
DARSTELLUNG VON OLIGOMEREN DER DESOXYRIBOGUANYLS_~URE 
DURCH CHEMISCHE PARTL4LHYDRQLYSE VON DNA 

Preparation of oligomers of deoxyriboguanylic acids by partial chemical hy&olysis of 
DNA 

A new method for the preparation of ohgodeoxyriboguanylic acids is de- 
scribed. By hydrazinolysis and subsequent alkaline hydrolysis, DNA from herring 
sperm is degraded to deoxyriboguanyhc acids on a preparative scale. The partial 
hydroiysate 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 monomer 
units, which are still partially impure. In a final step, the remaining impurities were 
removed by preparative paper chromatography on celh.rIose. The advantages and 
disadvantages of this method over the chemical synthesis of ohgodeoxyriboguanylic 
acids are discussed. 

Ohgonucleotide defimierter Sequenz sind in pfiparativen Mengen derzeit mu 
auf synthetischen Wqen zt@nglich_ Die verschiedenen Syntheseverfahren, die hierzu 
zur Ve_rGligung stehen, sind sehr aufivendig und kompliziertlJ. 

Vor einiger Zeit wnrde mit der Entwickhmg eines neuen Konzepts znr Dar- 
stelhmg von Ohgonucleotiden begonnen, das ohne chemische Synthese auskommt- 
Leicht zug%@ich DNA wird mit chemischen Methoden im pfiparativen Massstab 
seIektiv zu Qligonucleotidgemischen abgebaut. Auf diesem Weg kann DNA zur 
Zeit sefektiv an Pyrimidin-a, Purinnuckzotid-s oder QhgoadenyIz&uegernischenS abge- 
baut werden. Ans den hierbei anfalkmden Partialhydrolysaten werden detierte Ver- 
bindungen tit Hiife eines Trennungsgangs in p&pzativen Mengen isoliert. In 
diesem Trennungsgang weden verschiedene chromatographische Methoden, tie 
Siulenchromatographie an lonenaustauschern. Papierchromatographie auf Cellulose, 
prZparative Template-Chromatographie und Hochleistuqs-FKissigkeits-Chromato- 
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graphie entsprechend den jeweils anstehenden Trennproblemen unterschiedlich ein- 
gesetzt und kombiniert. Wahrend die Auftrennung des Pyrimidinnucleotid-~*~lo 
und OligoadenylsHuregemischessJ1 weitgehend gel&t ist, steht die Aufarbeitung des 
Purinnucleotidgemisches noch am Ant&g. 

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Verfahren beschrieben, das die 
selektive Partialhydrolyse einer DNA zu Oligoguanyls~uren im prgparativen Mass- 
stab erlaubt. Ausserdem wird ein Trennuogsgang aufgezeigt, nach dem die Auf- 
arbeitung des Oligoguanyl&uregemisches mit befriedigenden Ergebnissen mZiglich 
ist. In den verwendeten Trennungsgang werden im wesentlichen wiederum die 
Methoden kombiniert, die sich zur Fraktionierung der bisher erhaltenen Partial- 
hydrolysate bewHhrt haben. Da aber Oligoguanylssuren im Gegensatz zu anderen 
Oligonucleotiden besonders stark zur Assoziation neigen, treten bei der Auftren- 
nung von Oligoguanylsluregemischen Komplikationenlz auf, die zusHtzliche Trenn- 
schitte erforderlich machen. Trotz dieser Schwierigkeiten sind auf dem im folgenden 
beschriebenen Weg Oligoguanyls&rren wesentlich einfacher als durch chemische 
Sjnthese zuganglich12J3. Ausserdem werden aus dem anfallenden Partialhydrolysat 
nicht nur die Oligoguanylsiuren erhalten, die auf synthetischem Weg zugsnglich sind, 
sondem such Verbindungen, die bisher nicht synthetisch dargestellt wurden. 

EXPERIMENTELLER TEIL’ 

Material 
Chemikaiien. 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 (Schleicher & Schiill, Dassel, 
B.R.D.); Enzyme: Alkalische Phosphatase, Orthophosphorsgure-Monoester-Phos- 
phohydrolase (alkalisches Optimum) (EC 3.1.3. l.), Phosphodiesterase I, Oligonucle- 
otid-5’-Nucleotidhydrolase (EC 3.1.4_1.) (Boehringer, Mannheim, B.R.D.); DNA, 
Nucleins%urebausteine: dG, pdG (PWA Waldhof, Mannheim, B.R.D.). Die Referenz- 
nucleotide (dG)r, (dG),, (dG),, p(dG), und p(dG), werden in unserem Labor 
synthetisiert. 

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

Pu~rZ6smgen. 1 M Tris-HCl-Puffer pH 7.5: 121 g (1 M) Tris werden in 
900 ml Wasser gel&t, mit 50 ml konz. SalzsHure versetzt, dann mit Sa.lzsHure auf 
pH 7.5 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml aufgetiillt. 

Methoden 
Die unter (l)-(6) beschrieben Ans3tze werden drei bis vier ma1 durchgeftit. 
(1) Partiarhy&olyse van Heringsspernzen-DNA. 100 g k&Eche Herings- 

spermen-DNA werden in 200 ml Hydraziniurnhydrat gel&t und 4 h bei 60°C geruhrt 

* Bei Abktirzungen werden prinzipiell IUPAC-IUB Regeln befdgt (Eirr. J. Biochem., 15 (1970) 
203). A,-meit = Nucleotid-Menge in 1 cm’ Solvens, die bei 260 mn die Absorption 1 ergibt 
(Schichtdicke 1 cm). 
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Die entstandene, braune Reaktiondiisung wird am Rotationsverdampfer zur Trocke- 
ne ein_engt, in Wasser aufgenommen und nochmals abrotiert. Der Sirup wird mit 
ca. 400 ml Wasser verse’tzt und van ca. 10 g Riickstand abzentrifugiert Der klare 
Uberstand wird an einer UM 10 Membran solange ultr&ltriert bis die Absorption 
des Eluats unter 100 Al-- Einheiten sinkt. Das lyophilisierte Retentat ergibt, gemit- 
telt aus drei Andtzen 37 g eines hellbraunen Pulvers. Eine weitere Mijglichkeit zur 
Isolierung der depyrimidinierten DNA besteht da&, dass der Riickstand der Hy- 
drazinolyse in ca. 500 ml 0.3 M Natriumacetat-L~sunga~g~o~en und mit 1.5 1 
Ethanol versetzt wird. Nach kurzer Zeit setzt sich die depyrirnidiuierte DNA als hell- 
braunes 01 am Boden ab, das nach Abdekantieren des Uberstands wie unter (2) be- 
schrieben aufgearbeitet wird. 

(2) Alka&che Hydrolyse der depyrimidinierten Hertigsspermen-DNA. 40 g des 
Lyophilisats bzsv_ das gesamte 61(l) werden mit 1 liter 7 M Kaliumhydroxid versetzt 
und anschliessend 1 h im siedenden Wasserbad erhitzt Die LSsung wird auf ca. 0°C 
abgekiihlt und mit 70OAiger Per&lo&lure (ca. 520 ml) so langsam neutralisiert, dass 
die Temperatur nicht iiber 25°C steigt. Ausgefallenes Kaliumperchlorat 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 weuiger als 10 A, -Einheiten aufweist, Das lyophilisierte Retentat ergibt, ge- 
mittelt aus drei Andtzen 14 g eines hellbraunen Pulvers. 

(3) Siuhznchromatographische Trennung des Par,tiaZhyIroiysats. Vorwnnung 
an DEAE-Cellulose. 14 g des Lyophilisats aus (2) werden in 2 1 Wasser gel&t und auf 
eine DEAE-Cellulose-S%ile (70 x 3 cm I.D.) mit ca. 400 ml/h gepumpt- Nach dem 
Auftragen der LBsung wird die sule bei einer Laufgeschwindigkeit von CQ. SO0 ml/h 
zun%chst mit 4 1 Wasser eluiert Hierbei sinkt die Absorption des Eluats unter 0.3 
A L,-Einheiten. Das Eluat wird verworfen. Im zweiten Schritt eluiert man die ?Xule 
mit ca- 10 10.1 M Natriumchlorid-O.05 M Tris-HCi pH 7.5. fm d&ten und letzten 
Schritt werden die noch adsorbierten Oligonucleotide mit 2 M Natriumchlorid 
eluiert. Die l?roclukte der ersten Fraktion, die mit 0.1 M Natriumchlorid-Pr die 
DEAE-Cellulose-S%Je verlassen, werden vereini,& am Rotationsverdampfer kon- 
zentriert und an einer UM 2 Membran solange ultr&ltriert, bis das EIuat mit Silber- 
nitrat keine Triibung zeigt. Das salzfreie Retentat wird lyophilisiert und ergibt &7 g 
eines gelben E%lvers_ Die Produkte der zweiten Fraktion, die mit 2 M Natrium- 
chlorid die sale verlassen, werden analog aufgearbeitet und ergeben 44.5 g eines 
hellbraunen Lyophilisats, 

(4) Rechronuatographie des Lyophilisats der ersten Fraktion aus (3) an QAE- 
Sephadex A-25.4.4 g (ca. 70,000 ALY) -Einheiten) des Lyophilisats der ersten Fraktion 
werden in 50 ml Wasser gel&t und auf eine QAE-Sephadex A-25 S&de (70 x 3 cm 
I.D.), die mit O-05 M Natriumchlorid-O.05 M Tris-HCl pH 7.5 aquilibriert ist, aufge- 
tragen (Fig. I). Nach dem Auftragen der Liisung wird die SBule mit ca. 800 ml/h in 
steigenden Natrium chlorid-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gc- 
puffert ist, eluiert wie beschrieben in Tabelle I_ 

Die Fraktionen von Peak I-VIP1 der Fig. 1 werden am Rotationsverdampfer 
konzentriert, durch Ultra6ltration an einer UM 05 Membran entsalzt und lyophili- 
siert. Die Ausbeuten an Lyophilisaten sind in Tabelle II zusammengefasst 

(5) PiperidinbehanaGng des Lyophilisats der _weiten Fraktion aus (3). 4 g der 
hiihermolekularen Desoxyriboguanyls&remischung (zweiten Fraktion) werden in 40 
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Fig. 1. Elutionsprofil der sZu!encbromatographischen Trennung van 4.4 g <a~. 70,000 &&bhei- 
ten) einer F&ion niedemo!eicuIarer OligodesoxyriboguanyIsZhren, die aus dem BrtiaIhydroIysat 
einer X-kringsspermen-DNA isoliert wird. Siulenffilluog: QAE-Sephadex A-2.5,70 x 3 cm; Durch- 
&.ss, 800 ml/b. Die EIution erfolgt bei Raumtemperatur mit dem in det Figs gestrichelt einge- 
zeichneten siebensWlgen Natriwncblorid-Gradienten, der tit 0.05 MT?&-HCl auf pH 7.5 gepuEert 
ist. Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung von Peak I-VIII werden vereinigt und au&e- 
arheitet. Au&Men sowie die Identifizierung wd Charakterisiemng der in Fe& I-Vi enthaltenen 
Produkte sind in den Tabellen 11, VIE und IX zusammeng&sst. 

TABELLE f - 

RECHROMATOGRAPJiiIE DES LYOPHnIsATS AN QAE-SEPHADEX A-25 

E%Rbrtsbediqpngen Natriunxfdorid-Gradient 

Stufe ~atriumclilori&Kon.z. Im iWkhge~Zs Im VorratsgefZs 

Volumes Konzentration vobanen Konzenfrahkn 
(0 (M) W fW 

1 Koilstant 8.0 0.05 - - 
2 Steigend 5.0 0.05 5.0 0.10 
3 Konstant 15.0 0.20 - - 
4 Steigend 4.0 0.10 4.0 0.15 
5 Konstant 6.0 0.15 - - 
6 Steigend 2.0 0.15 2.0 0.18 
7 Konstant 2.0 1.00 - - 

ml Wasser II& 4 g frisch destilliertem Piperidin 30 min bei 90°C geriihrt. Anschlies- 
send wird die L&sung am Rotationsverdampfer mr Trockene eingeengt, der Riick- 
stand in Wasser aufgenornmen und lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 50 ml 0.1 M 
Kaliumhydroxid 15 min bei 90°C hydrolysiert. Anschliessend wird die L&ung auf 
0°C gekiihlt, mit 70O/Bgcr Perchlors&re neutralisier& von ausgefallenem Kaliurn- 
perchlorzt befreit und sZulenchromatographisch aufgetrermt (vgl. Fig. 2). 

(6) Reciironuztographie des Lyophiriats der meiten Fraktion MIS (3) nach der 
Piperi&nbehandhng_ Die aus (5) erhaltene Liisung wird tit Wasser auf 100 ml ver- 

diinnt und auf eine QAE-Sephadex A-25 SMe (70 x 3 cm I.D.), die tit 0.05 M 



h 0.05 
oa64m7 

m 0.09 
Iv 0.10 
V 0.10 
GI 0.12-0.16 0.11-0.15 

1.00 
ZwiffhenfraktiOnen 
Gesamt 

1.3 
3.6 
5.4 

39.2 
13.7 
9-7 
1.8 
5.0 

17.5 

20 
PO0 

290 
850 
360 
250 
30 

150 
- 

25s 

0.5 
2.3 
6.6 

19.3 
8.2 
5.6 
0.7 
3.4 
- 

46.6 

= MicteI~~ aos drei Anssczetl. 

NatriumchIorid4MX M Tris-Hci pH 7.5 Squilibriert ist, aufgetragen (Fig. 2). Nach 
dem Aufhagen der Lijsung wird die SHule im steigenden Natriumchlorid-Gradienten, 
der mit 0.05 M Tris-HCI auf pK 7.5 gepuffert ist, in finf Stin eluiert, wie beschrie- 
ben in TabeHe LIT. 



TABELLE HI 

RJXHROMATOGRAPHIE DES LYOPHILISATS AN QAE-SEPHADEX A-25 

EIutiansbediigungen Natriumchlorid-Gradient 

Stufe Natri’mchIorid-Kon Im MischgejZZs Im VorratsgerZs 

Vohmen Konzentration vohtlen Konrentration 
w CM) 0) (Ml 

1.0 0.05 - - 
4.0 0.15 - - 

15.0 0.15 15.0 0.21 
2.0 0.50 - - 
2.5 l.OQ - - 

1 Konstant 
2 Konstant 
3 Steigend 
4 Konstant 
5 Konstant 

Die Fraktionen von Peak I-VIII der Fig. 2 werden am Rotationsverdampfer 
konzentriert, an einer UM 2 Membran entsalzt und lyopbilisiert. Die aus drei An- 
s&en gemittelten Ausbeuten an Lyopbilisaten sind in Tabelle IV zusammengefasst. 

TABELLE IV 

ERGEBNISSE DER S&JLENCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG VON 4.0 g EINER 
FRAKTION H&IERMOLEKULARE R OLIGODESOXYRXBOGUANYLS~~N AN 
QAE-SEPHADEX A-25 (VGL. FIG. 2) 

Peak EIuiert bei EIuierte Mengen Isolierte Mengen’ 
Natriumchlorid-Korz 

CM) 
A,-Ekh. % w % 

I 0.15 
II 0.15 

z 0.15-0.16 0.16-0.17 
V 0.18 
VI 0.19-0.20 
VII 0.50 
vm 1.00 
Zwi.xher&aktionen 
GesamtGesamt 

* Mittelwerte aus drei Anslt2e.n. 

14,300 
12,700 

5400 
2950 

19,ooo 
2800 

24.100 
89,700 

4.0 
5.5 

15.9 
14.2 
6.0 
3.2 

212 
3.1 

26.9 

90 
180 
540 
490 
240 
140 
830 
140 
- 

26.50 

2.2 
4.5 

13.5 
12.2 

6.0 
3.5 

20.8 
3.5 
- 

66.2 

(7) P@eridinbehandlung des Lyophilisafs von Peak VII tier Fig. 2, tim aus (6) 
erhalten wird. 2 g des Lyophilisats von Peak VII der Fig. 2 werden mit 100 ml 50 %iger 
w&sriger Piperidinliisung 45 min bei 90°C geriihrt. Anschliessend wlrd die Liisung 
am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt, der R&&stand in Wasser aufge- 
nommen, nochmals abrotiert und anschliessend gefriergetroclcnet. Das Lyophilisat 
wird in 50 ml 2 M Kaliumhydroxid 45 min bei 90°C hydrolysiert. Die auf 0°C 
gekiihlte Lijsung wird mit 703ger Perchlorsiure neutralisiert, von ausgefallenem 
Kaliumpercblorat befreit, an einer UM 2 Membran ulk&kiert und lyopbilisiert. 

Nach der Gefriertrocknung erhHlt man 1.7 g eines gelben Pulvers. 
(8) Rechrmnatographie des Lyophilimts volz Peak VII der Fig. 2 naqh der 

Piperi&behandung an QAE-Sephadex A-25. 1.7 g (ea. 36,000 A=-Einheiten) des aus 
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Fig. 3. Eiutioaspmfil Qr sSukxhmmto@ph Nachtrennung van 1.7 g (ca. 36,OCKl Aa- 
Einhcitcn) des Lyophikats voa Peak VII der Fig. 2. S%&nfiilhing: QAE-Sephadex A-25,70 x 3 
cm, DurcMuss. 400 myh. Die Elution erfolgt unter Zusatz van 7 M Harnstoff bei Rmmtemperatzr 
mit dtm in der Fii gestrichelt eingczeichneten vierstufigen Natriumchlorid-Gradienten, der tit 
0.05 M Tris-H<31 auf pH 7.5 gepufkrt ist_ Frzktionen innerhalb der sen?mxhten Strichehmg von 
Peak VIII-, vxxdcn verrcinigt und aufeitet. Ausbeuten sowie IdentilGierung und Charakteri- 
sierung der in Peak VIIl-s enthakenen Produkte sind in Tabelle VI, VII und IX zusammengefasst. 

(7) erhaltenen Lyophilisats werden in 30 ml 7 M Hamstoff geli% und auf eine mit 
0.2 JZ Natriumchlorid4XOS LW Tris-HCl pH 7.5 in-7 M Hamstoff gquilibriertc 
QAE-Sephadex A-25 Szule (70 x 3 cm I.D.) aufgetragen (Fig. 3). Nach dem Auf- 
u-ages der Liisung wird die S%uIe im steigenden NatriumchIorid-Gradienten, der mit 
0.05 &f Tris-HCI auf pH 7.5 gepufTert ist unter Zusatz von 7 M Hamstoff mit einer 
EIutionsgeschwindigkeit von ca. 400 ml/h eluiert (Tabelle V). 

TABELLE V 

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

E!uxior&~~en N 

Safe Narrmncidod-_Konz Im MrkhgejZs Im VorraisgefZ 

vohmen Konxnnanbn vokme?l Konxnrralion 

(11 (Ml 01 (A\fl 

I Koilstant 2.0 0.20 - - 

2 Steigend 5.0 0.20 5.0 0.25 
3 Steigend 5.0 0.25 5.0 0.35 
4 Komtant 1.3 l.UQ - - 

Fraktionen von Peak VII,, der Fig. 3 werden vereinigt, an eicer UM 2 Mem- 
bran entsaJzt und gefkiergetrocknet. Die Ausbeuten an Lyophilisaten sind in TaheIle 
VI zusammengefasst. 

(9) Reckrorna~ograpkie van Pea?c VI& und VI& der Fig. 3 nack enzynatiscker 
Depkaspko@Yermg M QAE-S..pkt&x A-25_ CQ_ 20 ng (ea. 400 A,-Einheitenj des 



TABELLEVI 

ERGEBNISSE DER S&JLENCHROk!Z~TOGRAPHISCHEN NAWG DES LYO- 
PBIUSATS VON PEAX VII DER FIG. 2 SOWDE DER DEPHOSPHORYLIERTEN PRODUK- 
TJZ AUS PEAK VI& DER FIG. 3 UND AUS PEAK W, DER FIG. 3 AN QAE-SEPHADM 
Ai2.j 

Wir beiCtzen 1.7 g des Lyophilisats van Peak VII, 20 mg aus Peak VI& und 15 mg aus Peak VII,. 

Peak E&&t bei Ekerte Menge LFaiierte Menge 
Nam+uizch:orid-Konr. 
(MI Am-E&& % w % 

V& 0.200 
wz 0.2oo-o.205 
m3 0.205-0.2lS 

0.220-0.225 

2 0.2330-0.245 0.260-0.275 

2 0.290-0.305 1.000 
ZwischenFraktionen 
Gesamt 

z 0.23-0.24 0.21-0.22 

0.25-0.27 
Zwisdenfraktion 
Gesamt 

w7. 0.22-0.23 
W7b 0.23425 
vII1, 0.26-0.28 
Zwischenfr&tion 
Gesamt 

loo0 
3100 
3700 
3000 
3ooo 
2400 
2100 
6100 

11,300 
35,700 

140 
130 
60 
80 

410 

60 
80 
50 

2.8 
8.7 

10.5 
8.4 
8.4 
6.7 
5.9 

17.1 
31.7 

34.1 
31.7 
14.6 
19.5 

26.0 
34.8 
21.7 
17.4 

50 
150 
lS0 
150 
150 
120 
100 
300 
- 

1200 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

2.7 
8.4 

10.0 
8.3 
8.3 
6.7 
5.6 

16.7 

66; 

42.0 
39.0 
17.0 

- 

30.0 
44-O 
26.0 

- 

Lyophilisats von Peak VII, bxw. 15 mg (ca. 200 A,,,-Einheiten) des Lyophilisats von 
Peak VII, der Fig. 3 werden jeweils in 100 yl 0.1 M Tris-HCl pH 8.1 gel&t, mir 
10 ~1 kguflicher alkalischer Phosphatase (2000 U) versetzt und 12 h bei 37°C inku- 
biert. Anschliessend werden die Ans%re an einer QAE-Sephadex A-25 SBule 
(15 x 1.5 cm I.D.) im linear steigenden Natriumchlorid-Gradienten fraktiomert: 
400 ml 0.2 M Natriumchlorid-O.05 M Tris-HCl pH 7.5-7 M Harnstoff im Misch- 
gef”ass; 400 ml 0.3 M Natrlumchlorid-O.05 M Tris-HCl pH 7.5-7 M HarnstolT im 
Vorratsgef”ss (Fig. 4). Fraktionen von Peak VI&, und VH,, werden vereinigt, ent- 
salz& lyophilisiert und identifixiert (vgl. Tabelle VII und IX)_ 

ERGEBNISSE 

Zur Darstelhmg von Oligodesoxyriboguanyls&rren wird als “Rohstoffquelle” 
DNA aus Herlngsspermen in “technisch reiner” Form verwendet, die in Kilogramm 
Mengen verhatnismhsig einfach zugllnglich ist. Die selektive Partialhydrolyse der 
DNA zu Oligomeren der Desoxyriboguanylsgure erfolgt in zwei Schritin. 

Zun&%st wird die DNA nach der, von Tiirler und Charga.W4 f?ir Milligramm 
An&tie konzipierten Methode, die wir nach entsprechenden Amlerungen im 100 g 
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Fig_ 4. Automat&h bei 254 nm registriemzs EIutionsproN dcr tiulenchromatographischen Nach- 
trcnmmg der dephasphoqiierten Frodu!cte (a) aus Peak Vn, und (b) aus Peak VII, der Fig. 3. 
SZuXcnTuung: QAE-Scphadcr A-25, IS x 1.5 cm; Durchffuss, 400 ml/h. Die ?ZIution erfolgt unter 
Zusafz von 7 MHamstoff bei Raumtempcratur mit dem gestrichelt eingezeichneten, Iinear steigenden 
Natriumchlorid-Gradicuten, dcr mit 0.05 MTris-Hci aufpH 7.5 gepuEert ist. Fraktionen ismerhaSb 
dcr -ten Sttichclung w&en aufgcarb5tet und untersucht- Ausbeuten und Charakterisierung 
der in peak VILss und VII:, enthaIt=en Produkte sind iu Tabzlle VI. VII und IX zusamme.ngefasst. 

Massstab durchtXhren, durch Hydrazinolyse depyrimidinicrt. Die hierbci erhaltere 
depyrimidinierte DNA wird van unliislichen Bestandteilen abzentrifugiert, ultra- 
filtriert und anschliessend gefiiergetrocknet, wobei CCI. 35-40 g eines hellgelben 
Lyophilisats erhalten werden. Die Lsolierung der depyrimidinierten DNA gelingt 
such durch FZllung mit Ethanol, wobei sich die DNA als ijl am Boden absetzt. 

Das Lyophilisat bzw. das bei der EthanolfXlung erhaltene ijl werden an- 
s&&send mit 7 M Kaliumhydroxid behandelt.. Unter diesen Bedingungen werden 
die Adeninbasen der depyrimidinierten DNA zerstijrt, warend die weitsehend un- 
beschidigten Guanyltinrese_~ente aus dem Molekiilverband der depyrimidinierten 
DNA fre&setzt werden. Das Partialhydrolysat wird mit Perchlotiure neutralisiert, 
vom ausgefalfenen Kaliumperchlorat befreit, ultrafiltriert und lyophilisiert. Die Neu- 
tralisation bspw. mit SalzGure anstelle von Perchlotiure durchzufiihren empfiehlt 
sich nicht, da zur Entfemung des Natriumchlorid die Lijsung wesentlich IInger ultraftl- 
triert werden muss, wodurch Dcpolymerisation und damit verbunden ein Verlust an 
OligodesoxyriboguanylsZuren begikstigt werden. Nach der Hydrazinolyse und al- 
k&s.chen Spaltung verbleiben von den eingesetzten 100 g Heringsspermen-DNA c’o. 
13-1.5 g eines Oligodesoxyriboguanyls2urcgemisches, das auf dem im folgenden be- 
schriebenen Weg chromatographisch aufgetrennt wird. 

Da natiliche DNA in ihrem Molekiilverband Gberwiegend kurze aber nur 
wenige I@erkettige OligodesoxyriboguanylsWresegmente aufweist, wird ein Oligo- 
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TABELLE VII 

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHCHEN UNTERSUCHUNG DER S&J- 
LENCHROMATOGRAPHISCH GETRENNTEN H&ZERMOLEKULAREN DESOXYRIBO- 

GUANYLSAUREN VON PEAK I-VI DER FIG. 2, PEAK VII,_, DER FIG. 3. PEAK V&d, 
DER FIG. 4a UND PEAK VI&_-,c DER FIG. 4b 
Papier: Schleicher & Schiill Chromztographiepapier 2316. 

Peak Auftretende Hecken RF Werte relativ za denen van pdG Identifizierte 

Nr. Ant&l der ohne Phosphatase- nach Phosphatase- 
Guany.!sZuren 

Axe-Einb. behandbmg bebamibag 
(Bezeichmmg) 

(%) Luffmittel Laufmiltel 
B 

B C 

I 
II 

III 

IV 

V 

VI 

VH, 
w2 

VJL 

vlr, 

VII, 

VII, 

w7 

3 
1 
2 
1 

; 
1 
2 
1 
1 
2 
1 

2 
1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 

loo 
11 

:; 
24 
59 

17 
11 
89 
11 
54 
35 
38 
62 
97 
36 
64 
22 
50 
28 
11 
23 
20 
46 

38 
42 

8 

x 
38 
16 
30 
44 
26 

1.00 
l.CKl 
0.80 
0.72 
0.80 
0.66 

0.50 
0.50 
0.37 
0.59 
0.29 
0.45 
0.39 
0.19 
0.70 
0.90 
0.80 
0.75 
0.75 
0.50 
0.91 
0.71 
0.60 
0.35 

0.45 
0.37 
0.25 
0.25 

1.00 1.90 

0.53 

0.37 

0.31 

1.20 
1.90 
1.20 
1.57 
0.98 
0.70 
0.70 
1.20 

0.16 0.70 
0.59 
0.84 
0.60 
0.70 
1.57 
1.20 
1.20 
1.90 
0.70 

1.20 
0.70 

1.20 
0.70 

o”-% 
6.30 

0.30 

pdG, dGp 
Nicht untersucht 
ptd%, (dG)zp 
PdGp 
p(dGlz, (dG)s 
pdm: G)P 
pd(Gr, R-1 
p(dG)s, (dG& 
p(dGh, (dG)Jp 
P(dG)rP 
Nicht untersucht 
p(dGhp 
pd(Gz, R3 
Nicht untersucht 
p(dGhp 
@Gh 
pd(G, R-1 
PWGIz, @GM 
p(dGlz, @GM 
PdGp 
p<dGh, W&p 
Nicht untersucht 
Nicht untersucht 
Nicht untmsucht 
p(dGap 
p(dG)zp 
Nicht untersucht 
p(dGlfl 
p@Ghp 
p(dGh. W&p 
WI, 
@Gk 
Nicht untersucht 
(dG)s 
Nicht untersucht 
Nicht untersucht 

* Nicht identifkierte Monomereinheit. 

desoxyriboguanylsZuregemisch, das bei der selektiven chemischen Partialhydrolyse 
einer DNA anfallt, vorallem niedermolekulare Oligodesoxyriboguans~~en ent- 
h&en. Es ist daher nveckm&sig, das Partialhydrolysat nicht auf eimml m frak- 
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tionieren, soadem zuagchst den &rschuss an nieder- voa den hijhermolekuiaren 
Fragmeaten abzutreaaen. Hierzu wird das Lyophilisat tiulenchromatographisch an 
dem schwach basischen _Anionenaustauscher DEAE-Cellulose zuerst in zwei Frak- 
tioaen vorgetrenat, In der ersten Fraktion verlassen mit 0.1 Ri Natriumchlorid- 
0.05 M Tris-HCl @H 7.5) niedermolekulare Fragmente die Slule, die CQ. 60% des 
aufgetrageaen Partialhydrolysats ausmachen. Die restlichen CQ. 400/, werden in der 
zweiten Fraktion mit 2 Al Natriumchlorid eluiert. Bride Fektionen werden uXtra- 
titriert, lyophiiisiert und anschliessead an dem stark basischea Aaionenaustauscher 
QAE-Sephadex A-25 rechromatographiert. 

Isoliemng urtcl Mentifrzirung der Qiigo~eso~~r~ogu~~~s~uren aus der ersten Fmktion 
Die tiulenchromatographische Fraktionierung der niedermolekularen Frag- 

mente aus der ersten Fraktion, die im siebenstufigea Natriumchlorid-Gradienten an 
QAE-Sephzdex A-25 erfolgt, fiihrt zu acht mehr oder weaiger gut aufgel8stea Peaks 
(vgl. Fig. I). Fraktioaea zu CQ. 20 ml werden gesammelt. CQ. jede zehate Fraktioa 
wird photometrisch gemessen. Die graphische Auftragung der gemessenen Absorp- 
tionswerte gegen das Elutioasvolumen fiihrt zu den in den Figuren abgebildeten 
EiutionsproBea. 

Die gemessenen Absorptionsverhiiltnisse der Peakfraktionen (zi&rizM) = l.lO- 
1.15, A_rgO/AZ60 = 0.63-0.66) wveisen bereits deutlich auf Olisomere der Desoxyribo- 
guaayltiure hin, die bei pH 7 Werte voa Arw/A,M, = 1. I5 i 0.02 und A&A,, = 
0.67 L - 0.02 aufweist. Den AbsorptionsverhHltnissen IBsst sich ausserdem entnehmen, 
dass die Peakfraktioaea allenfalls aur geriagfiigig mit adenyltiurehaltigen Framen- 
ten verunreiaigt sein kiinnen. Die Anwesenheit von Desoxyriboadeny!tiuren deren 
Absorptionsverh3taisse (Atq/ri26n = O.SO-O.S4, AsO/A2- = 0.15-0.24) weit unter 
deaen fir DesoxyriboguanyIs%ure liegen, hstte eine deutliche Abnahme der Ab- 
sorptionsverh3taisse der Peakfraktionen zur Folge. 

Fraktionea innerhzlb der senkrechten Strichelung werden vereinigt, durch 
Ultrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Elutionsbedingungen und Ausbeuten, die 
bei der Frahizioaierung der niedermolekularen DesoxyriboguanyIs3uremischung er- 
halten werden, sind in TabcJIe II zuszmmengefasst- Nach der s%lenchromzto- 
graphischen Trennung werden von der urspriiaglich aufgetragenen Mischung nur 
cam 47% erhalten. Der hohe Verlust wird dadurch verursacht, dass CQ_ 17 oA in 
Zwischenfraktionen, weitere 36 % aher bei der Aufarbeitung, vorallem bedingt durch 
die Ultrafiltration, verioren gehen. Der Verlust bei der Ultrafiltration basiert einer- 
seits auf der Ausschlussgrenze und unterschiedlichea Giite der Membran und anderer- 
seits darauf: dass im Verlauf der Ultrafiltration terminale Phosphatgruppen hydro- 
Iytisch abgespaiten werdea uad ein Teil der Oligoaucfeotide depolymerisiert. De- 
phosphorylierte bzsv. verkiirzte Fragmeate kGnaea die Membran leichter passieren, 
da die Retention eines OIigoaucIeotids nicht aur von der MoIekiilgr&se sondem 
massgeblich YOU der Anzahi seiaer negativ geladeaen Phosphatgruppea bestimmt 
wini. 

Die Lyophilisate von Peak I-VI werden papierchromatographisch untersucht 
uad mit Hi&e voa Vergleichssubstaazen charakterisiert. Die Ljophilisate von Peak 
VII und VIII werdea tit dem Gem&h der hahermolekuIa,ren Desoxyriboguanyf- 
%%ren (z?.veiter Frak-eon) vercinis Auf$und der papierchromatographischen Un- 
tersuchung en&&en Peak I-VI jeweils ein Hauptprodukt uad bis zu zwei Neben- 
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produkte, die unterschiedlich schnell wandern (vgl. Tabelle VIII). Zur Bestimmng der 
prozentualen Zusammensetzung eines Lyophilisats werden alle im Papierchromato- 
gramm auftretenden F&ken quantitativ vom Papier eluiert. Im Eluat der einzelnen 
Flecken bestimmt man die A,,,-Einheiten und errechnet daraus die prozentuale 
Zusammensetzung des jeweihgen Lyophilisats. Hierbei zeigt sich, dass die Haupt- 
prod&e ca. 7U-100% eines Lyophilisats ausmachen. Zudtzlich wird die Absorp- 
tion jedes Fleckens bei 260 nm und 280 run bestimmt. Aus den Verh%nissen J&J&,, 
und &,,/A260 llsst sich ersehen, ob der betregende Fleck VOQ einem Homologen der 
DescxyriboguanyIsgure oder von einer Verunreinigung stammt. AIs Verunreinigun- 
gen bezeichnen wir alle Substanzen, deren Absorptionsverhihnisse mehr als f 0.04 
von den fti Desoxyriboguanyls%.ue angegebenen Werten abweichen (&J&, = 1.15 ; 
&o/-&co = 0.67). Die Eluate der Hauptflecken werden in einem zweiten Laufmittel 
papierchromatographisch nachgetrennt. Hierbei wtidern die Produkte einheidich 
und k&men somit als chromatographisch rein bezeichnet werden. 

TABELLE VIII 

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN UNTERSUCHUNG DER S&J- 
LENCHROMATOGRAPHISCH GETRENNTEN MEDERMOLEKULAREN DESOXYRIBO- 
GUANYLS&JREN AUS PEAK I-VI DER FIG. 1 

Papier: SchIeicher & Schtill Chromatographiepapier 2316. 

Peak Auftretende Flecken 

Nr. Ante2 der 

ALq-Eink. 
(%I 

RF Werte relntiv zu denen von pdG 

ohm Phosphatme- nach Phosphatme 

bekandkmg bekandkutg 
Laufmittet Laufmirlel 

B 
A B 

Idenfifizierfe 

Guanylsiiuren 

(Bezeichnw) 

I 
II 

: loo 1.70 
95 0.46 

t:: 1.20 <dG)r 
0.70 (dGls 

2 5 1.00 Nicht untersucht 

III 1 66 1.00 1.00 1.80 pdG. dGp 
. 2 31 0.69 0.88 1.57 pd(G. R 3 

3 
9: 

0.32 0.80 1.20 p(dG)z. (dG&zp 
IV 1 0.32 0.80 1.20 p<dGlz. @GlzP 

2 7 0.97 Nicht untersucht 

V 1 90 0.13 0.72 1.80 l?dGP 
2 6 1.10 Nicht unteaucht 
3 4 0.8s Nicht untersucht 

VI 1 23 0.41 0.88 Nicht untersucht 

2 70 0.16 0.67 C.98 pd(Gr, R3 
3 7 0.50 0.70 p<dGh. <dGhp 

* Nicht identifizierte Monomereinheit. 

Die Kette&nge der isolierten Oligodesoxyriboguanylduren hisst sich aus 
dem s3ulenchromatographischen Verhalten bereits abschHtzen uud auhaud der 
R,-Werte, die mit denen synthetischer Oligodesoxyriboguanylsluren verglichen wer- 
den, zuverl&sig bestimmen. ZuGitzlich wird die Anzahl der Monomereinheiten sowie 
der terminalen Phosphatgruppen aus den Ergebnissen des enzymatischen Abbau 
besthun&. Hierzu werden die Eluate der zweifach chromatographierten Haupt- 
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produkte zuerst mit alkahscher Phosphatase bchandelt. AlkaIische Phosphatasc ent- 
femt terminale Phosphat_appen_ Nach dem Phosphataseabbau wird papiercbro- 
matographiscb einerseits die Vollst%digkeit der Dephosphoryheruug und anderer- 
seits nochmals die Reinheit der Oligonuclcotide iiberpriift. Der Verlust von ?kos- 
phatcndgruppcn verursacht einen deuthchen Anstieg im &Wert eines Ohgonu- 
cleotids. Aus dem Vergleich der R<Werte vor und nach der Dephosphorylierung 
(vgl. Tabelle VIII) I&t sich feststellen, ob im urspriinglichen Nucleotid eine, zwei 
oder keine tmninalen Bhosphatgruppcn vorhanden siud. Die dephosphorylierten 
Oligonucleotide werden vom Papier eluiert und zur Bestimmung der KettenBmge 
mit Phosphodiestcrase aus Schlangengift hydrolysiert. 

Aus dephosphoryhcrtcn Ohgonuclcotiden werden, vom 3’-Ende beginnend, 
S-Mononucleotide schrittweisc frcipetzt, wobei der 5’-terminaie Baustein als Nu- 
cleosid erhalten wir& Nach det Phosphodiesterasespaltung wird das Hydrolysat im 
Papierchromato_eramm aufgetrcnnt. Im Hydrolysat der Hauptprodukte von Peak 
I-V sind nur die zu envartenden Spaltprodukte pdG und dG enthaltcn, die mit 
kiuflichen Refereuzsubstauzen und aufgrund ihrer AbsorptionsverhBltnissc eindeu- 
tig identiiiziert werden. Die Spaltprodukte werden quantitativ vom Papier eluiert. 
Aus dem Verhgltnis der ri,- Einheiten YOU Mononucieotid zu Nucleosid err&met 
sich die KettcnlZnge (vgl. TabeI!e IX). Bei der enzymatischen Hydrolyse des Nebcn- 
produktes von Peak Hi (Fleck 2) bzw. des Hauptproduktes van Peak VI trcten ausser 
dG und pdG noch weitere Abbauprodukte auf, deren RrWerte gerin_&igig iiber 
denen von pdG und dG liegeen. Ausserdem weisen die Absorptionsverh8ltnissc der 
unbzkannten, mit dR und pdR bczcichnetcn Spahprodukte weder auf GuanyIs5ure 
noch auf andere Nucleotide oder Nucleoside bin. Vermutlich handelt es sich bei 
diesen Verbindungen urn zerst6rt.e Nucleotideinheiten, die bei der alkalischen Hydro- 
lyse nicht vollst5ndig aus dem Oligonucleotidverband entfemt werden. Oligodcsoxy- 
riboguanyls%urcn, die Reste zerstiirter Nucleotideinheiten im Molekiil aufweisen, 
treten, wie spater gezeigt wird, such in der Fraktion der hiihermolekularen Dcsoxy- 
riboguanyltiuren auf, werden aber nicht n5her untersucht Bemerkenswert ist, dass 
die zersti%sen Nucicotidfragmente, den Phosphodiesterasea bbau nicht iubibieren. 
Teilweise zerstorte Monomereinheiten im Molekiilverband einer Ohgodesoxyribo- 
guanyls&~re sind such daran N erkennen, dass sich die Absorptionsverh%itnisse 
dieser OligonucIeotide geringfiigig aber signifikant van denen der Oiigodesoxyribo- 
guany&uren unterscheiden_ 

Die Position der terminalen Phosphatgruppe eines Oligonucleotids 15sst sich 
durch enzymatische Spahung mit Phosphodiesterase aus Schlangengift eindeutig 
ermitteln. Oiigonucleotide, die ihrc terminale Phosphat-appe am Y-Ende trqen, 

werden ausschliesslich tu S-Mononucleotiden abgebaut. Aus Oligonucleotiden, die 
am 3’-Ende phosphoryliert sind, werden neben S-Mononucleotiden such Nucieoside 
und andera Spaltprodukte freigesetzt Bei der enzymatiscken Spaltung der isolierten 
Oligonucleotide zeigt sich aufgruud der molaren Verh,%ltuisse der Spahprodukte, dass 
die Nucleotide als isomerengemische erhahen werden, in denen vor ahem 5’- nebcn 
wenlgen 3’Xomponenten vorliegen. 

Die Untersuchungcn der Lyopbilisate van Peak I-VI f&en N folgenden 
Ergebnissen. Die isomeren Dinucleotide p(dGlz, (dG),p, die in Peak IV in 93 “/gcr 
Reinheit die SC%& verlasscn, St&en mit 41% den Hauptanteil des niedermole’kularen 
Oligoaesoxyriboguany~%%regemisches der erstcu Fraktion. Eiu weiteres Haupt- 
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ENZYMA.rX!XHE FIYDROLYSE DER ISOLIERTEN, DEPHOSPHORYLIERTEN OLIGG- 
DESOXYRIBOGUANYLS &JREN DER ERSTEN U-ND ZWElTEN FRAKTXON MXT PHOS- 
PHODIESTERASE AUS SCHLANGENGIFF 

Gumrylsiiwen uus 
Peak (FleckeR) 
&?. 

Bezeichnung Depkosphatylierte Spakprodukte Phosphodiesteraw- 
Guanykiuren hya?oIyse 
(Bezeicitmag) Veriki&rrf.s der 

Spaltpradukte 

erwarfef gefrmrierr 

td%n 
ptdG)z 

WSP, 
NWs 

ptdG),p 

%Y4” (dG): 
tdGh 
(dG)s 
pd(G, R9 

PdG, R-l 

pd(G, R3 
pd(G, RIP 

td’3z 

tdG)a 

pdG, dG 1:1 

pdG, dG 2:l 

pdG, dG 3:l 2.87:1 
pdG, dG 1:l 0.88:1 

pdG. dG 2:l 
pdG, dG 3:l 
pdG. dG 1:l 
pdG, dG 2:l 
pdG, dG 3:i 
pdG, dG 4:l 
pdG,dG - 
pdR*, dR’ 
pdG,dG - 
PdR’, 
pdG, dG, pdR’ - 
pdG, dG 
pdR:aR* - 

2.05:l 
2.9o:l 
l.l&:l 
Las:1 
3.12:1 
3.9O:l 

- 

- 

LOS:1 

2.W:l 

* Nicht nZher identikierte Monomereinheit. 

prod&t (ca_ 18 %) bildet pdGp, das 90 % des Lyophilisats von Peak V ausmacht. Die 
resthchen ca. 40% der isolierten Verbindungen entfallen auf unterschiedlich phos- 
phorylierte Mono- bis Trimere der DesoxyriboguanylsZure bzw. auf Oligodesoxy- 
riboguanylsZuren deren Monomereinheiten teilweise zerstijrt sind. 

Isoliertmg und Identifizierung der DesoxyrihogmnyhTuren QZZS der zweiten Fraktion 
Vor der Rechromatographie der zweiten Fraktion wird das Lyophiiisat der 

hijhermoleknlaren OligodesoxyriboguanyIs&ren zunHchst mit 10 %iger wassriger 
PiperidinlSsung behandelt und anschliessend nochmals alkalisch hydrolysiert, Hier- 
durch sollen nach den Angaben von Maxam und Gilbertls, die sich allerdings nur 
auf analytische Ans%ze beziehen, miiglicherweise vorhandene, teilweise zerstiirte 
Nucleotideinheiten aus den Oligonucleotiden freigesetzt werden. 

Nach der alkalischen Hydrolyse wird das neutralisierte, entsalzte Oligodeso- 
xyriboguanylsZnregemisch s&rIenchromatographisch im finfstufigen Natriumchlorid- 
Gradienten an QAE-Sephadex A-25 fraktioniert (vgl. Fig. 2). Co 73% der aufge- 
tragenen Mischung werden in acht mehr oder weniger gut voneinander getrennten 
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Peaks elmerr, w&rend die restlichen co. 27% in Fraktionen zwisehen den Peaks die 
SZule verlassen. Die Aufarbeitung der Fraktionen van Peak I-VIII, die innerhalb 
der semcrechten Strichelung vereinigt werden, erfolgt auf dem oben beschriebenen 
Weg_ Bedingungen und Ausbeuten der Rechromatographie siud in TabeUe IV zu- 
sammengef~t. 

Die Lyophihsate von Peak I-VI der Fig. 2, die CQ. 40% der isoherten Ohgo- 
desoxyriboguanyls&uen enthalten, werden papierchromatographisch untersucht. Das 
Lyophilisat von Peak VII, das CQ. 21% der isoherten, h6hermolekuIaren Desoxyribe 
guanyls&uen ausmacht, wird nochmals rechromatograpbiert (vgl. Fig. 3), wBhxend 
Peak VIIL nicht identitiert wird. 

Die Auswertung der Papierchromatogramme ergibt, dass in den Lyophilisaten 
von Peak II-VI der Fig. 2 ein bis zwei Haupt- und mehrere Nebeuprodukte enthahen 
sind. Charakterisieruug und Ideutifizierung der, in den verschiedenen Lyopbilisaten 
enthaltenen Desoxyriboguanyls5uren, die auf dem oben beschriebenen ?Veg durch- 
gefiihrt werden, sind in Tabelle VII und IX zusammengeefasst und fiihren in ein- 
zelnen N folgenden Ergebnissen. 

Peak I enthalt ausschhesslich ein Gemisch der Monomeren pdG, dGp, die mit 
Phosphatase zu dG abgcbaut werden. Das Lyophifisat von Peak II setzt sich zu 
77% aus pciGp, zu 12% aus der Mischung der isomeren Dinucleotide p(dG)2, 
(dG),p und zu 11 ok aus nicht naher identifizierten Produkten zusammen. pdGp 
wandert im Papierchromato_gram m in beiden Laufmitteln als einheithcher Fleck 
und wird mit Phosphatase zu dG dephosphoryliert. Die M&hung p(dG),, (dG)g 
verb% sich im Laufmittel A und B homoen und weist einen RrWert auf, der mit 
dem v-on synthetischem p(dG), identisch ist. Das Lyophilisat von Peak III bildet 
im Papierchromatogramm einen Haupt- und zwei Nebenflecken. Der Hauptfieck, auf 
den 59% der aufgtragenen A zo-Einheiten entfallen, enth5lt Oligodesoxyriboguanyl- 
Cmren, die teilweise zerstorte Nucleotideinheiten tragen. Nach der Phospha’asebe- 
handhmg erhIlt man zwei Produkte, aus denen mit Phosphodiesterase ausser pdG und 
dG noch andere Fragmente freigesetzt werden. Der schneller waudernde Neben&ck 
aus Peak III, der 24% des aufgetragenen Lyophilisats ausmacht, stammt van den 
isomeren Dinucleotiden p(dG)r, (dG),p, die such in Peak II gefunden werden. Das 
Ian-mm Iaufende Nebenprodukt, das zu li0/, in Peak III enthahen ist, erweist sich 
als ein Gemisch der isomeren Trinucieotide p(dG);, (dG)3p, das im &-Wert mit 
dem van synthetischem p(dG),, iibereinstimmt. Nach Phosphatasebehandhmrng ent- 
steht (dGh, das mit Phosphodiesterase zu pdG und dG im Verh&nis 2.04:1.00 ge- 
spaiten wird. Im Lyophilisat van Peak IV ist zu S9% 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- 
ryherte Produkt wird mit Phosphodiesterasc zu pdG und dG im Verhaltuis 0.8S:l.OO 
hydrolysiert. Das Nebenprodukt aus Peak IV erweist sich als ein Gemisch aus p(dG);, 
(dGhp, dessen &-kVen vor Phosphatasebebandlung mit dem von syuthetischem 
p(dG),, nach Phosphatasebehandlung mit dem von syntbetischem (CG), ubereiu- 
stimmt. Das Lyophilisat von Peak V bildet im Papierchromato_w zwei Haupt- 
und einen Nebenfiecken. Das Hauptprodukt mit dem R,--Wert von 0.29, das zu 54% 
im Lyophiiisat enthalten ist, wird als p(dGhp identifziert. Das meite Hauptprodukt, 
das zu 35% im Lyophilisat auftritt und einen RCWert von 0.45 aufweist, ent.hZlt 
Ohgodesoxyriboguanyh5uren mit teilweise zerst&ten Monomereinheiten, die nicht 



450 . EL SCHOTI, EL WATZLAWKK 

nlher untersucht werden. Peak Vi weist zu 62 % p(dG),p auf, das nach Phosphatase- 
be3andlung im &-Wert mit dem van synthetischen (dG), identisch ist und mit 
Phosphodiesterase zu pdG und dG im Verhaltnis 2.9:l.0 hydroiysiert wird. Das 
Nebenprodukt aus Peak VI wird nicht untersucht. 

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aus der Fraktion der hiihermoleku- 
laren Oligadesoxyriboguanylsauren in diesem Trennschritt asp (12.2 “/,) sowie 
nicht nzher identifizierte DNA-Fragmente (13.5%) als Hauptprodukte isoliert wer- 
den. Ausserdem werden in geringen Mengen Tri- und Tetramere der Desoxy- 
ribog&y&iure sowie Mononucleotide und Mononucleotidphosphate erhalten, 
die zusammen ca. 16% ausmachen. Die Anwesenheit bspw. der gleichen Mono- 
meren, die such in der ersten Fraktion auftreten, IHsst sich teilweise damit e&l&en, 
dass Oligodesoxyriboguanyl&uren sowohl durch die Piperidinbehandlung als such 
wshrend der Aufarbeitung zum Teil abgebaut werden. Es ist aber such denkbar, 
dass langerkettige Oligodesoxyriboguanyls&iren mit kurzen Fragmenten Assoziate 
bilden, wodurch Produkte der ersten Fraktion in die zweite Fraktion gelangen 
k&men. 

Die Ergebnisse zeigen such, dass durch Behandlung mit lO%iger wgssriger 
Piperidinlosung eine vollst%dige Entfemung der Nucleotidbruchstiicke aus dem 
Molekiilverband der Oligodesoxyriboguanyls&ren nicht erreicht wird. Vermutlich 
enthalt such Peak VII, der in diesem Trennschritt nicht aufgetrennt wird, DNA- 
Fragmente, deren Monomereinheiten teilweise zerstiirt sind. Zur Entfemung dieser 
Fragmente wird das Lyophilisat von Peak VII mit 50%iger wHssriger Piperidin- 
lasung und anschliessend nochmals mit Alkali behandelt. Der neutralisierte und 
entsalzte Reaktionsansa’iz wird saulenchromatographisch nachgetrennt. 

Rechromatographie van Peak VI. der Fig. 2 
Das nach der Piperidinbehandlung erhahene Lyophilisat wird an QAE- 

Sephadex A-25 unter Zusatz von 7 Iti 3amstoff im vierstufigen Nau-iumchlorid- 
Gradienten fraktioniert, wobei acht teilweise gut voneinander getrennte Peaks er- 
halten werden (vgl. Fig. 3), in denen 70% des aufgetragenen Lyophilisats die SBule 
verlassen. Bedingungen und Ausbeuten der Rechromatographie sind in Tabelle VI 
zusammengefasst. Die Fraktionen von Peak VII1_7 werden auf dem beschriebenen 
Weg aufgearbeitet und die hierbei erhaltenen Lyophilisate papierchromatographisch 
untersucht. Peak VII, wird nicht nHher ident&iert. Die Produkte aller im Papier- 
chromatogramm auftretenden Flecken werden eluiert, mit Hilfe von Absorptions- 
verhatnissen, RFWerten und den Ergebnissen des enzymatischen Abbaus identi- 
tiert und charakterisiert. Die Auswertung dieser Untersuchungen fuhrt im einzelnen 
zu den in .Tabelle VII und IX zusammengestellten Ergebnissen. 

Peak VII, ent%lt zu 97 % (dG),. Peak VII, setzt sich zu 64% aus p(dG),, 
(dG),p und zu 36% aus DNA-Fragmenten zusammen, die teilweise zerstiirte Nu- 
cleotideinheiten aufweisen und daher nicht nHher identitiert werden. Peak VII3 
weist zu 72 % ein Gemisch aus 30% p(dG),, (dG),p und 70 % pdGp auf, das nach 
Phosphatasebehandlung im Papierchromatogramm zwei unterschiedlich schnell 
wandemde Flecken, dG und (dG), bildet. Die restlichen 28% des Lyophilisats von 
Peak VI& e&fallen auf p(dG),, (dG),p. Das Lyophilisat von Peak Vi& bildet im 
Papierchromatogramm neben drei niche &her identifizierten schwachen Flecken einen 
Hauptflecken. Da.s Hauptprodukt, das 46% von Peak VI& ausmacht, erweist sich 
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als Gemisch aus p(dGhp und p(dG),p, das nach Phosphatasebehandlung in (dG), 
und (dG), iiberfuhrt und papierchromato_mphisch auf’getrennt wird. Peak VI& 
enthalt N ca. 42 % p(dG)2p, zu 38 % nicht identifizierte Verbindungen und zu 20 % 
ein Gemisch aus 40% p(dG)3p und 6Q”A p(dG)ep. Die Anwesenheit van Oligodes- 
o.uyribnguanyl&ureen in Peak VII, die such in der 1Mischung der niedennolekularen 
Oligodesoxyriboguanyls5uren auftreten, spricht dafiir, dass lingerkettige Oligo- 
desoxyriboguanyltiuren sowohl durch die Piperidinbehandlung und wHhrend der 
Auf&rbeitung teilweise dephosphoryliert und depolymerisiert werden, als such nieder- 
molekulare Verbindungen aus andercn Fraktionen verschleppen. 

Die Lyophilisate von Peak VII, und VII, biIden im Papierchromatogramm 
Banden, so dass eine eindeutige Identifizierung einzelner Komponenten nicht m6glich 
ist Aus diesem Grund wird ein Teil der Lyophilisate enzymatisch mit Phosphatase 
dephosphoryliert und nochmals an QAE-Sephadex A-25 unter Zusatz von 7 II 
Hamstoff rechromatographiert (vgl. Fi g. 4). Nach der Aufarbeitung der Peakfrak- 
tionen, werden die Komponenten, die in Peak VIIs;l.b und VII,, die Siule verlassen, 
auf dem oben beschriebenen Weg identifiziert und charakterisiert. &-Werte und 
Ergebnisse des enzymatischen Abbaus sind in Tabelle VIII und IX zusammengefasst. 
Die Auswertung der Untersuchungsergebnisse zeig& dass in Peak VII,, (dG),, in 
Peak V&,, und VII, jeweils (dG)5 enthalten sind. Die Nucleosidphosphate werden 
bei der enzymatischen Dephosphorylierung vermutlich aus den entsprechenden 
Nucleotidphosphaten gebildet. Peak VII,, VIIYb und VIEi, werden nicht &her 
untersucht. Einerseits ist die Identifizierung wegen der sehr niedrigen RF-Werte der 
Komponenten sehr miihsam und andererseits treten diese Produkte in so geringer 
Konzentration im Partialhydrolysat auf, dass eine Isolierung mit den gegenwgrtig 
verfiigbaren chromatographischen Methoden zu aufwendig und nicht lohnend er- 
scheint Zur Zeit versuchen wir mit Hilfe der Template-Chromato_maphie die im 
Partialhydrolysat enthaltenen hShermolekularen Oligodesoxyriboguanyls8uren, die 
auf diesem, hier beschriebenen Weg nicht zu@n@ich 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 ptiparativen Darstellung definierter Oligodesoxyriboguanyl- 
tiuren e&&et. Fiir ptiparative Zwecke muss die analytische Methode allerdings in 
einigen Punkten wesentIich gegndert werden. So ist bspw. mit 1.5 Af Kaliumhydroxid 
die vollst&dige Spalhmg derAdeninreste eines Purinnucleotids nicht mijglich. Selbst 
mit 7 M Kaliumhydrotid wird die quantitative Entfernung der Adenyltiureeinheiten 
nicht erreicht, obwohl unter diesen Bedingungen bereits die Guanyltiurereste ge- 
ringf@ig angegriffen werden- Die hydrolytische Entfernung der, aus den zerstiirten 
Adenyltiureeinheiten stammenden Reste, die nach der Kaliumhydroxid-Spaitung im 
Molekiilverband einiger Oligodesoxyriboguanyltiuren verbleiben, gelingt weder mit 
10 %iger noch mit 50 %iger wzssriger Pipe&in&sung vollstindig. Der Verbleib van 
Oligodeso_xyriboguanyl~uren mit mm Teil zerstiirten Monomereinheiten kompli- 
ziert die Isolierung definierter Verbindungen erheblich. Von Nachteil ist such, dass 
einige Oligodesoxyriboguanyls~uren w&rend der Aufarbeitung des Partialhydrolysats 
terminale Phosphatgruppen verlieren und teilweise depolymerisieren. 



Nach der s2ulenchromatographischen Trennung weist die Mehrzabl der 
isolierten Verbindungen eine mehr oder weniger grosse Anzahl an Verunreinigungen 
auf, die durch pr@rative Papierchromatograpbie aber vollstindig entiernt werden 
k6nnen. Diese Trennungen sind mit erheblichen Verlusten verbunden, da nut ein 
Teil der aufgetragenen Oligodesoxyriboguanyl&uren im Papierchromatogramm 
wander& wshrend die Hauptmenge am Start verbleibt. 

Auf dem hier beschriebenen Weg sind definierte Nuc!eoside und Nucleotid- 
phosphate aus dem Partialhydrolysat zug%glich. Nucleotide werden als Isomeren- 
gemisch isoliert, das mit den zur Zeit vemgbaren Methoden nicht in S- bzw. 3’- 
Komponenten getrennt werden kann. Dieser Nachteil der Methode ist aber in Hin- 
blick auf die van uns geplante Verwenduag der isolierten Oligodesoxyriboguanyl- 
siuren unwesentlich. 5’-Oligonucleotide, die bspw. aIs Baueiemente zur enzymatischen 
Darstelhmg van DNA in Betracht kommen, werden in der Regel radioaktiv mar- 
kiert eingesetzt. Markierte S-Oligonucleotide werden aber aus Oligonucleosid- 
phosphaten durch enzymatische Phosphorylierung der S-Enden mit radioaktivem 
Phosphat dargestellt. Aus diesem Grund ist es unerheblich, ob Oligonucleotide als 
Isomerengemisch oder als reine S- bzw. 3’-Verbindungen isoliert werden k&men, da 
alle Verbindungen vor der enzymatischen Phosphorylierung sowieso zunichst en- 
zymatisch dephosphoryliert werden miissen. Die enzymatische Dephosphorylierung 
bereitet selbst bei prsparativen Mengen keine Schwierigkeiten. 

Hervorzuheben ist such, dass aus dem Partialhydrolysat ausser Oligonucleosid- 
phosphaten und Oligonucleotiden such mono- bis tetramere Nucleotidphosphate 
erhlltlich 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 zugsnglich ist, der in jiingster Zeit 
eine besondere Rolle zukommt. So gelingt bspw. mit Mononucleotidphosphaten die 
schrittweise enzymatische Verkingerung von 01igonucleotiden’6. Es ist ebenso denk- 
bar, dasn such Oligonucleotidphosphate zur blockweisen enzymatischen Synthese von 
DNA-Fragmenten verwendet werden k6nnten. Diese vielversprechende Miiglichkeit 
wurde vermutIich bisher nicht in Erwggung gezogen, da eine chemische Synthese der 
erforderlichenOligonucleotidphosphate zu aufwendig erscheint. AusPartialhydrolysa- 
ten einer DNA sind Oligonucleotidphosphate sehr einfach zugznglich, so dass hier- 
durch eine wesentliche Voraussetzung ftir eine miiglicherweise semisynthetische Dar- 
stellung von DNA geschaffen wurde. 

Trotz mancher Schwachstellen und Nachteile der hier beschriebenen Methode 
zur Darstellung von Oligodesoxyriboguanyls~uren, 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 ablguft, erhslt 
man komplex zusammengesetzte Gemische verschiedenster Kondensationsprodukte. 
Die Isolierung definierter, chromatographisch reiner QligodesoxyribognanyIsauren 
aus einem Polykondensat, das neben den gewiinschten linearen Kondensationspro- 
dukten such cyclische und Pyrophosphatderivate aufweist, ist in vielen Fgllen auf- 
wendiger als die Gewinnung von OligodesoxyriboguanylsHuren aus einem DNA- 
Partialhydrolysat. Manche Oligodesoxyriboguanyrylsiuren sind auf dem hier beschrie- 
benen Weg sicherlich einfacher als durch chemische Synthese zuggnglich. 

In Tabelle X sind in etwa die Mengen angegeben, in denen die verschiedenen 
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TABEJ_.LE x 
EKICHG~~ETE MENGEN ,4N DESOXYRiBOGUANW3~UEEN, DIE DUFKEi 
cHE%ascHEpARm DROLYSE U-ND CEIRO?IWTOGRAPHIS~ AUF~EIT’UNG 
AUS loog HERINGSSPERMEN-DNA IN CH.ROMATOGRkWJ.SCH RErNER FORhi 
ZUGANGLICH SIND 

pdGp 
P@GhP 
p<dGhp 
p<dGXp 

870 PdG, ~GP 490 
670 pW&. W&z IS00 
210 &dGh, @Ghp 270 
120 P(dGlr. (dG)rp 10 

W% 
(dGh 
(dG). 
CdGls 

40 24iO’ 
240 480’ 
30 130’ 
50 

l Dutch eazymaWe Dephosahorykmg der isolierten Nuckotide und Nucleotidphosphate. 

Oligodesoxyriboguanyltiuren aus 100 g Heringsspermen DNA erhalten tierden. 
Die Ausbeute I&t sich vermutlich erhijhen, wenn anstelle der hier eingesetzten 
A-T-reichen Heringspermen DNA, eine G-C-reiche DNA als Rohstoffquelle ver- 
wendet v&d_ 

Der iiberschlagsm%sige Vergleich zwischen den Mengen an Di- bis Fenta- 
meren der Desoxyriboguanyltiure, die aus 100 g Heringsspermen-DNA zuginglich 
sind (4.4 g) und denen, die bei einer chemischen Polykondensation von 1 mMo1 ge- 
schiitzten Desoxyriboguanosin-S-phosphat erhalten werden (14 mg))” liefert ein 
bemerkenswertes Ergebnis. Zur Darstellung von CQ. 4 g an Oligodesoxyriboguanyl- 
s3uren mit 2-5 IMonomereinheiten, die aus 100 s Heringsspermen-DNA zug%&ich 
sind, miisste man etwa 300 ma1 die, in der Literatur beschriebene, Polykondensation 
durchfiihren. Wenn man ausserdem noch beriicksichtigt, dass aus einem Polykon- 
densat bisher nur Oligomere mit bis zu 5 Monomereinheiten isoliert werden k&men, 
wobei die Sequenz und Reinheit einiger Homologe nicht eindeutig bestimmt N-erden 
konnte, darm stellt der hier beschriebene Weg zweifelsobne eine sehr attraktive 
Alternative zur chemischen Poiykondensation dar. 
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ZUSA!blMESFASSUNG 

Ein neuer Weg mr Darstellung von Oligodesoxyriboguanyltiuren wird be- 
schrieben. DNA aus Herin_spermen wird im p@arativec Massstab durch Hy- 
drazinolyse, alkalische Hydrolyse und Piperidinbehandlung zu Desoxyribogaanyl- 
s%ren abgebaut. Das anfallende Partialhydrolysat wird s.!iulenchromato_mphisch an 
basischen Anionenaustauschem zungchst in nieder- und hiihcrmolekulare Fra_aente 
vorgetrennt, die anschiiessend fraktioniert werden. Hierbei werden in pfiparativen 
Mengen definiertc, unterschicdlich phosphosylierte Oligomere der Desoxyribo- 
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guanylsZure mit bis zu f”unf Monomereinheifen erhalten, die nun Teil aber no& ver- 
umeinigt sind. Die Verunreinigungen werdeen anschEessend durch pr2parative 
Papierchromatographie auf Cellulose vollst&dig entferrkt. Vor- und Nachteif d&es 
Verfkhrens gegeniiber der chemischen Synthese van OligodesoxyriboguanyGuren 
werden diskutiert. 
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