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SUMMARY

Preparation of oligomers cf deoxyriboguanylic acids by partial chemical hydroiysis of
DNA

A new method for the preparation of oligodeoxyriboguanylic acids is de-
scribed. By hydrazinolysis and subsequent alkaline hydrolysis, DNA from herring
sperm is degraded to deoxyriboguanyvlic acids on a preparative scale. The partial
hydrolysate is preseparated into fractions of high and low molecular weight by
column chromatography on basic anion exchanger, and then further fractionated.
In this way, it is possible to obtain, on a preparative scale, oligomers of deoxy-
riboguanylic acid with differing degrees of phosphorylation up to five moaomer
units, which are still partially impure. In a final step, the remaining impurities were
removed by preparative paper chromatography on cellulose. The advantages and
disadvantages of this method over the chemical synthesis of oligedeoxyriboguanylic
acids are discussed.

EINLEITUNG

Oligonucleotide definierter Sequenz sind in priparativen Mengen derzeit nur
auf synthetischen Wegen zuganglich. Die verschiedenen Syntheseverfahren, die hierzu
zur Verfugung stehen, sind sebhr aufwendig und kompliziert'—3,

Vor einiger Zeit wurde mit der Entwicklung eines neuen Konzepts zur Dar-
stellung von Oligonucleotiden begonnen, das ohne chemische Synthese auskommt.
Leicht zuganglich DNA wird mit chemischen Methoden im priparativen Massstab
selektiv zu Oligonucleotidgemischen abgebaut. Auf diesem Weg kann DNA zur
Zeit selekiiv zu Pyrimidin-*, Purinnucleotid-® oder Oligoadenylsduregemischen® abge-
baut werden. Aus den hierbei anfallenden Partialhydrolysaten werden definierte Ver-
bindungen mit Hilfe eines Trennungsgangs in priparativen Mengen isoliert. In
diesem Trennungsgang werden verschiedene chromatographische Methoden, wie
Sdulenchromatographie an Ionenaustauschern, Papierchromatographie auf Cellulose,
praparative Template-Chromatographie und Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromato-
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graphie entsprechend den jeweils anstehenden Trennproblemen unterschiedlich ein-
geseizt und kombiniert. Wihrend die Aufirennung des Pyrimidinnucleotid-*#-6-19
und Oligoadenylsauregemisches®!* weitgehend geldst ist, steht die Aufarbeitung des
Purinnucleotidgemisches noch am Anfang.

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Verfahren beschrieben, das die
selektive Partialhydrolyse einer DNA zu Oligoguanylsduren im praparativen Mass-
stab erlaubt. Ausserdem wird ein Trennungsgang aufgezeigt, nach dem die Auf-
arbeitung des Oligoguanylsiuregemisches mit befriedigesnden Ergebnissen méglich
ist. In dem verwendeten Trennungsgang werden im wesentlichen wiederum die
Methoden kombiniert, die sich zur Fraktionierung der bisher erhaltenen Partial-
hydrolysate bewdhrt haben. Da aber Oligoguanylsiuren im Gegensatz zu anderen
Oligonucleotiden besonders stark zur Assoziation neigen, treten bei der Aufiren-
nung von Oligoguanylsiuregemischen Komplikationen!'? auf, die zusitzliche Trenn-
schitte erforderlich machen. Trotz dieser Schwierigkeiten sind auf dem im folgenden
beschricbenen Weg Oligoguanylsiuren wesentlich einfacher als durch chemische
Synthese zuginglich!?-13. Ausserdem werden aus dem anfallenden Partialhydrolysat
nicht nur die Oligoguanyisiduren erhalten, die auf synthetischem Weg zuginglich sind,
sondern auch Verbindungen, die bisher nicht synthetisch dargestellt wurden.

EXPERIMENTELLER TEIL*

Material

Chemikalien. Chemikalien werden in “chemisch reiner” Form verwendet.
DEAE-Cellulose (Whatman DE-23, W. & R. Balston, Maidstone, Great Britain);
QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden); Membranen (Amicon,
Lexington, MA, U.S.A); Chromatographiepapier 2316 (Schieicher & Schiill, Dassel,
B.R.D.); Enzyme: Alkalische Phosphatase, Orthophosphorsiure-Monoester-Phos-
phohydrolase (alkalisches Optimum) (EC 3.1.3.1.), Phosphodiesterase I, Oligonucle-
otid-5"-Nucleotidhydrolase (EC 3.1.4.1.) (Boehringer, Mannheim, B.R.D.); DNA,
Nucleinsiurebausteine: dG, pdG (PWA Waldhof, Mannheim, B.R.D.). Die Referenz-
nucleotide (dG),, (dG);, (dG)s;, p(dG), und p(dG); werden in unserem Labor
synthetisiert.

Laufmittelsysteme. (A) Ethanol-1 M Ammoniumacetat pH 7.5 (7:3), (B)
1-Propanol-konz. NH,OH (55:10:35), (C) Isobuttersdure-konz. NHOH-Wasser
(66:1:33).

Pufferlosungen. 1 M Tris-HCI-Puffer pH 7.5: 121 g (1 M) Tris weiden in
900 ml Wasser geldst, mit 50 ml konz. Salzsiure versetzt, dann mit Salzsiure auf
pH 7.5 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt.

Methoden
Die unter (1}-(6) beschrieben Ansitze werden drei bis vier mal durchgefiibrt.
(1) Partialhydrolyse von Heringsspermen-DNA. 100 g kiufliche Herings-
spermen-DNA werden in 200 ml Hydraziniumhydrat gelést und 4 h bei 60°C geriihrt.

“ Bei Abkiirzungen werden prinzipiell IUPAC-TUB Regeln befolgt (Eur. J. Biochem., 15 (1970)
203). Ais-Einheit = Nucleotid-Menge in 1 cm?® Solvens, die bei 260 nm die Absorption 1 ergibt
(Schichtdicke 1 cm). ’
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Die entstandene, braune Reaktionslosung wird am Rotationsverdampfer zur Trocke-
ne eingeengt, in Wasser aufgenommen und nochmals abrotiert. Der Sirup wird mit
ca. 400 ml Wasser versetzt und von ca. 10 g Rickstand abzentrifugiert. Der klare
Uberstand wird an einer UM 10 Membran solange ultrafiltriert bis die Absorption
des Eluats unter 100 4,-Einheiten sinkt. Das lyophilisierte Retentat ergibt, gemii-
telt aus drei Ansitzen 37 g eines hellbraunen Pulvers. Eine weitere Maoglichkeit zur
Isolierung der depyrimidinierten DNA besteht darin, dass der Riickstand der Hy-
drazinolyse in ca. 500 ml 0.3 M Natriumacetat-Lésungaufgenommen und mit 1.51
Ethanol versetzt wird. Nach kurzer Zeit setzt sich die depyrimidinierte DNA als hell-
braunes Ol am Boden ab, das nach Abdekantieren des Uberstands wie unter (2) be-
schrieben aufgearbeitet wird.

(2) Alkalische Hydrolyse der depyrimidinierters Heringsspermen-DNA. 40 g des
Lyophilisats bzw. das gesamte Ol (1) werden mit 1 liter 7 M Kaliumhydroxid versetzt
und anschliessend 1 h im siedenden Wasserbad erhiizt. Die Losung wird auf ca. 0°C
abgekiihlt und mit 70 %iger Perchlorsidure (ca. 520 ml) so langsam neutralisiert, dass
die Temperatur nicht itber 25°C steigt. Ausgefallenes Kalinmperchlorat wird auf einer
Nutsche abgesaugt und mit kaltem Wasser nachgewaschen. Filtrat und Wasch-
wasser werden vereinigt und an einer UM 10 Membran solange ultrafiltriert, bis das
Eluat weniger als 10 A.-Einheiten aufweist. Das lyophilisierte Retentat ergibt, ge-
mittelt aus dret Ansitzen 14 g eines hellbraunen Pulvers.

(3) Saulenchromatographische Trennung des Partialhydrolysats. Vortrennung
an DEAE-Cellulose. 14 g des Lyophilisats aus (2) werden in 2 1 Wasser gelost und auf
eine DEAE-Cellulose-Siule (70 x 3 cm I.D.) mit ca. 400 ml/h gepumpt. Nach dem
Auftragen der LSsung wird die Saule bei einer Laufgeschwindigkeit von ca. 800 ml/h
zunichst mit 4 1 Wasser eluiert. Hierbei sinkt die Absorption des Elvats unter 0.3
A,sp-Einheiten. Das Eluat wird verworfen. Im zweiten Schritt eluiert man die S3ule
mit ca. 10 1 0.1 M Natriumchlorid-0.05 M Tris—HCI pH 7.5. Im dritten und letzten
Schritt werden die noch adsorbierten Oligonucleotide mit 2 M Natriumchlorid
eluiert. Die Produkte der ersien Fraktion, die mit 0.1 M Natriumchlorid-Puffer die
DEAE-Cellulose-Saule verlassen, werden vereinigt, am Rotationsverdampfer kon-
zeatriert und an einer UM 2 Membran solange ultrafiltriert, bis das Eluat mit Silber-
nitrat keine Triibung zeigt. Das salzfreie Retentat wird lyophilisiert und ergibt 6-7 g
eines gelben Pulvers. Die Produkte der zweiten Fraktion, die mit 2 A Natrium-
chlorid die Saule verlassen, werden analog aufgearbeitet und ergeben 4-4.5 g eines
hellbraunen Lyophilisats.

(4) Rechromatographie des Lyophilisats der ersten Fraktion aus (3) an QAE-
Sepkadex A-25. 4.4 g (ca. 70,000 A.-,-Einheiten) des Lyophilisats der ersten Fraktion
werden in 50 ml Wasser geldst und auf eine QAE-Sephadex A-25 Saule (70 X 3cm
1.D.), die mit 0.05 M Natriumchlorid-0.05 M Tris-HC1 pH 7.5 aquilibriert ist, aufge-
tragen (Fig. 1). Nach dem Auftragen der Lésung wird die Saule mit ca. 860 ml/h im
steigenden Natrium chlorid-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 ge-
puffert ist, eluiert wie beschrieben in Tabelle 1.

Die Fraktionen von Peak I-VIII der Fig. 1 werden am Rotationsverdampfer
konzentriert, durch Ultrafiltration an einer UM 05 Membran entsalzt und lyophili-
siert. Die Ausbeuten an Lyophilisaten sind in Tabelle II zusammengefasst.

(5) Piperidinbehandlung des Lyophilisats der zweiten Fraktion aus (3). 4 g der
h6hermolekularen Desoxyriboguanylsauremischung (zweiten Fraktion) werden in 40
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Fig. 1. Elutionsprofil der sZulenchromatographischen Treanung von 4.4 g {(ca. 70,000 4;5-Einhei-
ten) einer Fraktion niedermolekularer Oligodesoxyriboguanylsduren, die aus dem Partialhydrolysat
einer Heringsspermen-DNA isoliert wird. Saulenfiillung: QAE-Sephadex A-25, 70 x 3 cm; Durch-
fluss, 800 ml/h. Die Elution erfolgt bei Raumtemperatur mit dem in der Figur gestrichelt einge-
zeichneten siebenstufigen Natriumchlorid-Gradienten, der mit 0.05 M Tris—HCI auf pH 7.5 gepuffert
ist. Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung von Peak I-VIII werden vereinigt und aufge-
arbeitet. Ausheuten sowie die Identifizierung und Charakterisierung der in Peak [-VI enthaltenen
Produkte sind in den Tabellen I, VIIT und IX zusammengefasst.

TABELLE {’
RECHROMATOGRAPHIE DES LYOPHILISATS AN QAE-SEPHADEX A-25
Elutionsbedingungen Natriumchlorid-Gradient
Stufe Natriumchlorid-Konz. Im Mischgefdss Im Vorratsgefiss
Volumer: Konzentration Volumen Konzentration
)] (M) ¢) (M)
1 Konstant 8.0 0.05 — —
2 Steigend 5.0 0.05 50 0.10
3 Konstant 150 0.10 — —
4 Steigend 4.0 0.10 40 0.15
5 Konstant 6.0 0.15 — —
6 Steigend 2.0 0.15 20 0.18
7 Konstant 20 1.00 — —

ml Wasser mit 4 g frisch destilliertem Piperidin 30 min bei 90°C geriibrt. Anschlies-
send wird die Losung am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt, der Riick-
stand in Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 50 ml 0.1 Af
Kaliumhydroxid 15 min bei 90°C hydrolysiert. Anschliessend wird die Losung auf
0°C gekiihlt, mit 70 %iger Perchlorsiure neutralisiert, von ausgefallenem Kalium-
perchlorat befreit und sdulenchromatographisch aufgetrennt (vgl. Fig. 2).

(6) Rechromatographie des Lyophilisats der zweiten Fraktion aus (3) nach der
Piperidinbehandlung. Die aus (5) erhaltene Losung wird mit Wasser auf 100 ml ver-
diinnt und auf eine QAE-Sephadex A-25 Saule (70 X 3cm LD.), dic mit 0.05 M
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TABELLE H

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG VON 4.4 g EINER
FRAKTION NIEDERMOLEKULARER OLIGODESOXYRIBOGUANYLSAUREN AN QAE-
SEPHADEX A-25 (VGL.. FIG. 1)

Peck Eludgert bet Eluterte Mengen Fsolierte Mengen™
atriumchlorid-Konz.
ﬁm & Azss-Einh. % mg %

) 4 0.05 900 1.3 20 Q.5
I 0.06-0.07 2500 36 i00 2.3
11§ 0.09 5800 84 290 6.6
v Q.10 27,200 39.2 850 19.3
v 0.10 9500 13.7 369 82
VI 0.11-0.15 6700 9.7 250 56
vix 0.15-0.16 1300 1.8 30 0.7
VI 1.09 3500 50 150 34
Zwischenfraktionen 12,000 17.3 — —
Gesamt 69,400 2050 45.6

* Mittelwerte aus drei Ans3tzen.

Natriumchlorid-0.05 Af Tris—-HCI pH 7.5 aquilibriert ist, aufgetragen (Fig. 2). Nach
dem Auftragen der L&sung wird die Szule im steigenden Natriumchlorid-Gradienten,
der mit 0.05 M Tris—HCI auf pH 7.5 gepufiert ist, in fiinf Stufen eluiert, wie beschrie-
ben in Tabelle HI.
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Fig. 2. Elutionsprofil der saulenchromatographischen Trennung von 4.0 g (cz. 90,000 A:s-Einheiten)
ciner Fraktion héhermolekularer Desoxyriboguanylsiuren, die aus dem Partialhydrolysat der He-
ringsspermen-DINA isoliert wird. SZulenfillung: QAE-Sephadex A-25, 70 x 3 cm; Durchfluss, 800
ml/b. Dic Elution erfolgt bei Raumtemperatur mit dem in der Figur gestrichelt eingezeichneten
fanfStufigen Natriumchiorid-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert ist. Frak-
ticnen innerhalb der seakrechten Strichelung von Pezk I-VIIT werden vereinigt und aufgearbeitet.
Ausbeuten sowie die Identifizierung und Charzkterisierung der in Pezk F-VI entbaltene Produkte
sind in den Tabellent IV, VI und EX zusamimengefasst.
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TABELLE I

RECHROMATOGRAPHIE DES LYOPHILISATS AN QAE-SEPHADEX A-25

Elutionsbedingungen Natriumchiorid-Gradient

Stufe Natriumchlorid-Konz. Im Mischgefdss Im Vorratsgefdss
Volumen Konzentration Volumen Konzentration
) (M) () (M)

1 Konstant 1.0 0.05 — -

2 Konstant 4.0 0.15 — —

3 Steigend 15.0 0.15 15.0 0.21

4 Konstant 2.0 0.50 — —

5 Konstant 2.5 1.00 —_ —

Die Fraktionen ven Peak I-VIII der Fig. 2 werden am Rotationsverdampfer
konzentriert, an einer UM 2 Membran entsalzt und lyophilisiert. Die aus drei An-
siitzen gemittelten Ausbeuten an Lyophilisaten sind in Tabelle IV zusammengefasst.

TABELLE IV
ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG VON 4.0 g EINER
FRAKTION HOHERMOLEKULARER OLIGODESOXYRIBOGUANYLSAUREN AN
QAE-SEPHADEX A-25 (VGL. FIG. 2)

Peak Eluiert bei Eluierte Mengen Isolierte Mengen®

Natriumchlorid-Konz. -

(M) Asso-Einh. % mg %
I 0.15 3600 4.0 0 2.2
1I 0.15 4900 5.5 180 4.5
j111 0.15-0.16 14,300 15.9 540 13.5
v 0.16-0.17 12,700 4.2 490 12.2
v 0.18 5400 6.0 240 6.0
VI 0.19-0.20 2800 3.2 140 3.5
v 0.50 19,0600 21.2 830 20.8
Vi 1.00 2800 3.1 140 3.5
Zwischenfraktionen 24,100 26.9 — —
GesamtGesamt 89,700 2650 66.2

* Mittelwerte aus drei Ansiatzen.

(7) Piperidinbehandlung des Lyophilisats von Peak VII der Fig. 2, das aus (6)
erhalten wird. 2 g des Lyophilisats von Peak VII der Fig. 2 werden mit 160 m! 50 %iger
wassriger Piperidinlésung 45 min bei 90°C geriihrt. Anschliessend wird die Losung
am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt, der Riickstand in Wasser aufge-
nommen, nochmals abrotiert und anschliessend gefriergetrocknet. Das Lyophilisat
wird in 50 ml 2 M Kaliumhydroxid 45 min bei 90°C hydrolysiert. Die auf 0°C
gekiihlte Losung wird mit 70 %iger Perchlorsiure neutralisiert, von ausgefallenem
Kalinmperchlorat befreit, an einer UM 2 Membran ultrafiltriert und lyophilisiert.
Nach der Gefriertrocknung erhilt man 1.7 g eines gelben Pulvers.

(8) Rechromatographie des Lyophilisats von Peak VI der Fig. 2 nach der
Piperidinbehandlung an QAE-Sephadex A-25. 1.7 g (ca. 36,000 A,s,-Einheiten) des aus
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Fig. 3. Elutionsprofif der s3ulenchromatographischen Nachtrennung von 1.7 g (ca. 36,000 Asso-

Einheiten) des Lyophilisats von Peak VII der Fig. 2. Saulenfulling: QAE-Sephadex A-25, 70 x 3

cm, Durchfuss, 400 mi/h. Die Elution erfolgt unter Zusatz von 7 M Harnstoff bei Raumtemperatur

mit dem in der Figur gestrichelt eingezeichneten vierstufigen Natriumchlorid-Gradienten, der mit

0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert ist. Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung von

Peak VII,_, werden vereinigt und aufgearbeitet. Ausbeuten sowie Identifizierung und Charakteri-

sierung der in Peak VII,_s enthaltenen Produkte sind in Tabelle VI, VII und IX zusammengefasst.

o
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-

(7) erhaltenen Lyophilisats werden in 30 mi 7 M Harnstoff gelSst und auf eine mit
0.2 M Natriumchlorid-0.05 A Tris—-HCI pH 7.5 in_7 M Harmstoff dquilibrierte
QAE-Sephudex A-25 S3ule (70 X 3 cm I.D.) aufgetragen (Fig. 3). Nach dem Auf-
tragen der Losung wird die Saule im steigenden Natriumchlorid-Gradienten, der mit
0.05 M Tris—HCI auf pH 7.5 gepuffert ist unter Zusatz von 7 M Harnstoff mit einer
Elutionsgeschwindigkeit von ca. 400 ml/h eluiert (Tabelle V).

TABELLE V

RECHROMATOGRAPHIE DES LYOPHILISATS VON PEAK VI AN QAE-SEPHADEX
A-25

Elutionsbedingungen Natriumchlorid-Gradient

Stufe Natriumchlorid-Konz. Im Mischgefass Im Vorraisgefdss
Volumen Konzentration Volumen Konzeniration
)] (AL) () (M)

i Konstant 20 0.2¢ — —

2 Steigend 5.0 0.20 5.0 0.25

3 Steigend 50 0.25 50 0.35

4 Konstant 1.3 1.00 - -

Fraktionen von Peak VII,_, der Fig. 3 werden vereinigt, an einer UM 2 Mem-
bran eatsalzt und gefriergetrocknet. Die Ausbeuten an Lyophilisaten sind in Tabelle
V1 usammengefasst.

(9) Rechromatographie von Peak VI und VII, der Fig. 3 nach enzymatischer
Dephosphorylierurng an QAE-Sephadex A-25. Ca. 20 mg (ca. 400 A,-Einheiten) des
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TABELLE VI

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNG DES LYO-
PHILISATS VON PEAK VII DER FIG. 2 SOWIE DER DEPHOSPHORYLIERTEN PRODUK-
TE AUS PEAK VII; DER FIG. 3 UND AUS PEAK VII; DER FIG. 3 AN QAE-SEPHADEX

A-25
Wir beniitzen 1.7 g des Lyophilisats von Peak VII, 20 mg aus Peak VIIs und 15 mg aus Peak VI;.

Peak Eluiert bei Eluterte Menge Isolierte Menge
Natriumchlorid-Konz.
(M) Ajso-Einh, % mg %

VI, 0.200 1000 28 50 2.7
Vi, 0.200-0.205 3100 8.7 150 84
VI, 0.205-0.215 3700 10.5 180 10.0
Vi 0.220-0.225 3000 8.4 150 8.3
Vils 0.230-0.245 3000 84 150 8.3
Vil 0.260-0.275 2400 6.7 120 6.7
Vi, 0.290-0.305 2100 5.9 100 56
Vi 1.000 6100 17.1 300 16.7
Zwischenfraktionen 11,300 317 - —
Gesamt 35,700 1200 66.7
Vils, 0.21-0.22 140 34.1 - 420
Vi, 0.23-0.24 130 31.7 — 39.0
Vs, 0.25-0.27 60 14.6 — 17.0
Zwischenfraktion 80 19.5 —_ —
Gesamt 410

Vi, 0.22-0.23 60 26.0 — 30.0
Vi 0.23-0.25 80 348 - 440
Vi 0.26-0.28 50 21.7 - 26.0
Zwischenfraktion 40 17.4 — -
Gesamt 230

Lyophilisats von Peak VII; bzw. 15 mg (ca. 200 A4,5,-Einheiten) des Lyophilisats von
Peak VII; der Fig. 3 werden jeweils in 100 g1 0.1 M Tris-HCl pH 8.1 gelost, mit
10 gl kauflicher alkalischer Phosphatase (2000 U) versetzt und 12 h bei 37°C inku-
biert. Anschliessend werden die Ansitze an einer QAE-Sephadex A-25 Siule
(15 X 1.5cm I.D.) im linear steigenden Natriumchlorid-Gradienten fraktioniert:
400 ml 0.2 M Natriumchlorid-0.05 M Tris-HCl pH 7.5-7 M Harnstoff im Misch-
gefass; 400 ml 0.3 M Natriumchlorid-0.05 M Tris-HCI pH 7.5-7 M Harnstoff im
Vorratsgefiss (Fig. 4). Fraktionen von Peak VIig,,, und VII;, werden vereinigt, ent-
salzt, lyophilisiert und identifiziert (vgl. Tabelle VII und IX).

ERGEBNISSE

Zur Darstellung von Oligodesoxyriboguanylsauren wird als “Rohstofiquelle”
DNA aus Heringsspermen in “technisch reiner” Form verwendet, die in Kilogramm
Mengen verhiltnismissig einfach zuganglich ist. Die selektive Partialfiyydrolyse der
DNA zu Oligomeren der Desoxyriboguanylsdure erfolgt in zwei Schritten.

Zunichst wird die DNA nach der, von Tiirler und Chargaff*4 fur Milligramm
Aunsitze konzipierten Methode, die wir nach entsprechenden Anderungen im 100 g
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Fig. 4. Automatisch bei 254 nm registriertes Elutionsprofil der saulenchromatographischen Nach-
trennung der dephosphorvlierten Produkte (a) aus Peak VI und (b) aus Peak VII, der Fig. 3.
SaulenfGilung: QAE-Scphadex A-25, 15 x 1.5 cm; Durchfluss, 400 mi/h. Die Elution erfolgt unter
Zusatz von 7 M Hamstoff bei Raumtemperatur mit dem gestrichelt eingezeichneten, linear steigenden
Natrivmchlorid-Gradieaten, der mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gepufiert ist. Fraktionen innerhalb
der senkrechten Strichelung werden aufgearbeitet und untessucht. Ausbeuten und Charakterisierung
der in Peak VI, , und VII., enthaltenen Produkte sind in Tabelle VI, VII und IX zusammengefasst.

Massstab duarchfiibren, durch Hydrazinolyse depyrimidinieri. Die hierbei erhaltene
depyrimidinierte DNA wird von unléslichen Bestandteilen abzentrifugiert, ultra-
filtriert und anschliessend gefriergetrocknet, wobel ca. 3540 g eines heligelben
Lyophilisats erhalten werden. Die Isolierung der depyrimidinierten DNA gelingt
auch durch Fillung mit Ethanol, wobei sich die DNA als Ol am Boden absetzt.

Das Lyophilisat bzw. das bei der Ethanolfillung erhaltene Ol werden an-
schliessend mit 7 M Kaliumhydroxid behandelt. Unter diesen Bedingungen werden
die Adeninbasen der depyrimidinierten DNA zerstort, wahrend die weitgehend un-
beschadigten Guanylsiuresegmente aus dem Molekillverband der depyrimidinierten
DNA freigesetzt werden. Das Partialhydrolysat wird mit Perchlors3ure neutralisiert,
vom ausgefallenen Kaliumperchlorat befreit, uitrafiltriert und lyophilisiert. Die Neu-
tralisation bspw. mit Salzsiure anstelle von Perchlorsaure durchzufiihren empfiehlt
sich nicht, da zur Entfernung des Natriumchlorid die L&sung wesentlich linger ultrafil-
triert werden muss, wodurch Depolymerisation und damit verbunden ein Verlust an
Oligodesoxyriboguanylsiuren begiinstigt werden. Nach der Hydrazinolyse und al-
kalischen Spaltung verbleiben von den eingesetzten 100 g Heringsspermen-DNA ca.
13-15 g eines Oligodesoxyriboguanylsauregemisches, das auf dem im folgenden be-
schriebenen Weg chromatographisch aufgetrennt wird.

Da natiirliche DNA in ihrem Molekiilverband iiberwiegend kurze aber nur

wenige langerkettige Oligodesoxyriboguanylsauresegmente aufweist, wird ein Oligo-
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TABELLE VII

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN UNTERSUCHUNG DER SAU-
LENCHRCOMATOGRAPHISCH GETRENNTEN HOHERMOLEKULAREN DESOXYRIBO-
GUANYLSAUREN VON PEAK I-VI DER FIG. 2, PEAK VII,_, DER FIG. 3, PEAK VI,
DER FIG. 4a UND PEAK VIH,._,. DER FIG. 4b

Papier: Schleicher & Schiill Chromatographiepapier 2316.

Peak Auftretende Flecken Ry Werte relativ zu denen von pdG Identifizierte
Guanylsduren
Nr. Anteil der ohne Phosphatase- nach Phosphatase- (Bezeichnung)
Ajsa=Einh. berandlung behandlung
(%) Laufmittel Laufmiteel
B C B
I 1 H 1.00 1.00 1.90 pdG, dGp
II 1 11 1.0 Nicht untersucht
2 12 0.80 1.20 p(dG);, (AG);p
3 77 0.72 0.53 1.90 pdGp
m 1 24 0.80 1.20 p(dG);, (dG).p
2 59 0.66 0.37 1.57 pdR*, G)p
0.98 pd(G;, R")
3 17 0.50 0.70 p(dG)s, (dG)sp
1 11 0.50 0.70 p(dG)s, dG)sp
2 89 0.37 0.31 1.20 p(dG);p
Vv 1 11 0.59 Nicht untersucht
2 54 0.29 0.16 0.70 p(dG)sp
3 35 0.45 0.59 pd(Gs,R")
VI 1 38 0.39 0.84 Nicht untersucht
2 62 0.19 0.60 p(dG)p
vH, 1 97 0.70 0.70 (dG)s
Vil 1 36 0.90 1.57 pd(G, R®)
2 64 0.80 1.20 p(dG)., (dG).p
VI, 1 22 0.75 1.20 p(dG)., (dG);p
50 0.75 1.90 pdGp
2 28 0.50 0.70 p(dG)s, (dG)sp
VIL 1 11 0.91 Nicht untersucht
2 23 0.71 Nicht untersucht
3 20 0.60 Nicht untersucht
4 46 0.35 1.20 pdG,.p
0.70 p(dG)sp
Vil 1 38 0.45 Nicht untersucht
2 42 0.37 1.20 p(dG).p
3 8 0.25 0.70 p(dG):p
12 0.25 0.60 p(dG).. (dG)p
Vil a 42 0.60 dG)
b 38 0.30 daqG)s
c 16 Nicht untersucht
VII, a 30 0.30 dG)s
b 44 Nicht untersucht
c 26 Nicht untersucht

* Nicht identifizierte Monomereinheit.

desoxyriboguanylsduregemisch, das bei der selektiven chemischen Partialhydrolyse
einer DNA anfillt, vorallem niedermolekulare Oligodesoxyriboguanylsiuren ent-
halten. Es ist daher zweckmaissig, das Partialhydrolysat nicht auf einmal zu frak-
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tionieren, sondern zunichst den Uberschuss an nieder- von den héhermolekularen
Fragmenten abzutrennen. Hierzu wird das Lyophilisat saulenchromatographisch an
dem schwach basischen Anionenaustauscher DEAE-Cellulose zuerst in zwei Frak-
tionen vorgetrennt. In der ersten Fraktion verlassan mit 0.1 Af Natriumchlorid—
0.05 M Tris—HCI (pH 7.5) niedermolekulare Fragmente die S3ule, die ca. 609, des
aufgetragenen Partialhydrolysats ausmachen. Die restlichen ca. 4094 werden in der
zweiten Fraktion mit 2 A Natriumchlorid eluiert. Beide Fraktionen werden ultra-
filtriert, lyophilistert und anschliessend an dem stark basischen Anionenaustauscher
QAE-Sephadex A-25 rechromatographiert.

Isolierung und Identifizierung der Oligodesoxyriboguanyls@uren aus der ersten Fraktion

Die sdulenchromatographische Fraktionierung der niedermolekularen Frag-
mente aus der ersten Fraktion, die im siebenstufigen Natriumchlorid-Gradienten an
QAE-Sephadex A-25 erfolgt, fiihrt zu acht mehr oder weniger gut aufgelosten Peaks
(vel. Fig. 1). Fraktionen zu ca. 20 ml werden gesammelt. Ca. jede zehnte Fraktion
wird photometrisch gemessen. Die graphische Auftragung der gemessenen Absorp-
tionswerte gegen das Elutionsvolumen fihrt zu den in den Figuren abgebildeten
Elutionsprofilen.

Die gemessenen Absorptionsverhaltnisse der Peakfraktionen (4,5/ 4260 =1.10—
1.15, Asge/Az50 = 0.63-0.66) weisen bereits deutlich auf Oligomere der Desoxyribo-
guanylsaure hin, die bei pH 7 Werte von A,spfdaso = 1.15 == 0.02 und A,5p/ 4150 =
0.67 = 0.02 aufweist. Den Absorptionsverhaltnissen lasst sich ausserdem entnehmen,
dass die Peakfraktionen allenfalls nur geringfiigig mit adenylsiurchaltigen Fragmen-
ten verunreinigt sein konnen. Die Anwesenheit von Desoxyriboadenylsduren deren
Absorptionsverhiltnisse (A.co/Ars0 = 0.80-0.84, A.q0/A260 = 0.15-0.24) weit unter
denen fur Desoxyriboguanylsiure liegen, hiitte eine deutliche Abnahme der Ab-
sorptionsverhalitnisse der Peak{raktionen zur Folge.

Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung werden vereinigt, durch
Ulrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Elutionsbedingungen und Ausbeuten, die
bet der Fraktionierung der niedermolekularen Desoxyriboguanylsiuremischung er-
balten werden, sind in Tabelle II zusammengefasst. Nach der siulenchromato-
graphischen Trennung werden von der urspriinglich aufgetragenen Mischung nur
ca. 47%, erhalten. Der hohe Verlust wird dadurch verursacht, dass ca. 179 in
Zwischenfraktionen, weitere 36 %/ aber bei der Aufarbeitung, vorallem bedingt durch
die Ultrafiltration, verloren gehen. Der Verlust bei der Ultrafiltration basiert einer-
seits auf der Ausschlussgrenze und unterschiedlichen Giite der Membran und anderer-
seits darauf, dass im Verlauf der Ulirafiltration terminale Phosphatgruppen hydro-
lytisch abgespaiten werden und ein Teil der Oligonucleotide depolymerisiert. De-
phosphorylierte bzw. verkiirzte Fragmente koanen dic Membran leichter passieren,
da die Retention eines Oligonucleotids nicht nur von der Molekiilgrosse sondern
massgeblich von der Anzahl seiner negativ geladenen Phosphatgruppen bestimmt
wird.

Die Lyophilisate von Peak I-VI werden papierchromatographisch untersucht
und mit Hilfe von Vergleichssubstanzen charakterisiert. Die Lyophilisate von Peak
VII und VIII werden mit dem Gemisch der héhermolekularen Desoxyriboguanyi-
sauren (zweiter Fraktion) vereinigt. Aufgrund der papierchromatographischen Un-
tersuchung enthalten Peak I-VI jeweils ein Hauptprodukt und bis zu zwei Neben-
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produkte, die unterschiedlich schnell wandern (vgl. Tabelle VIII). Zur Bestimmung der
prozentualen Zusammensetzung cines Lyophilisats werden alle im Papierchromato-
gramm aufiretenden Flecken quantitativ vom Papier eluiert. Im Eluat der einzelnen

Hlaeclran hactimmt man dia A4__ .Finhai rrac
Flecken bestimmt die A,,,-Einheiten und errechnet daraus die prozentuale

Zusammensetzung des jeweiligen Lyophilisats. Hierbei zeigt sich, dass die Haupt-
produkte ca. 70-1009, eines Lyophilisats ausmachen. Zusatzlich wird die Absorp-
tion jedes Fleckens bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Aus den Verhaltnissen 4,50/ 4360
und Ajge/Aseo ldsst sich ersehen, ob der betreffende Fleck von einem Homologen der
Descxyriboguanylsdure oder von einer Verunreinigung stammt. Als Verunreinigun-
gen bezeichnen wir alle Substanzen, deren Absorptionsverhiltnisse mehr als 4- 0.04
von den fiir Desoxyriboguanylsdure angegebenen Werten abweichen (4,59/ 4360 =1.15;

Azof Aseo = 0.67). Die Eluate der Hauptflecken werden in einem zweiten Laufmittel
papierchromatographisch nachgetrennt. Hierbei wandern die Produkte einheitlich
und kénnen somit als chromatographisch rein bezeichnet werden.

TABELLE VIII

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN UNTERSUCHUNG DER SAU-
LENCHROMATOGRAPHISCH GETRENNTEN NIEDERMOLEKULAREN DESOXYRIBO-
GUANYLSAUREN AUS PEAK I-VI DER FIG. 1

Papier: Schleicher & Schiill Chromatographiepapier 2316.

Spavl ¢ STANGILISE S5 SRR AN SrapRiiey -
Peak Auftretende Flecken Rr Werte relativ zu denen von pdG Identifizierte
] Guanylsduren
Nr. Anteil der ohne Phosphatase- nach Phosphatase ( Bezeichnung)
Azso-Einh. behandlung behandlung
(%) Laufmittel Laufmittel
A B B
) 1 i 100 1.70 1.20 1.20 dQG):
14 1 95 0.46 0.70 0.70 dG)s
2 5 1.00 Nicht untersucht
I 1 66 1.060 1.00 1.80 pdG, dGp
> 2 31 0.69 0.88 1.57 pd(G,R")
3 3 0.32 0.80 1.20 p(dG);, dG):p
v 1 93 0.32 0.80 1.20 p(dG);, (dG):p
2 7 0.97 Nicht untersucht
Vv 1 S0 0.13 0.72 1.80 pdGp
2 6 1.10 Nicht untersucht
3 4 0.88 Nicht untersucht
Vi 1 23 041 0.88 Nicht uatersucht
2 70 0.16 0.67 €98 pd(G:, R
3 7 0.50 0.70 p(dG), (dG):p

* Nicht identifizierte Monomereinheit.

Die Kettenlinge der isolierten Oligodesoxyriboguanylsiuren ldsst sich aus
dem saulenchromatographischen Verhalten bereits abschidtzen und anhand der
Rp-Werte, die mit denen synthetischer Oligodesoxyriboguanylsduren verglichen wer-~
den, zuverlissig bestimmen. Zusitzlich wird die Apzabl der Monomereinheiten sowie
der terminalen Phosphatgruppen aus den Ergebnissen des enzymatischen Abbaus
bestimmt®. Hierzu werden die Eluate der zweifach chromatographierten Haupt-
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produkte zuerst mit alkalischer Phosphatase behandelt. Alkalische Phosphatase ent-
fernt terminale Phosphatgruppen. Nach dem Phosphataseabbau wird papierchro-
matographisch einerseits die Vollstindigkeit der Dephosphoryliering und anderer-
seits nochmals die Reinheit der Oligonucleotide uberpriift. Der Verlust von Phos-
phatendgruppen verursacht einen deutlichen Anstieg im R~Wert eines Oligonu-
cleotids. Aus dem Vergleich der R.-Werte vor und nach der Dephosphorylierung
(vgl. Tabelle V1) lasst sich feststellen, ob im urspringlichen Nucleotid eine, zwei
oder keine terminalen Phosphaigruppen vorhanden sind. Die dephosphorylierten
Oligonucleotide werden vom Papier eluiert und zur Bestimmung der Kettenldange
mit Phosphodiesterase aus Schlangengift hydrolysiert.

Aus dephosphorylierten Oligonucleotiden werden, vom 3’-Ende beginnend,
§’-Mononucleotide schrittweise freigesetzt, wobei der 5'-terminaie Baustein als Nu-
cleosid erhalten wird. Nach der Phosphodiesterasespaltung wird das Hydrolysat im
Papierchromatogramm aufgetrennt. Im Hydrolysat der Hauptprodukie von Peak
I-V sind nur die zu erwartenden Spaltprodukte pdG und dG enthalten, die mit
kaufiichen Referenzsubstanzen und aufgrund ihrer Absorptionsverhiitnisse eindeu-
tig identifiziert werden. Die Spaltprodukte werden gquantitativ vom Papier eluiert.
Aus dem Verhiltais der A.,-Einheiten von Mononucleotid zu Nucleosid errechnet
sich die Kettenlange (vgl. Tabelle IX). Bei der enzymatischen Hydrolyse des Neben-
produktes von Peak III (Fleck 2) bzw. des Hauptproduktes von Peak VI treten ausser
dG und pdG noch weitere Abbauprodukte auf, deren R-Werte geringfligig tiber
denen von pdG und dG liegen. Ausserdem weisen die Absorptionsverhiltnisse der
unbekannten, mit dR und pdR bezeichneten Spaltprodukte weder auf Guanylsiure
noch auf andere Nucleotide oder Nucleoside hin. Vermutlich handelt es sich bei
diesen Verbindungen um zerstorte Nucleotideinheiten, die bei der alkalischen Hydro-
lyse nicht vollstindig aus dem Oligonucleotidverband entfernt werden. Oligodesoxy-
riboguanylsiuren, die Reste zerstorter Nucleotideinheiten im Molekiil aufweisen,
treten, wie spater gezeigt wird, auch in der Fraktion der héhermolekularen Desoxy-
riboguanylsduren auf, werden aber nicht niher untersucht. Bemerkenswert ist, dass
die zerstérien Nucleotidfragmente, den Phosphodiesteraseabbau nicht inhibieren.
Teilweise zerstorte Monomereinheiten im Molekiilverband einer Oligodesoxyribo-
guanylsiure sind auch daran zu erkennen, dass sich die Absorptionsverhaitnisse
dieser Oligonucleotide geringfugig aber signifikant von denen der Oligodesoxyribo-
guanylsduren unterscheiden.

Die Position der terminalen Phosphatgruppe eines Oligonucleotids lasst sich
durch enzymatische Spaltung mit Phosphodiesterase aus Schiangengift eindeutig
ermitteln. Oligonucleotide, die ilire terminale Phosphatgruppe am 5'-Ende tragen,
werden ausschliesslich zu 5-Mononucleotiden abgebaut. Aus Oligonucleotiden, die
am 3’-Ende phosphoryliert sind, werden neben 5'-Mononucleotiden auch Nucicoside
und andere Spaltprodukte freigesetzt. Bei der enzymatischen Spaltung der isolierten
Oligonucleotide zeigt sich aufgrund der molaren Verhaltaisse der Spaltprodukte, dass
die Nucleotide als Isomerengemische erhalten werden, in denen vor aliem 5'- neben
wenigen 3’-Komponenten vorliegen.

Die Untersuchungen der Lyophilisate von Peak Y-VI fithren zu folgenden
Ergebaissen. Die isocmeren Dinucleotide p(dG),, (dG),p, die in Peak IV in 93 Yiger
Reinheit die Saule verlassen, stellen mit 41 % den Hauptanteil des niedermolekularen
Oligodesoxyriboguanylsauregemisches der ersten Frakidon. Ein weiteres Hauopt-
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TABELLE IX

ENZYMATISCHE HYDROLYSE DER ISOLIERTEN, DEPHOSPHORYLIERTEN OLIGO-
DESOXYRIBOGUANYLSAUREN DER ERSTEN UND ZWEITEN FRAKTION MFET PHOS-
PHODIESTERASE AUS SCHLANGENGIFT

Guanylsduren aus Bezeichnung Dephosphorylierte  Spaltprodukte Phosphodiesterase-
Peak (Flecken) Guanylsduren hydrolyse
Fig. ( Bezeichnung) Verhalinss der
Spaltprodukte
erwartet gefundern

Hi3)1, IV(D1, (dG).p,
11(2)2, O1(1)2, p(dG); @G pdG, dG 1:1 1.05:1
VII(2)3, VII(1)3,
VI(3)1, HI(3)2 dG)p,
IvV(1)2, VII;(2)3, p(dG)s (dG)h pdG, dG 2:1 2.04:1
VIL(4)3,
Vos(3)3, - p(dG), (dG). pdG, dG 3:1 2.87:1
IV(2)2, VIL(4)3, p(dG).p dG); pdG, dG 1:1 0.88:1
VII(2)3,
V(2)2, VII(3)3, p(dG):p dG)s pdG, dG 2:1 2.05:1
VI(2)2 p(dG)p dG). pdG, dG 3:1 2.90:1
()1, dG): dG): pdG, dG 1:1 1.18:1
a1, vios, (dG); dG); pdG, dG 2:1 1.88:1
VII,4 dG), dG)s pdG, dG 3:1 3.12:1
Viig4, VII 4 dG)s (dG)s pdG, dG 4:1 3.90:1
1)1, II(2)2, pd(G,R") d(G,R"Y ndG, dG - -
VII(1)3, pdR*, dR"
Vi), (22, pd(G,, R) d(Gz, R") pdG, dG - -

pdR ",
v(3)2, pd(Gs,R") d(G;,R) pdG,dG,pdR" — -
m2)2, pd(G,R")p d(G,R") pdG, dG

pdR*, dR" - -

* Nicht ndher identifizierte Monomereinheit.

produkt (ca. 18 %) bildet pdGp, das 909, des Lyophilisats von Peak V ausmacht. Rie
restlichen ca. 409 der isolierten Verbindungen entfallen auf unterschiedlich phos-
phorylierte Mono- bis Trimere der Desoxyriboguanylsiure bzw. auf Oligodesoxy-
riboguanylsduren deren Monomereinheiten teilweise zerstért sind.

Isolierung und Identifizierung der Desoxyriboguanylsduren aus der zweiten Fraktion

Vor der Rechromatographie der zweiten Fraktion wird das Lyophilisat der
hohermolekularen Oligodesoxyriboguanylsiuren zunichst mit 10%jiger wassriger
Piperidinlosung behandelt und anschliessend nochmals alkalisch hydrolysiert. Hier-
durch sollen nach den Angaben von Maxam und Gilbert!5, die sich allerdings nur
auf analytische Aunsdtze bezichen, moglicherweise vorhandene, teilweise zerstorte
Nucleotideinheiten aus den Oligonucleotiden freigesetzt werden.

Nach der alkalischen Hydrolyse wird das neutralisierte, entsalzte Oligodeso-
xyriboguanylsiuregemisch sdulenchromatographisch im fiinfstufigen Natriumchlorid-
Gradienten an QAE-Sephadex A-25 fraktioniert (vel. Fig. 2). Ca 73% der aufge-
tragenen Mischung werden in acht mehr oder weniger gut voneinander getrennten
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Peaks elviert, wahrend die restlichen ca. 279 in Fraktionen zwischen den Peaks die
S3ule verlassen. Die Aufarbeitung der Fraktionen von Peak I-VIII, die innerhalb
der senkrechten Strichelung vereinigt werden, erfolgt auf dem oben beschriebenen
Weg. Bedingungen und Ausbeuten der Rechromatographie sind in Tabelle IV zu-
sammengefasst.

Die Lyophilisate von Peak I-VI der Fig. 2, dic ca. 409/ der isolierten Oligo-
desoxyriboguanylsauren enthalten, werden papierchromatographisch untersucht. Das
Lyophilisat von Peak VII, das ca. 21 9 der isolierten, hohermolekularen Desoxyribo-
guznylsduren ausmacht, wird nochmals rechromatographiert (vgl. Fig. 3), wahrend
Peak VIII nicht identifiziert wird.

Die Auswertung der Papierchromatogramme ergibt, dass in den Lyophilisaten
von Peak II-VI der Fig. 2 cin bis zwei Haupt- und mehrere Nebenprodukte enthalten
sind. Charakterisierung und Identifizierung der, in den verschiedenen Lyophilisaten
enthaltenen Desoxyriboguanylsiuren, die auf dem oben beschriebenen Weg durch-
gefiihrt werden, sind in Tabelle VII und IX zusammengefasst und fihren im ein-
zelnen zu folgenden Ergebnissen.

Peak 1 enthalt ausschliesslich ein Gemisch der Monomeren pdG, dGp, die mit
Phosphatase zu dG abgebaut werden. Das Lyophilisat von Peak II setzt sich zu
77% aus pdGp, zu 129/ aus der Mischung der isomeren Dinucleotide p(dG),,
(dG).p und zu 119 aus nicht nidher identifizierten Produkten zusammen. pdGp
wandert im Papierchromatogramm in beiden Laufmitteln als einheitlicher Fleck
und wird mit Phosphatase zu dG dephosphoryliert. Die Mischung p(dG),, (dG).p
veriidlt sich im Laufmittel A und B homogen und weist einen R-Wert auf, der mit
dem von synthetischem p(dG), identisch ist. Das Lyophilisat von Peak III bildet
im Papierchromatogramm einen Haupt- und zwei Nebenflecken. Der Hauptfleck, auf
den 597 der aufgetragenen A.sg-Einheiten entfallen, enthalt Oligodesoxyriboguanyi-
s3uren, die teilweise zerstdrte Nucleotideinheiten tragen. Nach der Phosphatasebe-
handlung erhilt man zwei Produkte, aus denen mit Phosphodiesterase ausser pdG und
dG noch andere Fragmente fieigesetzt werden. Der schneller wandernde Nebenfleck
aus Peak III, der 249, des aufgetragenen Lyophilisats ausmacht, stammi von den
isomeren Dinucleotiden p(dG),, (dG),p, die auch in Peak II gefunden werden. Das
Iangsam laufende Nebenprodukt, das zu 1794 in Peak III enthalten ist, erweist sich
als ein Gemisch der isomeren Trinucleotide p(dG);, (dG);p, das im Ry-Wert mit
dem von synthetischem p(dG);, tibereinstimmt. Nach Phosphatasebehandiung ent-
steht (dG);, das mit Phosphodiesterase zu pdG und dG im Verhiltnis 2.04:1.00 ge-
spalten wird. Im Lyophilisat von Peak IV ist zu 899 p(dG),p enthalten. Nach
Dephosphorylierung mit Phosphatase steigt der R~Wert der Substanz von 0.37 auf
1.20 an und ist dann mit dem von synthetischem (dG), identisch. Das dephospho-
rylierte Produkt wird mit Phosphodiesterase zu pdG und dG im Verbilinis 0.88:1.00
hydrolysiert. Das Nebenprodukt aus Peak IV erweist sich als ein Gemisch aus p(dG);,
(dG);p, dessen Ry-Wert vor Phosphatasebehandlung mit dem von synthetischem
p(dG);, nach Phespbatasebehandlung mit dem von synthetischem (dG); fiberein-
stimmt. Das Lyophilisat voa Peak V bildet im Papierchromatogramm zwei Haupi-
und einen Nebenflecken. Das Hauptprodukt mit dem R-Wert von 0.29, das zu 549
im Lyophilisat enthalten ist, wird als p(dG);p identifiziert. Das zweite Hauptprodukt,
das zu 359 im Lyophilisat auftritt und einen R.-Wert von 0.45 aufweist, enthalt
Oligodesoxyriboguanylszuren mit teilweise zerstdrten Monomereinheiten, die nicht
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naher untersucht werden. Peak VI weist zu 62 Y p(dG)p auf, das nach Phosphatase-
behandlung im Ry-Wert mit dem von symthetischen (dG), identisch ist und mit
Phosphodiesterase zu pdG und dG im Verhiltnis 2.9:1.0 hydrolysiert wird. Das
Nebenprodukt aus Peak VI wird nicht untersucht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aus der Fraktion der hohermoleku-
laren Oligodesoxyriboguanylsduren in diesem Trennschritt p(dG).p (12.29;) sowie
nicht niher identifizierte DNA-Fragmente (13.5%) als Hauptprodukte isoliert wer-
den. Ausserdem werden in geringen Mengen Tri- und Tetramere der Desoxy-
riboguanylsdure sowie Mononucleotide und Mononucleotidphosphate erhalten,
die zusammen ca. 169, ausmachen. Die Anwesenheit bspw. der gleichen Mono-
meren, die auch in der ersten Fraktion auftreten, lisst sich teilweise damit erkliren,
dass Oligodesoxyriboguanylsauren sowohl durch die Piperidinbehandlung als auch
wibhrend der Aufarbeitung zum Teil abgebaut werden. Es ist aber auch denkbar,
dass langerkettige Oligodesoxyriboguanylsauren mit kurzen Fragmenten Assoziate
bilden, wodurch Produkte der ersten Fraktion in die zweite Frakfion gelangen
kdnnen.

Die Ergebnisse zeigen auch, dass durch Behandlung mit 10%iger wissriger
Piperidinlésung eine vollstindige Entfernung der Nucleotidbruchstiicke aus dem
Molekiilverband der Oligodesoxyriboguanylsiuren nicht erreicht wird. Vermutlich
enthilt auch Peak VII, der in diesem Trennschritt nicht aufgetrennt wird, DNA-
Fragmeante, deren Monomereinheiten teilweise zerstort sind. Zur Entfernung dieser
Fragmente wird das Lyophilisat von Peak VII mit 50%iger wissriger Piperidin-
Iosung und anschliessend nochmals mit Alkali behandelt. Der neutralisierte und
entsalzte Reaktionsansaiz wird sdulenchromatographisch nachgetrennt.

Rechromatographie von Peak VII der Fig. 2

Das nach der Piperidinbehandlung erhaltene Lyophilisat wird an QAE-
Sephadex A-25 unter Zusaiz von 7 M .Jarnsioff im vierstufigen Natriumchlorid-
Gradienten fraktioniert, wobei acht teilweise gut voneinander getrennte Peaks er-
halten werden (vgl. Fig. 3), in denen 709 des aufgetragenen Lyophilisats die Saule
verlassen. Bedingungen und Ausbeuten der Rechromatographie sind in Tabelle VI
zusammengefasst. Die Fraktionen von Peak VII,_; werden auf dem beschricbenen
Weg aufgearbeitet und die hierbei erhaltenen Lyophilisate papierchromatographisch
untersucht. Peak VII; wird nicht niher identifiziert. Die Produkte aller im Papier-
chromatogramm aufiretenden Flecken werden eluiert, mit Hilfe von Absorptions-
verhiltnissen, Re-Werten und den Ergebnissen des enzymatischen Abbaus identi-
fiziert und charakterisiert. Die Auswertung dieser Untersuchungen fiihirt im einzelnen
zu den in Tabelle VII und IX zusammengestellten Ergebnissen.

Peak VII, enthilt zu 97% (dG)s. Peak VII, setzt sich zu 64% aus p(dG),,
{dG),p und zu 36%, aus DNA-Fragmenten zusammen, die teilweise zerstorte Nu-
cleotideinheiten aufweisen und daher nicht ndher identifiziert werden. Peak VII;
weist Zu 72%, ein Gemisch aus 309, p(dG),, (dG),p und 709 pdGp auf, das nach
Phosphatasebehandlung im Papierchromatogramm zwei unterschiedlich schaell
wandernde Flecken, dG und (dG), bildet. Die restlichen 289, des Lyophilisats von
Peak VII; entfallen auf p(dG);, (dG);p. Das Lyophilisat von Peak VII; bildet im
Papierchromatogramm neben drei nicht niher identifizierten schwachen Flecken einen
Hauptflecken. Das Hauptprodukt, das 469 von Peak VII; ausmacht, erweist sich
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als Gemisch aus p{(dG);p und p(dG),p, das nach Phosphatasebehandluag in (dG);
und (dG), uberfuhrt und papierchromatographisch aufgetrennt wird. Peak VIIg
enthalt zu ca. 429 p(dG).p, zu 389 nicht identifizierte Verbindungen und zu 209
ein Gemisch aus 409 p(dG);p und 60%; p(dG).p. Die Anwesenheit von Oligodes-
oxyriboguanylsauren in Peak VII, die auch in der Mischung d=r niedermolekularen
Oligodesoxyriboguanylsiuren auftreten, spricht dafiir, dass lingerkeitige Oligo-
desoxyriboguanylsiuren sowohl durch die Piperidinbehandlung und wahrend der
Aufarbeitung teilweise dephosphoryliert und depolymerisiert werden, als auch nieder-
molekulare VYerbindungen aus anderen Fraktionen verschleppen.

Die Lyophilisate von Peak VII; und VII, bilden im Papierchromatogramm
Banden, so dass eine eindeutige Identifizierung einzelner Komponenten nicht méglich
ist. Aus diesem Grund wird ein Teil der Lyophilisate enzymatisch mit Phosphatase
dephosphoryliert und nochmals an QAE-Sephadex A-25 unter Zusatz von 7 M
Hamstoff rechromatographiert (vgl. Fig. 4). Nach der Aufarbeitung der Peakfrak-
tionen, werden die Komponenten, die in Peak Vlilg,., und VII., die S3ule verlassen,
auf dem oben beschriebenen Weg identifiziert und charakterisiert. R.-Werte und
Ergebnisse des enzymatischen Abbaus sind in Tabelle VIiI und IX zusammengefasst.
Die Auswertung der Untersuchungsergebnisse zeigt, dass in Peak VII,, (dG),, in
Peak VI, und VII-, jeweils (dG)s enthalten sind. Die Nucleosidphosphate werden
bei der enzymatischen Dephosphorylierung vermutlich aus den entsprechenden
Nucleotidphosphaten gebildet. Peak VI, VII;, und VII;,. werden anicht ndher
untersucht. Einerseits ist die Identifizierung wegen der sehr niedrigen Rg.-Werte der
Komponenten sehr miihsam und andererseits treten diese Produkte in so geringer
Konzentration im Partialhydrolysat auf, dass eine Isolierung mit den gegenwartig
verfugbaren chromatographischen Methoden zu aufwendig und nicht lohnend er-
scheint. Zur Zeit versuchen wir mit Hilfe der Template-Chromatographie die im
Partialhydrolysat enthaltenen héhermolekularen Oligodesoxyriboguanylsiuren, die
auf diesem, hier beschriebenen Weg nicht zuginglich sind, zu isolieren.

DISKUSSION

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die selektive, chemische Partialhydrolyse einer
DNA, die bisher nur als analytische Methode zur DNA Sequenzierung genutzt wird,
einen neuen Weg zur praparativen Darstellung definierter Oligodesoxyriboguanyl-
sduren eroffnet. Fir praparative Zwecke muss die analytische Methode allerdings in
einigen Punkten wesentlich geandert werden. So ist bspw. mit 1.5 M Kaliumhydroxid
die volistandige Spaltung der Adeninreste eines Purinnucleotids nicht méglich. Selbst
mit 7 M Kaliumhydroxid wird die quantitative Entfernung der Adenvlsaureeinhsiten
nicht erreicht, obwoh! unter diesen Bedingungen bereits die Guanylsiaurereste ge-
ringfiigig angegriffen werden. Die hydrolytische Entfernung der, aus den zerstdrten
Adenylsaurecinheiten stammenden Reste, die nach der Kaliumhydroxid-Spaltung im
Molekitliverband einiger Oligodesoxyriboguanylsduren verbleiben, gelingt weder mit
10 % iger noch mit 50 9jiger wassriger Piperidinldsung vollstindig. Der Verbleib von
Oligodesoxyriboguanylsauren mit zum Teil zerstorien Monomereinheiten kompli-
ziert die Isolierung definierter Verbindungen erheblich. Von Nachteil ist auch, dass
einige Oligodesoxyriboguanylsduren wahkrend der Aufarbeitung des Partialhydrolysats
terminale Phosphatsruppen verlieren und teilweise depolymerisieren.
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Nach der siaulenchromatographischen Trennung weist dic Mehrzahl der
isolierten Verbindungen cine mehr oder weniger grosse Anzahl an Verunreinigungen
auf, die durch praparative Papierchromatographie aber vollstindig entfernt werden
kdnnen. Diese Trennungen sind mit erheblichen Verlusten verbunden, da nur ein
Teil der aufgetragenen Oligodesoxyriboguanylsduren im Papierchromatogramm
wandert, wihrend die Hauptmenge am Start verbleibt.

Auf dem hier beschriebenen Weg sind definierte Nucleoside und Nucleotid-
phosphate aus dem Partialhydrolysat zuginglich. Nucleotide werden als Isomeren-
gemisch isoliert, das mit den zur Zeit verfiigbaren Methoden nicht in 5'- bzw. 3'-
Komponenten getrennt werden kann. Dieser Nachteil der Methode ist aber in Hin-
blick auf die von uns geplante Verwendung der isolierten Oligodesoxyriboguanyl-
sduren unwesentlich. 5’-Oligonucleotide, die bspw. als Bauelemente zur enzymatischen
Darstellung von DNA in Betracht kommen, werden in der Regel radioaktiv mar-
kiert cingesetzt. Markierte 5-Oligonucleotide werden aber aus Oligonucleosid-
phosphaten durch enzymatische Phosphorylierung der 5'-Enden mit radioaktivem
Phosphat dargestellt. Aus diesem Grund ist es unerheblich, ob Oligonucleotide als
Isomerengemisch oder als reine 5'- bzw. 3'-Verbindungen isoliert werden konnen, da
alle Verbindungen vor der enzymatischen Phosphorylierung sowieso zunichst en-
zymatisch dephosphoryliert werden missen. Die enzymatische Dephosphorylierung
bereitet selbst bei priparativen Mengen keine Schwierigkeiten.

Hervorzuheben ist auch, dass aus dem Partialhydrolysat ausser Oligonucleosid-
phosphaten und Oligonucleotiden auch mono- bis tetramere Nucleotidphosphate
erhaitlich sind. Abgesehen von 5',3'-Desoxyriboguanosinbisphosphat sind Oligomere
mit zwei terminalen Phosphatgruppen bislang noch nicht synthetisiert worden, so
dass auf diesem Weg eine neue Substanzklasse zuganglich ist, der in jiingster Zeit
eine besondere Rolle zukommt. So gelingt bspw. mit Mononucleotidphosphaten die
schrittweise enzymatische Verlingerung von Oligonucleotiden!®. Es ist ebenso denk-
bar, dass auch Oligonucleotidphosphate zur blockweisen enzymatischen Synthese von
DNA-Fragmenten verwendet werden konnten. Diese vielversprechende Méglichkeit
wurde vermutlich bisher nicht in Erwidgung gezogen, da cine chemische Synthese der
erforderlichen Oligonucleotidphosphate zu aufwendig erscheint. AusPartialhydrolysa-
ten einer DNA sind Oligonucleotidphosphate sehr einfach zuganglich, so dass hier-
durch eine wesentliche Voraussetzung fiir eine moglicherweise semisynthetische Dar-
stellung von DNA geschaffen wurde.

Trotz mancher Schwachstellen und Nachteile der hier beschricbenen Methode
zaur Darstellung von Oligodesoxyriboguanylsauren, weist das Verfahren dennoch
erhebliche Vorteile gegeniiber der chemischen Synthese auf, Abgesehen davon, dass
die chemische Polykondensation im Unterschied zur Partialhydrolyse sehr kompli-
zierte Techniken erfordert und zu dem nur in geringen Ausbeuten abliuft, erhilt
man komplex zusammengesetzte Gemische verschiedenster Kondensationsprodukte.
Die Isolierung definierter, chromatographisch reiner Qligodesoxyriboguanylisauren
aus einem Polykondensat, das neben den gewiinschten linearen Kondensationspro-
dukten auch cyclische und Pyrophosphatderivate aufweist, ist in viclen Fillen auf-
wendiger als die Gewinnung von Oligodesoxyriboguanylsiuren aus einem DNA-
Partialhydrolysat. Manche Oligodesoxyriboguanylsauren sind auf dem hier beschrie-
benen Weg sicherlich einfacher als durch chemische Synthese zuginglich.

In Tabelle X sind in etwa die Mengen angegeben, in denpen die verschiedenen
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TABELLE X

HOCHGERECHNETE MENGEN AN DESOXYRIBOGUANYLSAUREN, DIE DURCH
CHEMISCHE PARTIALHYDROLYSE UND CHROMATOGRAPHISCHE AUFARBEITUNG
AUS 100g HERINGSSPERMEN-DNA IN CHROMATOGRAPHISCH REINER FORM
ZUGANGLICH SIND

Nucleotidphosphate Mischurg der Isormeren Oligonucleosidphosphate
3’ und 5°-Nucleotide -

Bezeichnung Mengen Bezeichnung Mengen

(mg) Bezeichnurg Mengen (mg) (mg)
pdGp 870 pdG, dGp 490
dG):p 670 p{dG)., (dG):p 1800 (dG): 40 2470°
p(dGhp 210 £{dG)s, (dG)p 270 dG) 240 480"
p(dG).p 120 p{dG).. (dG).p 10 dq). 30 130"

dG)s 50

* Durch enzymatische Dephosohorylierung der isolierten Nucleotide und Nucleotidphosphate.

Oligodesoxyriboguanylsiuren aus 100 g Heringsspermen DNA erhalten werden.
Die Ausbeute liasst sich vermutlich erhéhen, wenn anstelle der hier eingesetzien
A-T-reichen Heringsspermen DNA, eine G-C-reiche DNA als Rohstofiquelle ver-
wendet wird.

Der tiberschlagsmissige Vergleich zwischen den Mengen an Di- bis Penta-
meren der Desoxyriboguanylsaure, die aus 100 g Heringsspermen-DNA zuganglich
sind (4.4 g) und denen, die bei einer chemischen Polykondensation von 1 mMot ge-
schiitzten Desoxyriboguanosin-5'-phosphat erhalten werden (14 mg)*?, liefert ein
bemerkenswertes Ergebnis. Zur Darstellung voa ca. 4 g an Oligodesoxyriboguanyl-
sduren mit 2-5 Monomereinheiten, die aus 100 g Heringsspermen-DNA zuganglich
sind, miisste man etwa 300 mal die, in der Literatur beschriebene, Polykondensation
durchfihren. Wenn man ausserdem noch beriicksichtigt, dass aus einem Polykon-
densat bisher nur Oligomere mit bis zu 5 Monomereinheiten isoliert werden kdnnen,
wobei die Sequenz und Reinheit einiger Homologe nicht eindeutig bestimmt werden
konnte, dann stelit der hier beschriebene Weg zweifelsohne eine sehr attraktive
Alternative zur chemischen Polykondensation dar.
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ZUSAMMENFASSUNG

Ein neuer Weg zur Darstellung von Oligodesoxyriboguanylsiuren wird be-
schrieben. DNA aus Heringsspermen wird im praparativen Massstab durch Hy-
drazinolyse, alkalische Hydrolyse und Piperidinbehandlung zu Desoxyriboguanyl-
sduren abgebaut. Das anfallende Partialhydrolysat wird saulenchromatographisch an
basischen Anionenaustauschern zunidchst in nieder- und hdhermolekulare Fragmente
vorgetrenat, die anschliessend fraktioniert werden. Hierbei werden in priparativen
Mengen definierte, unterschiedlich phosphorylierte Oligomere der Desoxyribo-
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guanylsdure mit bis zu fiinf Monomereinheiten erhalten, die zum Teil aber noch ver-
unreinigt sind. Die Verunreinigungen werden anschliessend durch praparative
Papierchromatographic auf Cellulose vollstindig entfernt. Vor- und Nachteil dieses
Verfahrens gegeniiber der chemischen Synthese von Oligodesoxyriboguanylsiuren
werden diskutiert.
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