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SUMMAFCY 

Preparative i.mZ~tio:~ of &oxyribo&nyZic acidrs from hyriiolysates of oxidized herring- 
sperm DNA using template-chromatograph-v 

The alkaline hydrolysis of oxidized DNA from herring sperm yields a complex 
mixture of deoxyriboadenylic acids. After the removal of *be fragments containing 
1-3 monomer units by column chromatography, approximately 10% of the partial 
hydrolysate remains. This remaining fraction which contains 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 Grst 
fraction eluted at -4”, contains the substances (W 95 % of the sample) that undergo 
no base-pairing with the immobilised oligotbymidyhc acid units. 

The remaining 5% of the sample that hybridizes with PVO,-DEAE-Cellu- 
lose at -4”, is eluted at 30” (fraction 2). After enzymatic dephosphoryIation, 
homologues of deoxyriboadenylic acid containing up to 8 monomer units are 
isolated on a preparative s&e 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. 

Vor kurzem haben wir iiber die peparative Lsolierung vo6Oligomeren der 
Desoxyriboadenyltiure aus dem Partialhydrolysat oxidierter Heringsspermen-DNA 
berichtetl. Mit den bekannten chromatographischen Methoden waren bisher nur 
kurzkettige Oligomere aus dem Partialhydrolysat zug&@ich, w5brend definierte 
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l%gere Fragmente nicht isoliert werden konnten. Inzwischen gelang es uns mit Hilfe 
der Template-Chromatographie, in der die SpezifZtit des Basenpaarungsmechanis- 
muses nach Watson und Crick znr Trennung genutzt wird, aus dem Partialhydrolysat 
chromatographisch reine Qligodesoqriboadenyls&tren mit bis zu 8 Monomerein- 
heiten im ptiparativen Massstab zu isolieren, wie im folgenden gezeigt wird. 

EXPERIMENTELLES 

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

A-25 (Pharmada, Uppsala, Schweden); Membranen (Amicon, Lexington, Mass., 
USA_); Chromatographiepapier 2316 (Schleicher & Schull, Dassel, B.RD.); 
Enzyme: Allcalische Phosphatase, Orthophosphorsaure-Monoester-Phosphohydrola- 
se (alkalisches Optimum) (EC 3.1.3.1) ; Phosphodiesterase I, Oligonucleat-5-Nucieo- 
tidohydrolase (EC 3.1.4.1) (Boehringer, Mamheim, B.R.D.); Nucleintiurebausteine: 
dA, pdA (PWA Waldhof, Mannheim, B.R.D.); PV(pT)=DEAE-Cellulose wurde in 
unserem Labor synthetisiert*. 

L@inittelsysteme 
(A) Ethanol-l M Ammoniumacetat (PH 7.5) (7:3, v/v); (B) I-Propanol- 

konz. Ammoniakliisung-Wasser (55 : 10: 35, v/v/v). 

Vorbehandhazg der DNA 
Eufliche DNA aus Heringsspermen wird unter den friiher beschriebenen 

Beclingungenl mit KMnO, oxidiert und anschliessend alkalisch hydrolysiert. Die 
hierbei erhaltene stark verunreinigte Mischung von Desoxyriboadenyls%reren wird 
an QAE-Sephadex A-25 im steigenden Salzgradienten bei pH 7.5 fraktioniert. 
Desoxyriboadenyls%rren mit l-3 Monomereinheiten, die zusammen mit zahheichen 
Verunreinigungen ca. 85% des Partialhydrolysats ausmachen, verlassen die Siule in 
5 gut voneinander getrennten Peaks. Die restlichen ca. i5% des Hydrolysats werden 
anschliessend mit 1 M NaCl gemeinsam in Peak VI eluiert. Im folgenden wird die 
weitere hfkennung des Lyophilisats von Peak VI beschrieben. 

S&denchromatographiscSe Z-ennwzg des Lyophilisats VOR Peak Vi an PV(pT),- 
DEAE-Cellulose (vgl. Fig. I) 

Die in der folgenden Trennung verwendete PV(pT)-DE4E-Celhrlose SZZule 
(20 x 2 cm) ist &it einem Ktiantel versehen, der mit einem Thermostaten verbun- 
den ist. Die Elution der ZZule erfolgt mit 1 M NaCl, 0.01 M NazHPO, (pH 6.5). Der 
Durchfluss wird mit einer Schlauchpumpe auf ca. 4.0 ml/h eingestellt. 

Ca. 100 mg (e 1200 Am- Einheiten) des Lyophilisats von Peak VI werden in 
2 ml des ElutionspufIers gel&t und bei 30” auf die PVO,-DEAF-Cellulose auf- 
getragen. Nachdem die Probenliisung in das Gelbett eingezogen ist, wird die .%&de 
auf 4” gekiihlt und anschliessend so lange bei dieser Temperatur eluiert, bis die 
Absorption des Eiuats nach einem steiien Anstieg (Peak I) unter 0.04 &,-Einheiten 
failt, Dieser Wert wird nach 300-350 ml erreicht. Dam unterbricht man die Elution 
und erwZrmt die S%de auf 30”. Nachdem die sule ca_ 1 h bei 30” belassen wurde, 
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Fig. 1. Elutionsprofil der TempIate-Chromatographie von ca. 1200 A,-Einheiten einer Mischung 
h6hermolekuluer JksoxyriboadenylSu, die aus dem Patialhydrolysat oxidierter Heringssper- 
men-DNA isoliert wird. Die Trennung wird an einer PV@TkDEAE-Cellulose SWIe (20 x 2 an) 
im zweisttigen Temperaturgrad~enten mit 1 M N&3. 0.01 A4 Na,HPO, (pH 6.5) duhgefiihrt. 
Durchfluss: 40 ml& Die Produkte von Peak LL werden vereinigt, entsalzt, lyophilisiert, enzymatisch 
dephosphoryliert und ansckdi-d sn QAE-Sephadex rechrouxztographiert (vgl. Fig. 3)_ 

wird die El&on fortgesetzt und so lange weitergefiihrt, bis die Absorption nach dem 
2. stei!en Anstieg (Peak II) wieder unter 0.04 &,,-Einheiten fallt. Hierzu werden CQ. 
IO0 ml Eiutionsptier beniitigt. Fraktionen zu 10 ml werden gesammelt. Die Absorp- 
tion jeder Fraktion wird bei 250,260 und 280 nm spektralphotometrisch gemessen. 
Die Auftragung der bei &, erhaltenen Messwerte gegen das ElutionsvoIumen fi_&rt 
zn dem in Fig. 1 abgebiideten ElutionsproGI. Die Fraktionen von Peak II der Fig. 1 
werden vereinigt, an einer UM 2 Membran entsati und anschliessend lyophilisiert. 
Die Lyophilisate von Peak II aus 15 Trennungen, CQ. 940 A,,-Einheiten, werden 
vereinigt und anschliessend enzymatisch dephosphoryliert. 

Enzymatische Dephosphoryliemng des Lyophiiisats van Peak 11 der Fig. I 
Ctz. 40 mg (940 Aza- Einheiten) der aus 15 Trennungen vereinigten Lyophili- 

sate von Peak II werden in 2 ml Wasser gel&t, mit 0.2 ml 1 M Tris-HCl (pH 8.1) 
und 0.1 ml der &u&hen zdkalischen Phosphatasesuspension (2000 U) versetzt und 
anschiiessend 8-12 h bei 37” inkubiert. Danach wird der Reaktionsansatz mit 
Wasser auf 15 ml verdiit und, wie im folgenden beschrieben, an einer QAE- 
Sephadex A-25 Saule fraktionieti. 
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Die Reaktionsibsung, die nach der enzymatischen DephosphoryIienmg anfat, 
wird auf eine mit 100 m&f NaCl, 50 mM Tris-HCI @H 7.5) fquilibrierte QAE- 
Sephadex A-25 S%de (47 x 2 cm) aufgetragen. Anschliessend wini die Sule bei 
Raumtcmperatur zun&hst mit 2 I 100 m&4 NaCI, 50 mM Tris-HCI @H 7.5) 
eluiert. Die Elutionsgeschwimiigkeit wird mit einer Schlauchpumpe auf CIZ. 300 ml/h 
eingestellt. Danach wird die El&on im linear steigenden Nail Gradienten fortge- 
setzt, der eben&IIs mit Tris-HCI auf pH 7.5 geptiert ist; 4 I 100 s&f NaCI, 50 
m&f Tris-HCl im Mischgefass; 4 I 300 mM Nail, 50 mM Tris-HCl im Vorrats- 
gem. 

EIutionsvoL 1 I 1 ____c 

Fig. 2 EGior~.protil der sZuIem3xronutognphkheo Nachtremung van cu. 940 &&inheiten deer 
vereinigt~ dephusphorylierten Lyophilkte ~0x1 Peak II der Fig. 1. DC Rechromatographie v&d 
!S Xaumtanperatur an e&r QAE-Sephadex A-25 SZuIe (47 x 2 cm) im steigenden NaCbGradienten 
@H 7.5) durchgefiiti. Experimentelle Einzeiheiten s. lkschreibmg der Vmsucfie und TaixUe I. 
Die &uakterisie_mng der OIigodesoxyriboadenykSu-en, die in Peak l-7 eluiert werda~, is: in TaklIe 
II aufgefiihrt_ 

Nach diesem Gradienten wird die Sidle mit CQ. 0.5 1 1 M NaCI eluiert. 
Fraktionen zu 20 ml werden gesammelt. Von den ersten 50 Fraktionen wird C;ic 
Absorption jeder f&&en, von den folgenden die jeder zehnten Fraktion bei 260 s.uc 
gemessen. Das ,Qphische Auf%ge~ der Messwerte gegen das EIutionsprofiI f%ut 
zu dem in Fig. 2 abgebifdeten Elutionsprofil. F_&onen von Peak 1-7 werden 
innerhaIb der senkrechten Strichelung vereinigt und durch UItrafiltration entsaIzt. 
Die EntsaIzung der Produkte aus Peak I-3 wird an einer UM 0.5 durchgef?ihr& 
w&end die Fraktionen von Peak 4-7 an einer UM 2 Membran entsalzt werden. 
Das Retentat ist saI&ei, werm im EIuat bei Zusatz von AgNO, keine Triibung 
auftritt. Die entsaIzten tisurgen werden im Vacuum konzentriert und anschliessend 
auf Papier chromatographiert- Die Trennergebnisse sind in TabelIe L zusammen- 
gefasst. -. 



PRAPARAm IsOlJEluJNG YON DEs0xYRlB0AD!3NYLsA~ 123 

TABELLE I 

ERGEBNTSSE DJZR SL%JLEWCHROMAT~~GRAP~~E~~N NA-G VON 940 
A-- DER -OJZGGDESOXYRiBOADENYLSi%UREMSCHUNG, DIE AN 
PV(pT)rDEAEZELLULOSE IN PEAK H DER FIG_ 1 BEZ 3OO” ELUKERT WIRD - 
Die Re&rcmatogrq&ie der dephasphoryIierten Oligontxckotide wird i~~l QAE-Sephadex A-25 im 

- enruxie:47 x 2cm;D1mzMluss:3GOnrl/ yen Naci-Gradiente bei pH 7.5 durchgeftihrt. Saul 
. 

Pexzk arts Fg. 2 Ekfiert 6ei 
NaCt-Konz. 
(MI 

Isolierre O&odtSo~ri&oatienyGuren 

Am-E%. An?eil der Mkchzng 
l%) 

Bezei~ 

0.10 

030 
O.lfo.15 
0.18-0.20 
0.21-0.24 
0.2U.27 
029-0~30 
1M 

136’ 
82' 

41' 

36’ 
43’ 
52’ 
44’ 

146 

112 

14.4 
8.7 
4A 
3.8 
4.6 
5.5 
4.7 

15.5 

119 

- Nach der Entsahmg_ 

Emymatische Sp~ltung der Oligodesoxyriboadenykiwe mit Phosphodies:erme ms 
Schhmgengifr 

Zur enzymatischen Hydrolyse werden CQ_ 10-15 A,,-Einheiten der betreffen- 
den OligoadenyisZure vom Papier eluiert- Das Eluat, CQ. 100-150 ~1, wird mit IO ,uI 
0.1 I’/‘/ MgC&-IBung, 10 ~11 M Tris-HCi (PH 8.1) und 10 ~1 der k&d&hen Enzym- 
l&sung verse&t_ 

Der Reaktionsansatz wird 3 h bei 37” inkubiert und auschliessend auf Papier 
im Laufinittelsystem A aufgetrennt. Die Flecken von dA und pdA werden vom 
Papier eluiert. Die Absorption der Eluate wird bei 260 nm gemessen. Aus dem 
Vermtnis der _Messwerte van dA zu pdA errechnet sich die Kettenlguge der ur- 
spriinglichen Oligoadenyl&ure. 

ERGEBNISSE 

DNA aus Heringsspermen wird im 30 g hsatz auf dem friiher beschriebenen 
Weg tit KMn04 oxidiert’. Hierdxurch werden die Nucleobasen Thymin, Cytosin 
und Guanosin im Molekiilverband der DNA zerstii_rt, wghrend Adenin unter diesen 
Eedingungen nicht merklich angegr%en wird. Aus der oxidierten DNA werden nach 
Hydrazinolyse und durch anschliessende alkalische Hydrolyse Oligodesoxyribo- 
adenyls%xen freigcsetzt. Die durchschnittliche Ausbeute an DNA-Hydrolysat liegt bei 
ea. 30% (a 9 g). 

Bei der sZulenchromatographischen Fralctionierung d&es sehr komplex zu- 
sammengesetzten Partialhydrolysats, die im 5 g Ansatz an QAE-Sephadex durchge- 
fti wird, werden ca. 55% des Hydrolysats in 5 deutlich voneinander getrennten 
Peaks eluierL CQ. 30% gehen in den Fraktionen zwischen den verschiedenen Peaks 
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verloren, w5hrend die restlichen ca. 15 % in Peak VI mit 1 M NaCl die S5ule ver- 
lassen (vgl. Fig. 1 der frtiheren Arbeiti). Nach Entsalxung erb5lt man ca. 500 mg 
des Lyophilisats von Peak VI, die ca_ 3 % der eingesetzten DN_4-Menge ausmachen. 

Durch Rechromatographie der Produkte aus Peak l-5 weden unterschied- 
lich phosphorylierte Oligomere der Desoxyriboadenyltiure und unvollstamiig hydro- 
lysierte Fragmente mit bis N 3 Monomereinheiten in chro~_atographisch reiner 
Form e&&en_ Aus dem Lyophilisat von Peak VI, das die Hngerkettigen Oligo- 
adenyls5uren entilt, siud mit den gebr&&tlicben chromatograpbischen Methoden 
bisher nur p(dA),p und die Mischung der Sequeuzisomeren p(dA)6, (dA),p zug&g- 
lich, die zu sammen ca. 30% dieses Lyophilisats ausmachen. Die restlichen Produktc 
aus Peak VI konnten bisIang nicht aufgetrennt werden, obwohl wir bierzu zahlreiche 
Trennversuche unternommen haben, in denen Temperatur und pH-Wert variiert und 
ausser QAE-Sepbadex such DEAE-Cellulose verwendet wurdcn. Auch der Zusatz 
von 7 M Hamstoff zum ElutionpufTer fiihtte zu keinem Erfolg. 

Erst mit Hilfe der Template-Chromatographie an PV(pT)._,-DEAE-Cellulose 
gelang eine befriedigende Auftrennung des Lyophilisats an Peak VI und damit die 
pr5parative Isolierung hiihennolekuiarer OligudesoxyriboadenylsZuren defmierter 
Sequem. Bei der PV(pT),-DEAE-Cellulose handelt es sich urn DEAE-Cellulose, die 
mit kovalent an Polyvinylalkohoi (PV) gebundenen Oligomeren der Desoxyribo- 
thymidyissure (pT)= beladen ist. Dieses Tremunaterial haben wir friiher zur prapa- 
rativen Trennung synthe?ischer Oligoadenyiduren eingesetzt2. Die Template-Chro- 
matograpbie basiert auf dem Basenpaarungsmechanismus nach Watson und Crick. 
Unter Bedingungen, bei denen Oligonucleotide mit komplement%en Partuem Basen- 
paare ausbilden, werden Oligodesoxyriboadenyltiuren an den stationgr gebundenen 
komplement5ren Desoxyribothymidyls5ureresten spezifisch adsorbiert, w&rend 
Veruorzinigungen und alle Fra_mente, die keine Basenpaarung eingehen, eluiert 
werden. Anschliessend werden die hybridisierten Oligonucleotide bei Temperaturerhij- 
hung desorbiert, da die Basenpaarung oberhalb der sogenannten Schmelztemperatur 
aufgeboben wird. Die Tempiate-Cbromatograpbie wird bisher vor allem in analy- 
tischen Trennungen ein_=tzt wie bspw. zur Isolierung verscbiedenster mRNA, die 
mit Hilfe von Oiigo(dT)-Cellulose durchgefiihrt wird. Zur pdparativen Isolierung 
natiirlicher DN_4-Fra_gmente wurde dieses spezifische Trennverfahren noch nicht 
genutzt. 

Die Auftrennung der langerkettigen Oligodesoxyriboadenyltiuren aus Peak 
VI wird mit Hilfe der Template-Cbromatogbie an PV(pT)-DEAE-Celltrio% wie 
folgt durchgefiihrt. 1oC 500 mg (1200-XKKl AZ60 -Einheiten) des Lyophilisats von 
Peak VI werden in ca. 2 ml des Eiutionspuffers 1 M NaCl, 0.01 M Na,HPO, @H 
6.5) gtlost und auf die, auf 30” erwlrmte PV(pT)-DEAE-Ceilulose S5ule (20 x 2 
cm) aufgetragen. Anscbliessend wird die Saule auf --4” gekilhlt und zun%%st bei 
dieser Temperatur mit dem gleichen Pufl?er eluiert (vgl. Fig. 1). Unter diesen Be- 
dingtmgen werden die nicht komplemenuiren Verbindungen und die kmzen Oligo- 
adenyltiuren der mobilen Phase, die keine Basenpaare ausbilden, in Peak I der 
Fig_ 1 eluiert, wgbrend die komplementiren ltigerkettigen Oligoadenyls%uen Gber 
den Basenpaarungsmecbanismus an den immobilisierten Oligotbymidyls&ueresten 
der stationaren Phase adsorbiert werden. Die adsorbierten Oligoadenyls%ren werden 
anschliessend in einem “Temperaturstoss”, der oberhalb ihrer Schmelztemperatur 
lie,& auf einmal desorbiert und gemeinsam in Peak 11 der Fig. I von der PV(pT)= 
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DEAE-Cellulose eluiert. Da vermutlich im Partialhydrolysat det oxidierten Herings- 
spermen-DNA Oligoadenyls%ren mit mehr als 9 Monomereinheiten nicht auf%eten, 
w&len wir als “Temperaturstoss” 3Q”, da bspw. p(dA), zwischen 25 und 32” von 
einer Oligo(dT)Cellulose Sgule eluiert wird3. 

Von der aufgetragenen Probe verlassen in Peak I bereits 95-97% bei 
-4” die S%tle, w%rend nur 25% (70-150 A,,-Einheiten) hybridisieren. Die 
Ausbeute an adsorbiertem Material (Peak II) hangt von der aufgetragenen Proben- 
menge ab, Die prozentual hijchste Ausbeute erhat man bei der Auftremmng von ca. 
1200 A=-Einheiten, von denen durchschnittlich 6% bei -4” gebunden und bei 30” 
eluiert werden, w&end dagegen von 5OQQ au&etragenen A,-Einbeiten mu CQ. 
3 % in Peak II erhalten werden. 

Die Kapazit% der PVO,-DEAE-Cellulose ist im Vergleich zu den friiheren 
Trennungen, in denen synthetische Oligodesoxyriboadenyl&rren fraktioniert wurden, 
drastisch emieclrigt*. Dies ist sicherlich darauf mriWmfiiiien, class die eingesetzte 
PV(pT)=-DEAE-Cellulose tiber 4 Jahre in zahlreichen Trennungen verwendet wurde 
und hierdurch den griissten Teil ihrer urspriinglichen Kapazitit durch Alterung ver- 
loren hat. Die Ergebnisse zeigen aber au&, dass die PV(pT),-DEAE-Cellulose ein 
ver~tnism%sig stabiles Trennmaterial darstellt, dass tiber einen bemerkenswert 
langen Zeitraum verwendet werden kann. 

Die Fraktionen von Peak I und 11 werden durch Ultr&hration entsalzt 
und lyophilisiert. Das Lyophilisat von Peak I wird nochmals an PV(pmn-DEAE- 
Cellulose nachgetrennt, w%rend die Produkte aus Peak II aus mehreren L&&en 
gesammelt und dann gemeinsam an QAE-Sephadsx fraktioniert werden. 

Uherraschenderweise werden bei der Rechromatographie der in Peak I eluierten 
Produkte 3-5x der aufgetragenen A,- Einheiten bei -4” an der PV(pT)-DEAE- 
Cellulose adsorbiert und bei 30” in Peak II eluiert. Selbst nach clreimaliger Rechro- 
matographie der gleichen Probe werden im 4. Lauf immer noch 2% adsorbiert. 
Dieses unerwartete Ergebnis erkltien wir damit, dass Peak I kurze OligoadenylsBu- 
ren en-t, die aufgmnd ihrer terminalen Phosphatgmppen keine Basenpaare aus- 
bilden. Aus eigenen turd aus anderen Arheitet# w&en wir, dass terminale Phos- 
phatgruppen bei kurzen DNA-Fragmenten die Ausbildung von Easenpaaren er- 
schweren oder gar verhindern. Bspw. werden Trinucleosiddiphosphate der Desoxy- 
riboadenyIs&.tre an PV(pT&-DEAE-Celhtlose st&ker als Trinucleotide adsorbiert, 
wtind Trinucleotidphosphate nicht adsorbiert werden. Da die terminalen Phos- 
phatgruppen hydrolyseemp&ilich siod5*s, werden vermutlich bei der Entsalxung 
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 M&hung aus Peak L adsorbiert und 
claim in Peak II eluiert_ 

Zur IdentifXerung und Charakterisierung der Produkte aus Peak.11 wird das 
Lyophilisat an QAE-Sephadex nachgetrennt (vgl. Fig. 2). Zur Rechromatographie 
werden die Lyophilisate van Peak II aus 15 Trennungen (insgesamt C(I. 940 
RW-Eiuheiten) vereinigt, Da in Peak 11 vermutlich unterschiedlich phosphorylierte 
Oligoadenyltiuren enthalten sind, so dass eine verhi&nistissig komplex zusam- 
mengesetzte Mischung vorliegt, wird das Lyophilisat vor der Rechromatographie zur 
Entfemung der terminalen Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase behandelt. 
Nach der enxymatischen Dephosphoryliemng erhHt man eine M&hung homologer 
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OIigoadenyIGuren @!A)” die sich ohne Schwierigkeiten an QAE-Sephadex wie folgt 
auftrennen hlsst. 

Die Liisung der dephosphoryIierten Prodnkte wird auf die SlnIe aufgetragen 
und bei Raumternperatur in steigenden NaC1-Gradienten eluiert (vgI. Fig. 2). Zu- 
ngchst eluiert man die SauIe mit 0.1 M NaCI, 0.05 M Tris-HCI (pH 79, wobei in 
Peak 1 und 2 CQ. 15 % bzw. 10% der aufgetragenen M&hung die %uIe verIas.sen. 
AnschJiessend wird die EIution mit eiuem Iinear steigenden NaCI-Gradienten fort- 
gesetzt. Hierbei werden nacheinander Peak 3-7 eItiert, die jeweih zwischen 5 und 
7% der aufgetragenen ProbeIiisung enthahen. In den Fraktionen zwischen den 
Peaks werden ca. 12% des LyophiIisats von Peak If eluiert, w&rend die restIichen 
CG. 16 % mit 1 M NaCI in Peak 8 die S&de verlassen. Die Zwischenfraktionen sowie 
die Produkte aus Peak 8 werden verworfim. Die Peakfraktionen innerhalb der 
seukrechten Sttichelung werden vereinigt turd entsaIzt_ Die Ergebnisse sind in TabeIIe 
I zusammengefasst. Nach der Rechromatographie werden von der urspriinghchen 
IMischung, die die PV(pT),-DEAE-CeIlulose bei 30” in Peak II verlisst, nur noch 
etwa 45% erhahen. OIigoadenyItiuren mit 4 und mehr Monomereinheiten, die auf- 
grund der Ergebnisse analytischer Trennungen’ etwa 34% des Partialhydrolysates 
ausmachen solhen, werden bei der peparativen Aufarbeitung des Partialhydrolysats 
der oxidierten Heringsspermen-DNA nur in Mengen zwischen 0.1 und 0.05% be- 
zogen auf die eingesetzte DNA e&&en. 

Die niedrige Ausbeute fiiiin wir darauf zuriick, dass bei der Aufarbeitung 
des PartiaIhydroIysats ein TeiI verlorengeht und Hngerkettige zn kiirzeren Frag- 
menten abgebaut werden. Rereits bei der UItraliItration gehen bis zu 20% der in 
einem Peak ehderten Oligoadenylsauren verloren. Dieser Verlust ist nicht nur 
daranf znriickzuflihren, dass die Membrau OIigonucIeotide nicht vollstgudig zuriick- 
h5lt, sondern vor allem daranf, dass ein Teil der OligoadenylGuren w&rend der 
UItrafIItration hydrolysiert. Ein deuthcher Reweis fiir den PartiaIabbau der OIigo- 
adenyIs&ren w&rend der Aufarbeitung zeigt sich darin, dass bei der Rechromato- 
grqhie der Proclnkte aus Peak II, Di- und Trinucleotide gefunden werden. Da diese 
Verbindung bei den vorangehenden Trenmchrittenl an QAE-Sep..ldex bereits aus 
den PartiaIhydroIysat entfemt werden, k&men sie somit nicht in Peak VI entI&teu 
scin und miissen daher erst nachtighch aus den Hngerkettigen Fragmenten dnrch 
partiellen Abbau gebildet worden sein. Ausserdem werden Dimere der AdenyIs&ue 
an PV(pT)a-DEAE-CeIIuIose nicht adsorbiert, so dass sie bei der TempIate-Chro- 
matographie die %luIe in Peak I verlassen w&den und nicht in Peak II gelangen 
kbnnen. 

Zur Bestimmung der Reinheit und Identifizierung werden die Produkte der 
entsakten Peakfkaktionen (Peak I-7 der Fig. 2) papierchromatographisch unter- 
sucht. Im Papierchromatogramm wandem die Produkte in einheitlichen F&ken 
unterschiedlich schnell (vgI. TabeIle II). Das Absorptionsverh&nis der vom Papier 
eluierten Oligonucleotide von 250/260 und 2801260 entspricht den fiir OIigoadenyI- 
sauren charakteristischen Werten von 0.82 bzw. 0.20. Diese Daten zeigen hereits, 
dass in Peak 1-7 OIigomere der Desoxyriboadenylsfiure mit steigender Kettengkder- 
zahI in chromatographisch reiner Form enthaiten sind. Dieser Refund wird durch 
die enzymatische Hydrolyse mit Phosphodiesterase ans SchlangengB zu&tzlich 
bestitigt. 

Phosphodiesterasc baut bekauuthch Oligonucfeotide vom 3’-Ende schrittweise 
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TABELLEII 

PAPIBRCHROhfATOGRAPHISCBE R~WERTB’ U-ND ERGEBNISSE DER ENZYMATI- 
SCXIEN HYDROLYSE DER ISOLIERTEN OLIGODESOXYRIBOAD ENYJLS~UREN MIT 
PEIOSPIIOD-E AUS S CHLANGENGIFI 

Der0~?z&nyk&ren X+ Werte absre&e& S@akpr&kkukte nach Phosphadfesterare- 
l3kzekhKm.g rehm-v zupcta im -w 

Lubfi~telsystem B” Bezekhmmg Verhziltnie 

Erw-m-tet Behzchte~ 

:ig 
1.39 *pdA 1:t 1.0&1.05 
1.08 

$;Z 
1:2 Lo&l.93 

fClA)4 0.88 1:3 1.00:2.42 
@A)5 0.68 dA,P& 1:4 1.00:3.88 
MA)- 0.51 

2% 
15 1.00:4.84 

@Ah 0.39 1:6 1.0&5.6o 
(aA), 0.24 dA,P& 1:7 l.OCk6.84 

* Papier: Scbleicher & ScKiL1. Nr. 2316. 
** I-Fronanol-kohz Ammonia!&sung-Wasser (SS:iO:35, v/v/v). 

ab, wobei dephosphoryherte Oligodesoxyriboadenyls%xen zu pdA und der S-te&- 
nale Baustein zu dA abgebaut werden. Zur Bestimmung der Ketteniange wird ein 
Aiiquot des MretFenden Pie&ens mit Phosphodiesterase hydroiysiert und an- 
schliessend erneut auf Papier chromatographiert. Hierhei zeigt sich, dass die Oligo- 
nucleotide aus Peak 1-7 vollst5ndig abgebaut werden. Als Spaltprodukte treten aus- 
schliesslich pdA und dA auf, die mit Rei’erenzsubstanzen und aus den Absorptions- 
vedGhissen bei 250/260 und 280/2&I identikiert werden. Andere Nucleoside und 
Nucleotide werden im Papierchromatogramm nicht gefunden. Die Ergebmsse des 
enzymatischen Abbaus sind in Tahelle II zusammengefasst 

DISKUSSION 

Bei der Partialhydrolyse einer oxidierten DNA entsteht ein sehr komplex 
zusammengesetztes Gemisch verschiedenster Oligodesoxyriboadenylsluren und 
anderer Hydrolyseprodukte. Die Ergebnisse friiherer analytischer Arheiten iassen nur 
den Schhrss zu, dass im Partialhyclrolysat Ohgoadenyls&ren mit bis zu 5 Monomer- 
einheiten enthalten sind-. Wir hahen nicht nur die vermuteten Fragmente, sondern 
dariiber hinaus such Oligoadeny%uren mit bis zu 8 Monomereinheiten und andere, 
bisher nicht heschriehene Fragmente im ptiparativen Massstab aus dem Partial- 
hydrolysat isoliert und charakterisiert. 

Unsere Ergebnisse zeigen ausserdem, dass sich die Template-Chromatographie 
f?ir prgparative Trennungen ausgezeichnet eignet und praktikabel gehandhabt werden 
harm. W3rrel;d bei der Template-Chromatographie im analytischen Massstab die 
hybridisierten Oligoadenyls&ren von einer Origo(dT)-Celiulose S&Ie im stufen- 
fdrmigeng cder linearen Temperaturgradienteen nacheinander ehriert werden, ver- 
wenden wir in der ptiparativen TempIate-Chromatographie zur Hution der adsor- ’ 
bierten Ol.igoadenyJ.skren einen “Temperatursto~“. Hierdurch werden aJ.le hybridi- 
sierten Oligonucleotide auf einmal desorbiert und E&men anschliessend an QAE- 
Sephadex nachgetrennt werden. In dem von uns gew&lten Weg sehen wir ge- 
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geniiher der Verwend:mg eines Temperaturgradienten folgende Vorteile. Die ter- 
miscb bzbilen Oiigoadeuyls&ren werden nur kmzftistig belaGet md ftien in einem 
kleinen Elutionsvohnnzn an, das schnell ems&t und aufge&eitet werden &arm. 
Ausserdem werden Gemische von OligoadenyIsZuren an Q&-Sephadex im Sal_%- 
gradien*m weitaus hesser- und schneller aufgetrennt aIs bspw. an Oligo(dT)-GzBu- 
lose im Temperaturgradiemen. Die hohe Kapazit2t van QAE-Sephadex err&g- 
iicht ausserdem die Produkte aus mehreren IL.&.&n, die an der PVO_-DEAE- 
Ce&rlose durchgefuhrt qerden, zu vereinigen und dann gemeinsam in einem Lauf an 
QAE-Sephadex nachzutrermen. 

Trotz des prozenti sehr niedrigen Ante& der Bngerkettigen Oligoadenyt- 
s5uren am Partialhydro!ysat der oxidierten Eieringsspermen-DNA erhiitt man bei 
der praktikahel zu handhahenden Aufarbeitung VOQ ca. 30 g DNA dim Fragme~te 

e&s-a in den Mengen, in denen Zngerkettige Ohgoadenyl&Ken bei der chemischen 
Polykondensations van CQ. 1 mm01 Desoxyriboadenosin-S-monophosphat a&hen. 

Die POIJ&OQ&QS&OQ, die mr Zeit das einfacbste Verfahren zur Synthese VOQ 
OligoadenylsZure in pr@arativen Mengen darstellt, erfordert vom Ausgangsmaterial 
bis zum Polykondensat bereits sebr komplizierte Reaktionsschritte, tie bspw. die 
Einfi&nmg der Schutzgruppen und die ~OSIdeQS&OQSX?ktiOQ_ Nach der Polykon- 
densation ermt man eine komplex zusammengesetzte Mischung, in der ausser den 
linearen Kondensationsprodukten such qtische Verbinduugen und Pyrophosphat- 
derivae entbalten sind, die die Isolierung der gewunschten Produkte erscbweren. 
Die Gewinnung defInierter Fragmente aus dem PoIykondemat erfordert somit etwa 
dtn gIeichen Aufwand wie die Auf~beitung eiues Partialhydrolysats. Da die 
PartialbydroXyse einer DNA im Gegensatz zur Polykondensation von Mononucleoti- 
den keine wesentichen Schwierigkeiten bereitet, stelh die ptiparative Tsoherung der 
Ohgoadenyis5uren eine einfache Aitemative zur sehr aufwendigen und komphzierten 
chemischen Synthese dar. 

Aus dem Partialhydrolysat einer oxidierten DNA sZnd ausser den linearen 

O!igOQUCkotideQ such Fragmente erb&lich, die an beiden Enden Phosphatgruppen 
tragen. I&se OligonucIeotidphospbte, die in pr2parativeQ Mengen bisher nur auf 
einem komplizierten chemischen Syntheseweg erhahen werden, sind in jiingster 
Zcit van besonderem Interesse, da mit ihrer Hilfe ein schrittweiser enzymatischer Auf- 
bau von definierten DNA-Fragmenten m6,glich ist’“. Der VOQ ws ;&ezeigte Weg 
zur p&parativen Isolierung dieser Fragmente kann m6ghcherweise dazu beitragen, 
dass d&e neue aussichtsreiche Entwicklung schneller vorangetriehen wird. 

Diese Arbeit wurde -VOQ der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
usIte~tzt_ 

Rei der alkalischen Hydrolyse oxidierter Heringssperm en-DNA e&h man 
em komplexes Gem&h van DesoxyrihoadenyIs&ren. Nach der tiulenchromato- 
grapbischen Entfemung der Fragmente tit 1-3 Monomerelnheiten verbleiben noch 
CCI. 10% des ~Partialhydro1ysat.s. Dieser Rest, der die hiihermolekularen Fragmente 
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enWG wird au eiuer PV@T),-DEAE-Gzlhx.lose S&de iiber den Basenpaarungs- 
mechanismus im ZweistuGgen Temperaturgradienten in 2 Fraktionen getremf. Die i. 
Fmktion, die bei -4” eluiert wird, enat die Verbindung (W 95% der atigetrage- 
nert Probe), die Mae Ibsenpave mit den imuobilisierten Oligofhymidyls~uren ein- 
gehen. Die rest&hen ca. 5%, die bei -4” an der PVO,-DEAE-Cellulose hybri- 
disk-en, verkssen bei 30” in der 2. Fraktion die SWle. Aus der 2. Fraktion werden 
nach euzyruatischer Dephosphorylierung Horuolo~ der Desoxyriboadenylsktre tit 
bis zu S Monomereinheiten cbromatographisch rein im pr&parativen Massstab 
s&zleuchromatographisch isoliert. Reinheit uud Struktur der isolierten AdenylsZuren 
we&m papierchromatographkch und durch enzymatische Hydrolyse ersuittelt. 
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