehr gut iiberein. Nach der Behandlung mit Phosphatase steigt der 
R,-Wert von 0.29 auf0.78, 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 
Verhsltnis der Spaltprodukte spricht eindeutig fiir (dC,, dTZ). 

Bei der Rechromatographie (vgl. Fig. 5a) werden 77% des Lyophilisats von 
Peak IV der Fig. 1 in den vier deutlidh 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 HamstofF im NaCl-Gradienten nachgetrennt. 

Peak iVal, der bei der Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IVa 
(vgl. Fig. 5b) als Hauptprodukt erhalten wird, enthglt zu 86.2% p(dT)3p. Die Ver- 
unreinigungen werden papierchromatographisch im Laufmittel B und C vollstHndig 
entfernt. Das chromatographisch reine Produkt wandert nach Phosphatasebehand- 
lung im Papierchromatogramm einheitlich und ist in den Absorptionsverhgltnissen, 
im R,-Wert und beim enzymatischen Abbau mit Phosphodiesterase mit synthetischem 
(dT), identisch. 

Peak IVbl, der bei der Recbromatographie des Lyophilisats von Peak IVb 
(vgl. Fig. 5c) als Hauptprodukt auftritt, besteht zu 100% aus p(dC, dT,)p. Die ge- 
messenen Absorptionsverh;lltnisse der sequenzisqmeren Tetranucleotide entsprechen 
den bercchneten Werten. Die dephosphorylierten Sequenzisomeren werden von 
Phosphodiesterase vollstandig zu pdC, dC, pdT und dT abgebaut. Das molare Ver- 
hZltnis der Spaltprodukte entspricht den fiir (dC, dT3) zu erwartenden Werten. 

Bei der Rechromatographie des Lyophilisats von Peak IVc (vgl. Fig. 5d) wer- 
den im Hauptpeak IVc, 94.27; p(dCZ, dT,)p eluiert. Die Verunreinigungen werden 
papierchromatographisch im Laufmittel B entfemt. Die chromatographisch reine 
IMischung der sequenzisomeren Pentanucleotide wird mit Phosphatase vollst8ndig 
abgebaut. Die Absorptionsverh5ltnisse der dephosphorylierten Seq uenzisomeren ent- 
sprechen sehr gut den fiir (dC,, dT,) berechneten Werten. Beim Abbau der dephos- 
phorylierten Pentanucleotide mit Phosphodiesterase treten pdC t dC und pdT f dT 
im molaren Verhgltnis 1.00:1.39 auf. _ 

Bei der Nachtrennung des Lyophilisats von Peak IVd (vgl. Fig. 5e) erhzlt man 
fiinf kleine Peaks und den Hauptpeak IVdl, der zu 66.772 p(dC3, dT3)p enthalt. Die 
Nebenprodukte des Hauptpeaks werden papierchromatographisch im Laufmittel B. 
entfemt. Die gemessenen AbsorptionsverhHltnisse der chromatographisch reinen 
Mischung der sequenzisomeren Hexanucleotide stimmen sehr put mit den berechneten 
Werten iiberein. Nach Phosphataseabbau wandert die Mischung im Papierchro- . 
matogramm als ein Fleck und wird mit Phosphodiesterase vollst2ndig in pdC, dC, 
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pdT und dT gespahen. Die moIaren Verhaltnisse, in denen die Abbauprodukte ge- 
bildet werden, sprechen eindeutig fiir (dG=, dT,). 

Das Lyophilisat van Peak V der Fig. 1 wird bei der Rechromatographie (vgl. 
Fig. Oa) zu CQ. 82.3 “/i 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 M Hamstoff im 
NaCl-Gradienten nachgetrennt (vgl. Fig. 5b-d). 

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

Peak Vbl, der bei der Rechromatographie (vgl. Fig. f5c) des Lyophilisats von 
Peak Vb als Hauptprodukt auftritt, enthalt zu 93.2% p(dT,, dC)p. Die Verunreini- 
gucgen werden papierchromatographisch im Laufmittel B entfemt. Nach Phos- 
phatasebehandlung wandert die Mischung der sequenzisomeren Pentanucleotide ein- 
heitlich, entspricht in den Absorptionsverhgltnisse den fur (dT4, dC) berechneten 
Wertcn und wird mit Phosphodiesterase vollst5ndig zu pdC, dC, pdT und dT abge- 
baut. Das molare Verhaltnis, in dem die Spaltprodukte auftreten, spricht eindeutig 
fur (dT,, dC). 

Peak Vc ,.der bei der Nachtrennung (vgl. Fig. 6d) des Lyophilisats van Pe=k Vc 
als Hauptpeak auftritt, enthalt chromatographisch reines p(dT,, dCJp. Die Mischung 
der sequenzisomeren Hexanucleotide bildet nach Phosphatasebehandlung nur einen 
Fleck, dessen Absorptionsverh5ltnisse den fur (dC,, dTJ berechneten Werten ent- 
sprechen und der mit Phosphodiesterase vollst5ndig in pdC, dC, dT und pdT ge- 
spalttn wird. Das molare VerhBltnis, in dem die Spaltprodukte auftreten, entspricht 
dem fur (dC,, dT_,) zu erwartenden Wert. 

DISKUSSION 

Natiirhch vorkommende DNA weist im Molekiilverband vor allem kurze und 
nur wenige lange Pyrimidinnucleotidsequenzen auf. Daher treten im Partialhydrolysat 
einer depurinierter DNA vorallem Pyrimidinnucleotide mit l-4 Monomereinheiten 
auf, w&rend Engere Fragmente nur in geringen Mengen vorhanden sind. Zur prC 
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- 
ftien. Mit Hilfe eines Trennungsgangs konnen dann Nebenprodukte aus dem 
Hydrolysat isoliert werden, die in analytischen Trennungen, in denen das gesamte 
Hydrolysat in einem Schritt fraktioniert wird, nicht zu@nglich sind. So erhalten wir 
bei der praparativen Auftrennung des Partialhydrolysats nach dem von uns ent- 
wickelten Trennungsgang bspw. Oligonucleotide mit nur einer terminalen Phosphat- 
gruppe, die bei analytischen Trennungen niche beschrieben sind. 

Die zahlreichen Nebenpeaks, die bei einer prr?parativen 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 AbbaumechanismusZ~3~10~“-24, der aus den Er- 
gebnissen der analytischen Trennungen abgeleitet ist, nur teilweise zutrifft. 
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Ein wesentlicher BestandteiP unseres Trennungsgangs bildet die UitraHtration. 
Dieses Verfahren ermijglicht eine schnelle und einfache Entsalzung der, nach jedem 
s~ulenchromatographischen Trenrschritt anfallenden ,Fraktionen. Ausserdem e&net 
sich die Ultrafiltration zur Abtrennung niedermolekularer Frameme. Bspw, werden 
durch UItrafiltration des Partialhydrolysats an einer UM 10 Membran Frztgmeqte 
mit vier und mehr Monomereinheiten zu CQ. 80% zuriickgehalten, w&rend alle 
kurzen Pyrimidinnucleotide die Membran passieren. Auf diesem Weg lassen sich die 
im Partialhydrolysat als Spuren auftretenden IangkettigeE DNA-Fragmente sehr ein- 
fach im Retentat anreichem, wobei der Uberschuss a~ kurzen Fragmenten aus dem 
Hydrolysat entfernt wird. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Partialhydrolysat einer depurinierten 
Heringsspermen DNA zu 90 % Pyrimidinnucleotide mit l-6 Monomereinheiten aber 

TABELLE VI 

PYRIMIDINNUCLEOTLDE UND MISCHUNGEN VON SEQUENZISOMf%EN, DIE IM 
PkiPA&kTIVEN *MASSSTAB AUS HYDROLYSATEN DEE’URINIERTER HEEUNGS- 
SPERMEN-DNA ISOLIERT WERDEN 

dC-dT 
dl--dC 
dC-dC-dT 
dC-dT-dC 
dT-dC-dC 
dT-dT-dC 
dC-dT-dT 
dT-dC-dT 
dC-dC-dC-dT 
dT-dC-dC-dC 
dC-dT-dC-dC 
dC-dC-dT-dC 
dT-dT-dC-dC 
dT-dC_slT-dC 
dT-dC-dCdT 
dC-dT-dC_dT 
dC-dC-dT-dT 
K-dl--d-r4C 
dT-dT-dT-dC 
dT-dT-dC-dT 
-IT-dC-dT-dT 
3hXl--dT-dT 

pW,dT) 
ptdC,dT:) 
pWJ,dTA WJ,dTdp 
e(dGdT) 
p(cG,dT), (dGdT)P 
iNdGt,dTzl 
p(dC,dTA 
WG,dT,) 

. 

p(dC:dTlp 
pW,dT:)p - 

p(dCz,da)p 
P(dC,;r,dT)P 
p(dC,,d-i-z)p 
p(dC,dTh 
PtdG,dT& 
pGG,dTz)p 
p(dC,d-b)p 

p(dCsdT& 
p(dCt,dLlp 
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h6chstens lop/, iangere Fragmente enthglt. Afle bisher isolierten Pyrimidinnucleotide 
sind aus dem -Partialhydrolysat weitaus einfacher als durch &em&he Syntbese zu- 
ggnglich und in Tabelle VI zusammengefasst. Bemerkenswert erscheint uns, class wir 
im Partialhydrolysat der Heringsspermen-DNA Homologe der Cytidyls5ure mit 
hiichstens 3 Monomereinheiten finden. Dieser Refund l&St sicb damit e&&en, dass 
DNA aus Heringsspermen moglicherweise nur wenige oder keine Sequenzen tit tier 
und mehr aufeinanderfolgenden Cytidyls&reelnheiten aufweist. Eine andere Er- 
k&rung ware, dass einige der CytidylsHurereste in fiuflicher DNA desaminiert sind= 
oder beim Abbau in Uridylsaurereste ilberfiibrt werden2. Da wir bei der Auftrennung 
des Partialhydrolysats bisher nur ein Fragment mit einem Uridyltiurerest tinden, ver- 
muten wir, dass die desaminierten Pyrimidinnucleotide in den zahlreichen Nebenpeaks 
eluiert werden, die wir nicht untersuchen. 

Die isolierten Pyrimidinnucleotide erfiillen die Kriterien, nach denen Reinheit 
und Sequenz synthetischer Oligonucleotide iiblicherweise iiberpriift werden. Einige 
der Homologen der Cytidyl- und Thymidyls!&re iibertreffen entsprechende synthe- 
tische Produkte an Reinheit. Dies ist unter anderem darauf zuriickzufiihren, dass ‘bei 
der chemischen Synthese bspw. Pyrophosphatderivate und zyklische Verbindungen 
gebildet werden, die schwierig zu entfemen sind. Diese Verbindungen jr&en aber im 
Partialhydrolysat einer DNA nicht auf. Reinheit und Struktur der isolierten Oligo- 
nucleotide werden zusatzlich mit Hilfe der sebr empfindlichen Hochdruckchro- 
matographie an Ionenaus+auschem Gberpriift und eindeutig best5tigt. 

Durch chemischen Partialabbau einer DNA sind bisher nur Purinoligonucleo- 
tid-, Pyrimidinoligonucleotid- und Oligoadenyls&.rregemische im prapatativen Mass- 
stab erh8ltlich, SO dass bishng nur eine bedingte Zabl von definierten DNA-Frag- 
menten auf diesem Weg zugHnglich ist_ Sicherlich 1Hsst sich der chemische Abbau 
au& so ienken, dass DNA-Fragmente mit Purin-Pyrimidinnucleotideinheiten selektiv 
aus dem Molekiilverband freigesetzt werden. Aus diesen Oligonucleotidgemischen 
wird man vermutlich nach einem moditierten Trennungsgang weitere definierte 
Fragmente im praparativen Massstab isolieren konnen. Zur Zeit ptifen wir diese 
Miiglichkciten. Hierbei dienen uns die Mischungen der sequenzisomeren Pyrimidin- 
nucleotide als niitzliche Modeliverbindungen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Pyrimidinnucleotide p(dC)3p, p(dT)3p, 
Sequenzisomeren p(dC,, dT), (dC,, dT)p; p(d&, 

p(dT),p sowie die Mischungen der 
dT)p; p(dC,, dTz)p; pW, dT;)p: 
dTdp; p(dCj, dT3; p(dC,, dTJ : p(dC,, dTz)p; p(dG, dT,); ph.&, dT,)p; p(dC, 

p(dG, dT9p und p(dG, dT& werden aus Hydrolysaten depurinierter Herings- 
spermen-DNA im praparativen Massstab chromatographisch isoliert. Das DNA- 
Hydrolysat wird zunachst bei pH 7.5 an DEAE-Cellulose stiulenchromatographisch 
in nieder- und hochmolekulare Pyrimidinnucleotide vorgetrennt. Die hochmoleku- 
lare Pyrimidinnucleotidmischung wird bei der anschliessenden Fraktionierung an 



QAE-Sephadex beZ pK 7.5 in 4 Peaks eIuierL Die Pyrimidin&ieotide werden LUS 
Peak 2 .zur weiteren Auflrenntmg zunfchst an QAE-Sephadex bei pM 3.5 nachge- 
trennt_ Hierbei werden l?yrimidinnucleoti& nie iiberwiegend C&tic&i- vo4 denea mit 
iiberwiegend Tbyrnidyls%rebaustinen geeen&, die anscuessend bei pH 7.5 an 
QAESepfradex D&I der anZahi loiter Phosphatkdungen eluiert und in 7043%. 
Reinheit erb.&een we&en. Abscbliessend werden die P@im.idinnucfeotide und 
Mischungen der Sequetisomeren nochmals bei pH 7.5 ztn QAE-Sephadex mXer 
Zusatz van 7 itf Hansto~chromatograpbieti und gr&sstenteifs in chromatagraphisch 
reiner Form e&&en. Verunreinigungen, die s~~e~chromafo~ah.nich~ entknt 
werden kiinnen, werden im Pzpierchromatog abgetrennt. Die Sequent dez iso- 
lietien DNA-Fragmeente rmd die Zusammensetzung der Sequenzisomerengemische 
wird aus chromatographischen Da&n% Absorptionsverh5krtisset1 I& durcb enzy- 
matischen Abbau ennit&&. 


