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HYDROLYSATEN OXIDIERTER HERINGSSPERMEN-DNA MIT HILFE
DER TEMPLATE-CHROMATOGRAPHIE"®

H. SCHOTT
Chemisches Institut der Universitit, Auf der Morgenstelle 18, 7400 Tiibingen (B.R.D.)

(Eingegangen am 19. Juli 1979)

SUMMARY

Preparative isolation of deoxyriboadenylic acids from hydrolysates of oxidized herring-
spermt DNA using template-chromatography

The alkaline hydrolysis of oxidized DNA from herring sperm yields a complex
mixture of deoxyriboadenylic acids. Afier the removal of the fragmenis containing
1-3 monomer units by column chromatography, approximately 109/ of the partial
hydrolysate remains. This remaining fraction which contzins the fragments of higher
molecular weight is separated into two fractions by the base-pairing mechanism on a
PV(pT).—DEAE-Cellulose column with a two-step temperature gradient. The first
fraction eluted at —4°, contains the substances (=~ 9259/ of the sample) that undergo
no base-pairing with the immobilised oligothymidylic acid units.

The remaining 5% of the sample that hybridizes with PV(pT),-DEAE-Cellu-
lose at —4°, is eluied at 30° (fraction 2). Afier enzymatic dephosphorylation,
homologues of deoxyriboadenylic acid containing up to 8 monomer units are
isolated on a preparative scale in chromatographically pure form from fraction 2
using column chromatography. Purity and structure of the isolated adenylic acids
are determined by paper chromatography and by enzymatic hydrolysis.

EINLEITUNG

Vor kurzem haben wir iiber die praparative Isolierung von Oligomeren der
Desoxyriboadenylsdure aus dem Partialhydrolysat oxidierter Heringsspermen-DNA
berichtet!. Mit den bekannten chromatographischen Methoden waren bisher nur
kurzkettige Oligomere aus dem Partialhydrolysat zuginglich, wihrend definierte

* Bei Abkurzungen werden prinzipiell IUPAC-TUB Regeln befolgt (Eur. J. Biockem., 15 (1970)
203). A:ss-Fiuct = Nucleotid-Menge in 1 cm® Solvens, die bei 260 nm die Absorption 1 ergibt
(Schich*dicke 1cm). PV(@®T).~DEAE-Celinlose — Desoxyoligothymidin-5’-phosphat-DEAE-Cel-
Iulose. Tris = a,a a-Tristhydroxymethyl)methylamin.
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langere Fragmente nicht isoliert werden konnten. Inzwischen gelang es uns mit Hilfe
der Template-Chromatographie, in der die Spezifitit des Basenpaarungsmechanis-
muses nach Watson und Crick zur Trennung genutzt wird, aus dem Partialhydrolysat
chromatographisch reine Oligodesoxyriboadenylsduren mit bis zu 8 Monomerein-
heiten im praparativen Massstab zu isolieren, wie im folgenden gezeigt wird.

EXPERIMENTELLES

Reagenzien

Chemikalien werden in “chemisch reiner” Form verwendet. QAE-Sephadex
A-25 (Pharmaciz, Uppsala, Schweden); Membranen (Amicon, Lexington, Mass.,
U.S_A); Chromatographiepapier 2316 (Schleicher & Schiill, Dassel, B.R.D.));
Enzyme: Alkalische Phosphatase, Orthophosphorsiure-Monoester—Phosphohydrola-
se {alkalisches Optimum) (EC 3.1.3.1); Phosphodiesterase I, Oligonucleat-3-Nucleo-
tidohydrolase (EC 3.1.4.1) (Bochringer, Mannheim, B.R.D.); Nucleinsdurebausteine:
dA, pdA (PWA Waldhof, Mannheim, B.R.D.); PV(pT),~DEAE-Cellulose wurde in
unserem Labor synthetisiert>.

Laufmittelsysteme

Vorbehandlung der DNA

Kiufliche DNA aus Heringsspermen wird unter den frither beschriebenen
Bedingungen! mit KMnO, oxidiert und anschliessend alkalisch hydrolysiert. Die
hierbei erhaltene stark verunreinigte Mischung von Desoxyriboadenylsduren wird
an QAE-Sephadex A-25 im steigenden Salzgradienten bei pH 7.5 fraktioniert.
Desoxyriboadenylsauren mit 1-3 Monomereinheiten, die zusammen mit zahlreichen
Verunreinigungen ca. 85 %, des Partialhydrolysats ausmachen, verlassen die Saule in
5 gut voneinander getrennten Peaks. Die restlichen ca. 159 des Hydrolysats werden
anschliessend mit 1 M NaCl gemeinsam in Peak VI eluiert. Im folgenden wird die
weitere Auftrennung des Lyophilisats von Peak VI beschrieben.

Saulenchromatographische Trennung des Lyophilisats von Peak VI an PV(pT).
DEAE-Celluiose (vgl. Fig. 1)

Die in der folgenden Trennung verwendete PV(pT),~DEAE-Cellulose S3ule
(20 x 2 cm) ist mit einem Kiihlmantel versehen, der mit einem Thermostaten verbun-
den ist. Die Elution der Saule erfolgt mit 1 A NaCl, 0.01 2 Na,HPO, (pH 6.5). Der
Durchfluss wird mit einer Schlauchpumpe auf ce. 40 ml/h eingestellt.

Ca. 100 mg (/ 1200 A,s-Einheiten) des Lyophilisats von Peak VI werden in
2 ml des Elutionspuffers gelost und bei 30° auf die PV(pT),~DEAE-Cellulose auf-
getragen. Nachdem die ProbenlSsung in das Gelbett eingezogen ist, wird die Saule
auf —4° gekiihlt und anschliessend so lange bei dieser Temperatur eluiert, bis die
Absorption des Eluats nach einem steilen Anstieg (Peak I) unter 0.04 4,¢,-Einheiten
fallt. Dieser Wert wird nach 300-350 ml erreicht. Dann unterbricht man die Elution
und erwiarmt die Siule auf 30°. Nachdem die Siule cz. 1 h bei 30° belassen wurde,
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Fig. 1. Elutionsprofil der Template-Chromatographic von ca. 1200 A,s-Einheiten einer Mischung
héhermolekularer Desoxyriboadenylsiuren, die aus dem Partialhydrolysat oxidierter Heringssper-
men-DNA isoliert wird. Die Trennung wird an einer PV(pT),-DEAE-Cellulose Saule (20 X 2 ¢m)
im zweistufigen Temperaturgradienten mit 1 M NaCl, 0.01 M Na,HPO, (pH 6.5) durchgefihrt.
Durchfluss: 40 ml/h. Die Produkte voa Peak II werden vereinigt, entsalzt, lyophilisiert, enzymatisch
dephosphoryliert und anschliessend an QAE-Sephadex rechromatographiert (vgl. Fig. 2).

wird die Elution fortgesetzt und so lange weitergefiihrt, bis die Absorption nach dem
2. steilen Anstieg (Peak II) wieder unter 0.04 A,q-Einheiten fillt. Hierzu werden ca.
100 ml Elutionspuffer bendtigt. Fraktionen zu 10 ml werden gesammelt. Die Absorp-
tion jeder Fraktion wird bei 250, 260 und 280 nm spektralphotometrisch gemessen.
Die Aufiragung der bei A,q erhaltenen Messwerte gegen das Elutionsvolumen fiihrt
zu dem in Fig. 1 abgebildeten Elutionsprofil. Die Fraktionen von Peak II der Fig. 1
werden vereinigt, an einer UM 2 Membran entsalzt und anschliessend lyophilisiert.
Die Lyophilisate von Peak II aus 15 Trennungen, ca. 940 A,,-Einheiten, werden
vereinigt und anschliessend enzymatisch dephosphoryliert.

Enzymatische Dephosphorylierung des Lyopkilisats von Peak II der Fig. 1

Ca. 40 mg (940 A,s-Einheiten) der aus 15 Trennungen vereinigten Lyophili-
sate von Peak IT werden in 2 ml Wasser gelost, mit 0.2 ml 1 M Tris—-HCI (pH 8.1)
vnd 0.1 ml der kduflichen alkalischen Phosphatasesuspension (2000 U) versetzt und
anschliessend 8-12 h bei 37° inkubiert. Danach wird der Reaktionsansatz mit
Wasser auf 15 ml verdiinnt und, wie im folgenden beschricben, an einer QAE-
Sephadex A-25 Saule fraktioniert.
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S@ulenchromatographische Fraktionierung der dephosphorylierten Produkte aws Peak
Ii der Fig. 1 an QAE-Sephadex A-25 (vgl. Fig. 2)

Die Reaktionslgsung, die nach der enzymatischen Dephosphorylierung anfslit,
wird auf eine mit 100 mM NaCl, 50 m3M Tris-HCI (pH 7.5) iguilibrierte QAE-
Sephadex A-25 Sdule (47 X 2 cmj aufgeiragen. Anschliessend wird die Siule bei
Raumtemperatur zunichst mit 2 1 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HC! (pH 7.5)
eluiert. Die Elutionsgeschwindigkeit wird mit einer Schlauchpumpe auf ca. 300 mi/h
eingestelit. Danach wird die Elution im linear steigenden NaCl Gradienten forige-
setzt, der ebenfalls mit Tris—-HCI auf pH 7.5 gepuffert ist; 4 1 100 m3f NaCl, 50
mM Tris—HCI im Mischgefidss; 4 1 300 mAf NaCl, 50 mM Tris-HCl im Vorrats-
gefass.
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Fig. Z. Ciuuorsprofil der sdulenchromatographischen Nachtrennung von ca. 940 Axs-Einheiten der
vereinigte=. dephosphorylierten Lyophilisate von Peak II der Fig. 1. Die Rechromatographie wird
=i Raumtzmperatur an einer QAE-Sephadex A-25 Saule (47 x 2cm) im steigenden NaCl-Gradienten
(pH 7.5) durchgefiihrt. Experimentelle Einzelheiten s. Beschreibung der Versuche und Tabelle I,
Die Charakterisierung der Oligedesoxyriboadenylsiuren, die in Peak 1-7 eluiert werden, ist in Takelle
I aufgefihrt.

Nach diesem Gradienten wird die Siule mit cz. 0.5 1 1 2 NaCl eluiert.
Fraktionen zu 20 ml werden gesammelt. Von den ersten 50 Fraktionen wird die
Absorption jeder fiinften, von den folgenden die jeder zehnten Fraktion bei 260 nm:
gemessen. Das graphische Aufiragen der Messwerte gegen das Eiutionsproifil fuhrt
zu dera in Fig. 2 abgebildeten Elutionsprofil. Fraktionen von Peak 1-7 werden
innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt und durch Ultrafiltration entsalzt.
Die Entsalzung der Produkte aus Peak 1-3 wird an einer UM 0.5 durchgefiibrt,
wahrend die Fraktionen von Peak 4-7 an einer UM 2 Membran entsalzt werden.
Das Retentat ist salzfrei, wenn im Eluat bei Zusatz von AgNO; keine Triibung
anftritt. Die entsalzten Lésungen werden im Vacuum konzentriert und anschliessend
auf Papier chromatographiert. Die Trennergebnisse sind in Tabelle I zusammen-
gefasst. T
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TABELLE [

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN_ NACHTRENNUNG VON 940
A:-EINHEITEN DER - OLIGODESOXYRIBOADENYLSAUREMISCHUNG, BDIE AN
PV(T)..DEAE-CELLULOSE IN PEAK I DER FIG. 1 BEI 30° ELUIERT WIRD -

Die Rechromatographie der dephosphorylierten Oligonucleotide wird an QAE-Sepbadex A-25 im
steigenden NaCl-Gradicaten bei pH 7.5 durchgefuhrt. Sulenmasse: 47 X 2 cm; Durchfiuss: 360 mil/
h.

Peak aus Fig. 2 Eliugert bei Isolierte Oligodesoxyriboadenylsduren
NeCl-Konz. N N ) -
(M) Aso-Einh. Anteil der Mischung Bezeichnung
(%)
1 0.10 136" 14.4 (dA),
2 0.10 82* 8.7 (dA),
3 0.120.15 41* 4.4 (dA)
4 0.18-0.20 36" 3.8 (dA)s
5 0.21-0.24 43" 46 (dA)s
6 0.26-0.27 52 55 (dA),
7 0.29-0.30 44" 4.7 (dA)s
8 1M 146 135 Unbekannt
Zwischenfraktionen 112 119 Unbekannt
* Nach der Entsalzung.

Enzymatische Spaltimg der Oligodesoxyriboadenylsdure mit Phosphodiesierase aus
Schlangengift

Zur enzymatischen Hydrolyse werden ca. 1015 A, -Einheiten der betreffen-
den Oligoadenylsiure vom Papier eluiert. Das Eluat, ca. 100-150 £, wird mit 10 gl
0.1 M MgCl,-Losung, 10 41 1 M Tris—HCI (pH 8.1) und 10 gl der kauflichen Enzym-
1osung versetzt.

Der Reaktionsansatz wird 3 h bei 37° inkubiert und anschliessend auf Papier
im Laufmitteisystem A aufgetrennt. Die Flecken von dA und pdA werden vom
Papier cluiert. Die Absorption der Elunate wird bei 260 nm gemessen. Aus dem
Verhaitnis der Messwerte von dA zu pdA errechnet sich die Kettenlinge der ur-
sprilnglichen Oligoadenylsiure.

ERGEBNISSE

DNA aus Heringssperinen wird im 30 g Ansatz auf dem friiher beschriebenen
Weg mit KMnO, oxidiert!. Hierdurch werden die Nucleobasen Thymin, Cytosin
und Guanosin im Molekillverband der DNA zerstort, wihrend Adenin unter diesen
Bedingungen nicht merklich angegriffen wird. Aus der oxidierten DNA werden nach
Hydrazinolyse und durch anschliessende alkalische Hydrolyse Oligodesoxyribo-
adenyls3uren freigesetzt. Die durchschnittliche Ausbeute an DNA-Hydrolysat liegt bei
ca.30% (~ 9 g).

- Bei der siulenchromatographischen Fraktionierung dieses sehr komplex zu-
sammengesetzten Partialhydrolysats, die im 5 g Ansatz an QAE-Sephadex durchge-
fithrt wird, werden ca. 559, des Hydrolysats in 5 deutlich voneinander getrennten
Peaks eluiert. Ca. 309 gehen in den Fraktionen zwischen den verschiedenen Peaks
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verloren, wihirend die restlichen ca. 159 in Peak VI mit 1 M NaCl die S3ule ver-
lassen (vgl. Fig. 1 der fritheren Arbeit!). Nach Entsalzung erbiit rian ca. 500 mg
des Lyophilisats von Peak VI, die ca. 3% der eingesetzten DNA-Menge ausmachen.

Durch Rechromatographie der Produkte aus Peak 1-5 werden unterschied-
lich phosphorylierte Oligomere der Desoxyriboadenylsaure und unvollstandig hydro-
lysierte Fragmente mit bis zu 3 Monomereinheiien in chroy_atographisch reiner
Form erhalten. Aus dem Lyophilisat von Peak VI, das die langerkettizen Oligo-
adenyvisduren enthilt, sind mit den gebriuchlichen chromatographischen Methoden
bisher nur p(dA)p und die Mischung der Sequenzisomeren p(dA)s, (dA)p zuging-
lich, die zusammen ca. 30% dieses Lyophilisats ausmachen. Die restlichen Produktc
aus Peak VI konnten bislang nicht aufgetrennt werden, obwohl wir hierzu zahlreiche
Trennversuche unternommen haben, in denen Temperatur und pH-Wert variiert und
ausser QAE-Sephadex auch DEAE-Cellulose verwendet wurdzn. Auch der Zusatz
von 7 M Harnstoff zum Elutionpuffer fiihrte zu keinem Erfolg.

Erst mit Hilfe der Template-Chromatographie an PV(pT).-DEAE-Cellulose
gelang eine befriedigende Aufirennung des Lyophilisats an Pezk VI und damit die
praparative Isolierung héhermolekularer Oligedesoxyriboadenylsiuren definierter
Sequenz. Bei der PV(pT),~DEAE-Cellulose haadelt es sich um DEAE-Cellulose, die
mit kovalent an Polyvinylalkohol (PV) gebundenen Oligomeren der Desoxyribo-
thymidylsaure (pT), beladen ist. Dieses Trennmaterial haben wir frither zur pripa-
rativen Trennung synthetischer Oligoadenyisiduren eingesetzi2. Die Template-Chro-
matographie basiert auf dem Basenpaarungsmechanismus nach Watson und Crick.
Unter Bedingungen, bei denen Oligonucleotide mit komplementiren Partnern Basen-
paare ausbilden, werden Oligodesoxyriboadenylsiuren an den stationir gebundenen
komplementiren Desoxyribothymidylsaureresten spezifisch adsorbiert, wihrend
Verurnreinigungen und alle Fragmente, die keine Basenpaarung eingehen, eluiert
werden. Anschliessend werden die hybridisierten Oligonucleotide bei Temperaturerho-
hung desorbiert, da die Basenpaarung oberhalb der sogenannten Schmelztemperatur
aufgehober wird. Die Tempiate-Chromatographie wird bisher vor allem in analy-
tischen Trennungen eingesetzt wie bspw. zur Isolierung verschiedenster mRNA, die
mit Hilfe von Oligo(dT)-Cellulose durchgefithrt wird. Zur praparativen Isolierung
natiirlicher DNA-Fragmente wurde dieses spezifische Trennverfahren noch nicht
genutzt.

Die Auftrennung der langerkettigen Oligodesoxyriboadenylsauren aus Peak
VI wird mit Hilfe der Template-Chromatographie an PV(pT),~-DEAE-Cellulose wie
folgt durchgefiihrt. 10C¢ 500 mg (1200-5000 A,c-Einheiten) des Lyophilisats von
Peak VI werden in ca. 2 ml des Elutionspuffers 1 M NaCl, 6.01 M Na,HPO, (pH
6.5) gelost und auf die, auf 30° erwiarmte PV(pT),~DEAE-Ceilulose Saule (20 x 2
cm) aufgetragen. Anschliessend wird die Saule auf —4° gekihit und zunichst bei
dieser Temperatur mit dem gleichen Puffer eluiert (vgl. Fig. 1). Unter diesen Be-
dingungen werden die nicht komplementiren Verbindungen vnd die kurzen Oligo-
adenylsiuren der mobilen Phase, die keine Basenpaare ausbilden, in Peak I der
Fig. 1 eluiert, wihrend die komplementiren langerkettigen Oligoadenylsduren iiber
den Basenpaarungsmechanismus an den immobilisierten Oligothymidylsaureresten
der stationdren Phase adsorbiert werden. Die adsorbierten Oligoadenylsduren werden
anschliessend in einem “Temperaturstoss”, der oberhalb ihrer Schmelztemperatur
liegt, auf einmal desorbiert und gemeinsam in Peak II der Fig. 1 von der PV(pT).—



PRAPARATIVE ISOCLIERUNG VON DESOXYRIBOADENYLSAUREN 125

DEAE-Cellulose cluiert. Da vermutlich im Partialhydrolysat der oxidierten Herings-
spermen-DNA Oligoadenylsauren mit mehr als 9 Monomereinheiten nicht aufireten,
wihlen wir als “Temperaturstoss” 30°, da bspw. p(dA), zwischen 25 und 32° von
einer Oligo(dT)-Cellulose Saule eluiert wird>.

Von der aufgetragenen Probe verlassen in Peak I bereits 95-9734 bei
—4° die Szule, wahrend nur 3-59% (70-150 A,,-Einheiten) hybridisieren. Die
Ausheute an adsorbiertem Material (Peak II) hangt von der aufgetragenen Proben-
menge ab. Die prozentua! hichste Ausbeute erhilt man bei der Aufirennung von ca.
1200 A,.,-Einheiten, von denen durchschnittlich 69, bei —4° gebunden und bei 30°
eluiert werden, wihrend dagegen von 5000 aufgetragenen A,.,-Einheiten nur ca.
3% in Peak II erhalten werden.

Die Kapazitit der PV(pT).—DEAE-Cellulose ist im Vergleich zu den fritheren
Trennungen, in denen synthetische Oligodesoxyriboadenylsiuren fraktioniert wurden,
drastisch erniedrige®. Dies ist sicherlich darauf zurtickzufiihren, dass die eingesetzte
PV(pT).~DEAE-Cellulose iiber 4 Jahre in zahireichen Trennungen verwendet wurde
und bierdurch den grossten Teil ihrer urspriinglichen Kapaziiat durch Alterung ver-
loren hat. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass die PV(pT),—-DEAE-Cellulose ein
verhiltnismissig stabiles Trennmaterial darstellt, dass iiber einen bemerkenswert
langen Zeitraum verwendet werden kann.

Die Fraktionen von Peak I und II werden durch Ultrafiliration entsalzt
und lyophilisiert. Das Lyophilisat von Peak I wird nochmals an PV(pT),-DEAE-
Cellulose nachgetrennt, wiahrend die Produkte avus Peak II aus mebreren Liufen
gesammelt und dann gemeinsam an QAE-Sephac=x fraktioniert werden.

Uberraschenderweise werden bei der Rechromatographie der in Peak I eluierten
Produkte 3-5% der aufgetragenen A4,.-Einheiten bei —4° an der PV(pT)-DEAE-
Cellulose adsorbiert und bei 30° in Peak II eluiert. Selbst nach dreimaliger Rechro-
matographie der gleichen Probe werden im 4. Lauf immer noch 29/ adsorbiert.
Dieses unerwartete Ergebnis erkliaren wir damit, dass Peak I kurze Oligoadenylsiu-
ren enthalt, die aufgrund ihrer terminalen Phosphatgruppen keine Basenpaare aus-
bilden. Aus eigenen und aus anderen Arbeiten* wissen wir, dass terminale Phos-
phatgruppen bei kurzen DNA-Fragmenten die Ausbildung von Basenpaaren er-
schweren oder gar verhindern. Bspw. werden Trinucleosiddiphosphate der Desoxy-
riboadenylsiure an PV(pT1).-DEAE-Cellulose stirker als Trinucleotide adsorbiert,
wihrend Trinucleotidphosphate nicht adsorbiert werden. Da die terminalen Phos-
phatgruppen hydrolyscempfindlich sind5-%, werden vermutlich bei der Entsalzung
und Aufarbeitung der Produkte von Peak I einige Oligonucleotide dephosphory-
liert. Die dephosphorylierten Verbindungen sind in der Lage Basenpaare auszubilden
und werden bei der Rechromatographie der Mischung aus Peak I adsorbiert und
dann in Peak II eluiert.

Zur Identifizierung und Charakterisierung der Produkte aus Peak 11 wird das
Lyophilisat an QAE-Sephadex nachgetrennt (vgl. Fig. 2). Zur Rechromatographie
werden die Lyophilisate von Peak II aus 15 Tiennungen (insgesamt ca. 940
Ajeo-Einheiten) vereinigt. Da in Peak II vermutlich unterschiedlich phosphorylierte
Oligoadenylsduren enthalten sind, so dass cine verhaltnismissig komplex zusam-
mengesetzte Mischung vorliegt, wird das Lyophilisat vor der Rechromatographie zur
Entfernung der terminalen Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase behandelt.
Nach der enzymatischen Dephosphorylierung erhilt man eine Mischung homologer
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Oligoadenylsdaren (dA),, die sich ohne Schwierigkeiten an QAE-Sephadex wie folgt
aufirecnen lasst.

Die Losung der dephosphorylierten Produkte wird auf die Sdule aufgetragen
und bzi Raumtemperatur in steigenden NaCl-Gradienten eluiert (vgl. Fig. 2). Zu-
nichst eluiert man die Siule mit 0.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI (pH 17.5), wobei in
Peak 1 und 2 ca. 159 bzw. 109/ der aufgetragenen Mischung die Siule verlassen.
Anschliessend wird die Elution mit einem linear steigenden NaCl-Gradienten fort-

. gesetzt. Hierbei werden nacheinander Peak 3-7 eluiert, die jeweils zwischen 5 und
7% der aufgetragenen ProbelGsung enthalten. In den Fraktiomen zwischen den
Peaks werden ca. 129 des Lyophilisats von Peak II eluiert, wahrend die restlichen
ca. 169 mit 1 M NaCl in Peak 8 die Sjule verlassen. Die Zwischenfraktionen sowie
die Produkte aus Peak 8 werden verworfen. Die Peakfraktionen innerhalb der
senkrechten Strichelung werden vereinigt und entsalzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle
I zusammengefasst. Nach der Rechromatographic werden von der urspriinglichen
Mischung, die die PV(pT),~DEAE-Cellulose bei 30° in Peak I verlasst, nur noch
etwa 459 erhalten. Oligoadenylsiuren mit 4 und mehr Monomercinheiten, die auf-
grund der Ergebnisse analytischer Trennungen’ etwa 349, des Partialhydrolysates
ausmachen sollten, werden bei der priparativen Aufarbeitung des Partialhydrolysats
der oxidierten Heringsspermen-DNA pur in Mengen zwischen 0.1 und 0.05% be-
zogen auf die eingesetzte DNA erhalten.

BDie niedrige Ausbeute fiihren wir darauf zuriick, dass bei der Aufarbeitung
des Partialhydrolysats ein Teil verlorengeht und lingerkettice zu kiirzeren Frag-
menten abgebaut werden. Bereits bei der Ultrafiltration gehea bis zu 209; der in
einem Peak cluierten Oligoadenylsauren verloren. Dieser Verlust ist nicht nur
darauf zuriickzufiihren, dass die Membran Oligonucleotide nicht vollstandig zuriick-
hilt, sondern vor allem darauf, dass ein Teil der Oligoadenylsauren wahrend der
Ulirafiltration hydrolysiert. Ein deutlicher Beweis fiir den Partialabbau der Oligo-
adenylsiuren wihrend der Aufarbeitung zeigt sich darin, dass bei der Rechromaio-
graphie der Produkte aus Peak II, Di- und Trinucleotide gefunden werden. Da diese
Verbindung bei den vorangehenden Trenncchritten' an QAE-Sep..idex bereits aus
dem Partialhydrolysat entfernt werden, konnen sie somit nicht in Peak VI enthalien
sein und miissen daher erst nachiraglich aus den lingerkettigen Fragmenten durch
partiellen Abbau gebildet worden sein. Ausserdem werden Dimere der Adenylsdure
an PV(pT),—DEAE-Cellulose nicht adsorbiert, so dass sie bei der Template-Chro-
matographie die Saule in Peak I verlassen wiirden und nicht in Peak II gelangen
k&nnen.

Zur Bestimmung der Reinheit und Identifizierung werden die Produkte der
entsalzten Peakfraktionen (Peak 1-7 der Fig. 2) papierchromatographisch unter-
sucht. Im Papierchromatogramm wandern die Produkte in einheitlichen Flecken
unterschiedlich schnell (vgl. Tabelle II}). Das Absorptionsverhiltnis der vom Papier
eluierten Oligonucleotide von 250/260 und 2807260 entspricht den fur Oligoadenyl-
sauren charakteristischen Werten von 0.82 bzw. 0.20. Diese Daten zeigen bereits,
dass in Peak 1-7 Oligomere der Desoxyriboadenylsaure mit steigender Kettenglieder-
zahl in chromatographisch reiner Form enthaiten sind. Dieser Befund wird durch
die enzymatische Hydrolyse mit DPhosphodiesterase aus Schlangengift zusitzlich
bestatigt.

Phosphodiesterase baut bekanntlich Oligonucieotide vom 3'-Ende schrittweise



PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE R~WERTE" UND ERGEBNISSE DER ENZYMATI-
SCHEN HYDROLYSE DER ISOLIERTEN OLIGODESOXYRIBOADENYLSAUREN MIT
PHOSPHODIESTERASE AUS SCHLANGENGIFT

Desoxyadenyls@uren Re-Werte absteigend Spaltprodukte nach Phosphodiesterase-
Bezeichnung relativ zu pdA im Befhandlung
Laufmittelsystem B** Bezeichnung Verkaltnisse
Erwartet Beobachtet

(dA): 1.39 dA, pdA 1:1 1.00:1.05
(dA)s 1.08 dA, pdA 1:2 1.00:1.93
(dA), 0.88 dA, pdA 1:3 1.00:2.42
(cA)s 0.68 dA, pdA 1:4 1.00:3.88
(dA). 0.51 dA, pdA 1:5 1.00:4.84
(dA), 0.39 dA, pdA 1:6 1.00:5.50
(dA)s 024 dA, pdA 1:7 1.00:6.84

“ Papier: Schleicher & Schill, Nr. 2316.
** 1-Propanol-konz. Ammoniak!ésung-Wasser (55:10:35, v/v/v).

ab, wobei dephosphorylierte Oligodesoxyriboadenylsiuren zu pdA und der 5'-termi-
nale Baustein zu dA abgebaut werden. Zur Bestimmung der Ketienldnge wird ein
Aliquot des betreffenden Fleckens mit Phosphodiesterase hydrolysiert uad an-
schliessend erneut auf Papier chromatographiert. Hierbel zeigt sich, dass die Oligo-
nucleotide aus Peak 1-7 vollstandig abgebaut werden. Als Spaltprodukte treten aus-
schliesslich pdA und dA auf, die mit Reierenzsubstanzen und aus den Absorptions-
verbiltnissen bei 250/260 und 280/269 identifiziert werden. Andere Nucleoside und
Neucleotide werden im Papierchromatogramm nicht gefunden. Die Ergebnisse des
enzymatischen Abbaus sind in Tabelle II zusammengefasst.

DISKUSSION

Bei der Partialhydrolyse einer oxidierten DNA entsteht ein sehr komplex
zusammengesetztes Gemisch verschiedenster Oligodesoxyriboaderylsduren und
anderer Hydrolyseprodukte. Dic Ergebnisse fritherer analytischer Arbeiten lassen nur
den Schluss zu, dass im Partialhydrolysat Oligoadenylsduren mit bis zu 5 Monomer-
einheiten enthalten sind%—=S. Wir haben nicht aur die vermuteten Fragmente, sondern
dariiber hinaus auch Oligoadenylsduren mit bis zu 8 Monomereinheiten und andere,
bisher nicht beschricbene Fragmente im priparativen Massstab aus dem Partial-
hydrolysat isoliert und charakterisiert.

Unsere Ergebnisse zeigen ausserdem, dass sich die Template-Chromatograpm°
fir praparative Trennungen ausgezeichnet eignet und praktikabel gehandbabt werden
kann. Wahrend bei der Template-Chromatographie im analytischenp Massstab die
hybridisierten Oligoadenylsiuren von einer Oligo(dT)-Celiulose Siule im stufen-
formigen® cder linearen Temperaturgradienten® nacheinander eluiert werden, ver-
wenden wir in der priparativen Template-Chromatographie zur Elution der adsor--
bierten Oligoadenylsiuren einen “Temperaturstoss”. Hierdurch werden alle hybridi-
sierten Oligonuclectide auf einmal desorbiert und konnen anschliessend an QAE-
Sephadex nachgetrennt werden. In dem von ums gewdhlten Weg schen wir ge-
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geniiber der Verwend:ang ecines Temperaturgradienten folgende Vorteile. Die ter-
misch labilen Cligoadenylsauren werden nur kurzfristig belastet und fallen in einem
kleinen Elutionsvolumen an, das schaell entsalzt und aufgearbeitet werden kann.
Ausserdem werden Gemische von Oligoadenylsiuren an QAE-Sephadex im Salz-
gradienten weitaus besser-und schneller aufgetrennt als bspw. an Oligo(dF)-Cellu-
lose im Temperaturgradienten. Die hohe Kapazitit von QAE-Sephadex ermég-
lcht ausserdem die Produkfe aus mehreren Laufen, die an der PV(pT) ~-DEAE-
Cellulose durchgefiihrt wwerden, zu vereinigen und dann gemeinsam in einem Lauf an
QAE-Sephadex nachzutrennen.

Trotz des prozeamal sehr niedrigen Anteils der laAngerkettigen Oligoadenyl-
sduren am Partialhydrolysat der oxidierten Heringsspermien-DNA erhilt man bei
dar praktikabel zu handhabenden Aufarbeitung von caz. 30 g DNA diesc Fragmente
etwa in den Mengen, in denen iangerkettige Oligoadenylsduren bei der chemischen
Polykondensation® von ca. 1 mmol Desoxyriboadenosin-5'-monophosphat anfallen.

Die Polykondensation, die zur Zeit das einfachste Verfahren zur Synthese von
Oligoadenylsiure in priparativen Mengen darstellt, erfordert vom Ausgangsmaterial
bis zum Polykondensat bereits sehr komplizierte Reaktionsschritte, wie bspw. die
Einfiihrung der Schutzgruppen und diz Kcndensationsreaktion. Nach der Polykon-
densation erbilt man eine komplex zusammengesetzte Mischung, in der ausser den
lirearen Kondensationsprodukten auch zyklische Verbindungen und Pvrophosphat-
derivate enthalten sind, die die Isolierung der gewiinschten Produkte erschweren.
Die Gawincung definierter Fragmente aus dem Polykondensat erfordert somit etwa
den gleichen Aufwand wie die Aufarbeitung eines Partialhydrolysats. Da die
Partialhydrolyse einer DNA im Gegensatz zur Polykondensation von Monenucleoti-
den keine wesentlichen Schwierigkeiten bereitet, stellt die praparative Isolierung der
Oligoadenylsauren cine einfache Aliernative zur sehr aufwendigen und komplizierten
chemischen Synthese dar.

Aus dem Partialhydrolysat einer oxidierien DNA sind ausser den linearen
Oligonucleotiden auch Fragmente erhiltlich, die an beiden Enden Phosphatgruppen
tragen. Diese Oligonucleotidphosphate, die in praparativen Mengen bisher nur auf
einem komplizierten chemischen Syntheseweg erhalter werden, sind in jiingster
Zeit von besonderem Interesse, da mit ihrer Hilfe ein schritiweiser enzymatischer Auf-
bau von definierten DNA-Fragmenten méglich ist!®. Der von uns auigezeigte Weg
zur priparativen Isolierung dieser Fragmente kann moglicherweise dazu beitragen,
dass dizse neue aussichtsreiche Entwicklung schneller vorangetricben wird.

DANK

Diese- Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft grossziigig
unterstiitzt.

ZUSAMMENFASSUNG

Bei der alkalischen Hydrolyse oxidierter Heringsspermen-DNA erhilt man
ein komplexes Gemisch von Desoxyriboadenylsduren. Nach der siulenchromato-
graphischen Entfernung der Fragmente mit 1-3 Monomereinheiten verbleiben noch
ca. 109, des Partialhydrolysats. Dieser Rest, der die hohermolekularen Fragmente
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enthilt, wird an einer PV(pT),—DEAE-Cellulose S3ule iiber den Basenpaarungs-
mechanismus im zweistufigen Temperaturgradienten in 2 Fraktionen getrennt. Die 1.
Fraktion, die bei —4° cluiert wird, enthiit die Verbindung (=~ 959 der aufgetrage-
nen Probe), die keine Basenpaare mit den immobilisierten Oligothymidylsduren ein-
gehen. Die restiichen ca. 59, die bei —4° an der PV(pT),-DEAE-Cellulose hybri-
disieren, verlassen bei 30° in der 2. Fraktion die Saule. Aus der 2. Fraktion werden
nach enzymatischer Dephosphorylierung Homologe der Desoxyriboadenylsdure mit
bis zu 8 Monomereinheiten chromatcgraphisch rein im praparativen Massstab
saulenchromatographisch isoliert. Reinheit und Struktur der isolierten Adenylsdvren
werden papierchromatographisch und durch enzymatische Hydrolyse ermittelt.
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