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SUMMARY 

Preparative isolation of oligothymidine phosphates from partial hydrolysates of chenri- 
caliy degrakd DNA using template-chromatography 

Herring sperm DNA (500 g) is chemicahy degraded to oligothymidine phos- 
phates which are subsequently fractionated on a QAE-Sephadex column according to 
the increasing charges of their phosphate groups. The final fraction contains a mix- 
ture (1.5 g) of longchain oligothymidine phosphates. Chromatographically pure, 
single substances (14 mg) of the (dT),, series are separated from tbc mixture using 
template chromatography and rechromatopphy on QAE-!&phadex_ Sequence and 
purity of the isolated oligothymidine phosphates are checked using paper chromato- 
graphy, high-pressure liquid chromatography and homochromatography as we11 as 
the two-dimensional fingerprint method. 

EiNJ-EITUNG 

DesoxyribonucleinsZurre (DNA) i%st sich unter bestimmten Bedingungen 

chemisch zu Gem&hen van Oligothymidinphosphaten abbaueu. Mit bekannten 
cbromatographischen Tremunethoden siud aus dem erhaltenen Gemisch bisher nur 
Oligothymidinphosphate mit bis zu 7 Monomereinheiten in prsparativen Mengen 
zug&@ichl. Mit Hilfie der Template-Chromatographie’, in der die Spezifitiit des 
Basenpaarungsmechanismuscs nach Watson und Crick mr Trennmg genutzt wircl, 

ist es inzwischen moglich, chromatographisch reine Oligothymidinphosphate mit bis 
zu 12 Monomereinheiten in priparativen Meugen aus dem Partialhydrolysat zu iso- 
lieren, tie im folgenden gezeigt wird. 

f Bei Abk- mzungen werden primipiell IUPAC-IUB Regein befolgt [I%_ J. Biochem., 15 (1970) ZO3]. 
A2&Zi&& = Nucleotid-Mene in 1 cm3 Sohens, die ti 260 nm die Absorption 1 ergibt (Scbichtdicke 1 
cm). PVp(dA),-DEAE-Cellulosc = ~?cyoligoadenodn-5’-p~~t-D~~~~~_ Tris = a,a,a- 
rtis(bydrox~wtilyl)rnethyIa&isl. 
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Fig. 1. Elutionspro6l der Template-Chromatographie van 650 mg (10320 A,,&inheiten) einer Oiigothy- 
midinphosphatmischung (“1 _M Fraktion”) an PVp@Q-DUE-Cellulose. Siulenmasse: 20 x 2 cm; 
FiiessgeschGndigkeit: 350 ml;%. Die EIution erfolgI mit 1.0 M NaCl-O.01 M Na,HPO., (pH 6.5) in der !. 
Stuf: ( -3%) mir 1 1. in der 2. Stufc ( +35X) mit 150 ml. Fraktionen N 10 ml warden gesamm elt und 

innerhalb der xnkrechten Strichehmg vereinigt. Ergebnisse siehe Tabelle I. 

EXPERIhiENI-ELLES 

ReugenSen 
QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden); Enzyme (Boehringer, 

Mamheim, B.R.D.); Memlxanen (Amicon, Lexington, MA, U.S.A.); [3’P]ATP 
@met-sham Buchler, Braunschweig, B.R.D.); Nucleosil5 pm C,, (Macherey-Nagel, 
Diiren, BRD.); (dl), sowie PVp(dA),-DEAE-Cellulose’ wurden in unserem Labor 
synthetisiert. Die h6hermolekularen Oligothymidinphosphate (“I _%f Fraktion”) 
werden auf dem friiher heschriehenen Weg’s3 aus dem Partialhydrolysat der depu- 
rinierten Heringsspermen-DNA gewonnen. 

Templaze-Chromatographie akr Oligothymidinphosphe “I M Fraktion” an 
P V&D (dA) ,-DEAE-Cellulose (vgi_ Fig_ 1) 

Die in der folgenden Trcnnung verwendete PVp(dA),,-DEAE-Cellulose S&rIe 
(20 x 2 cm) ist rnit einem Kiihlmantel versehen, der mit einem Thermostaten verbun- 
den ist Die El&on der SHu!e erfolgt mit 1 &_f NaCI, 0.01 M Na,HPO, (pH 6.5) bei 
einem Durchfluss von ca. 350 ml/h. 

Die ~unterschiedkhen Pro’ben (vgl. Tabehe I) werden jeweils in 2 mi Elutions- 
puffer geiost und bei + 35°C auf die SBuIe aufgetragen. Nachdem die Prober&sung 
in das Gelbett eingezogen ist, wird die SBule auf - 3°C gekiihlt turd anschliessend so 
Iange bei dieser Temperatur eluiert, bis die Absorption des Etuats nach einem steilen 
Anstieg (Peak I der Fig- 1) unter 0.04 A,,,- Einheiten Gilt Dieser Wert wird sp% 
testens nach I 1 erreicht. Dann stoppt man die El&on und erw%-mt die Slule auf 
t35”C. AnschIiessend wird die Elution fortgesetzt, bis die Absorption nach einem 
zweiten Anstieg (Peak II der Fig_ I) wieder auf 9.04 A,,,Einheiten gesudcen ist 
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TABELLE I 

ERGEBNISSE DER TEMPLATE-CHROMATOGRAPHIE VON OLIGOTHYMIDINPHOS- 
PHATEN (“1 .zi FRAKTION”) AN PVp@iA)_-DEAE-CELLULOSE (VGL. FIG. 1) 

Adgerragene Probenmengen 

mg A,,,-Einheiten 

(a) -1 M Frah-tion” 
100 1480 
MO 4360 
SO0 7520 
650 10320 

(b) Rechromatographie eon Peak I 
500 10650 

EIuierre hfengen in AI,,-Einheiren (7;) 

Peak I bei -3°C Peak I1 bei +35T 

1360 (91.89) 95 (6.42) 
4020 (92.20) 240 (SSO) 
6990 (9995) 390 (5.19) 
9610 (93.12) 510 (4.94) 

lM30 (98.40) 50 (0.47) 

(c) Rechromatogra_oiu~e roan Peak N 
310 80 (25.81) 225 (72.58) 

Hierzu werden ca. 150 ml Elutionspuffer beniitigt. Fraktionen zu 10 ml werden ge- 
sammelt und photometriseh bei 250,260,280 nm gemessen. Die Auftragung der bei 
A 260 erhaltenen Messwerte gegen das Elutionsvolumen Cihrt zu den in Fig. 1 und 2 
abgebildeten Elutionsprofilen. Die Fraktionen van Peak I nnd II werden innerhalb 
der senkrecbten Strichehmg vereinigt, an einer UM 2 Membran entsaltzt und 
anschliessend lyophilisiert. Die Lyophilisate von Peak II werden aus allen Laufen 
vereiuigt und zur Entfemung terminaler Phosphatgruppen mit alkalischer Phos- 

phatase behandelt’. Ansehliessend wird der Ansatz mit 30 ml 7 M Hamstoff versetzt 
und wie folgt an einer QAE-Sephadex Siule fraktioniert. 

1 

b cd 

FRACTIONSNUMMER 

Fig. 2. EIutionspro6l der sklenchromztographischen Nzchtrenmmg von ca. 1300 A,,,,-Einheiten einer 
dephosphorylierten Oligothymidinphosphatmischung (Pezk II, Fig. 1) ul QAE-Sephxkx. Sklenfiillung: 
50 x 2cm. Die SWewird bei Raumtemperatur im steigenden N2Ct Gradienten eluiert. der mit 0.05 JW Iris- 
HCl arEpEi 7.5 gepuffkt und tit 7 M HarnstofFversetzt ist. Fliessgeschwindigkeit ce. 300 ml,&. E&m&e 
siehe T&elIe IL 
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TABELLE if 

ERGEBNISSE DER tiW_ENCHROF&4TOGRISCHEN NACHTRENNUNG AN QAE- 
SEPHADEX (VGL FIG. 2) VON OLIGOTHYMiDINPHOSPHA-fEN (CA. 1300 A,EiNHEITEN), 
DIE VON DER PVp(dA)_-DWE-CELLULOSE SAULE IN PEAK Ii BEI +35’C (VGL FIG. 1) 
ELUIERT WERDEN 

I-25 !dT), 41 
zx-so W-L 56 

100-140 W-h 74 

14SIiO W-l, 58 
lSI_ZlO (dT): 65 
2m-245 (d-0, 72 
155-170 @T), 83 
zn-3Qo (dT)m 102 
310-370 (dT),,.,= 166 
1 _%f Fraktion Unbekanat 181 

Zwischeniraktioncn 367 

3.2 
4.4 

5.9 

4.6 
5.1 
5.7 
6-5 
8.1 

13-l 
143 

29.0 

SEulenchromutographische Fraktioniemng der dephosphor_vIierten Produkte aus Peak 
_!I lier fig I an QAE-Sepha&_x A-25 (vgi_ Fig_ 2) 

Die Rea!ctionsh%ung (ca. 130 A z6&inheiten) wird auf eine mit 0.1 M NaCI, 
0.05 ~%f Tris-HCl (pH 7.5), 7 M Harnstoff Hquilibrierte QAE-Sephadex A-25 SWe 
(50 x 2 cm) aufgetragen. Die SBule wird bei Raumtemperatur ztm%hst mit 200 ml 7 
M Harnstoff, dann mit 600 ml 0.1 M NaCI, 0.05 M Tris-HCl (pH 7.5),7 M Hart&off 
eluiert. Die Elutionsgeschwindigkeit wird mit einer Schlauchpumpc auf ca. 300 ml/h 
+ina~teiit. Anschliessend wird die El&on in einem steigenden NaCl-Gradienten fort- 
gesetzt, 5 10.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI. 7 M Hamstoffim Mischgefas; 5 10.4 M 
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NaCl, 0.05 &f Tris-HCI, 7 M Harnstoff im Vorratsgefass. Nach dem Gradienten wird 
die SBule mit ca. 400 ml 1 1M N&l eltiert- Fraktionen zu 20 ml werden gesammelt. 
Fraktionen van Peak a-i der Fig. 2 werclen nach den Angaben in Tabelle iI vereinigt, 
durch Ultrafiltration an einet UM 2 Membran entsalzt und anschliessend Iyophi- 
lisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengefasst. 

Hochdruckfl~ssigkeitschromatographie (HPLC) der enqwatisch hydrolysierten Pro- 
dukte aus Peak e-i der Fig. 2 

l-5 AZ6* Einheiten des jeweiligen Oligothymidinphosphats werden in 20 ,ul 
Wasser, S ~1 1 M Tris-HCl (pH S-l), S flO.1 M MgCIZ gel&t und mit ca. I-10 ,ul der 
kauflichen Phosphodiesterase aus Schlangengift 6 h bei 37°C inkubiert. 
Anschliessend wird der Reaktionsansatz an einer Nucleosil S m C,,-SHule (0.46 x 
11.25 cm) mittels eines Waters Assoc. Hochdruckniissigkeitschromatographen mit 
folgendem linear steigenden Puffergradienten bci Raumtemperatur fraktioniert. 
Puffer A = 0.1 M Ammoniumacctat (pH 7.5); PufYer B = 60% CH,OH, 40% H1O. 
Innerhalb von 10 min steigt Puffer B von 0 auf 4S%, bei einem Durchfluss von 1 
ml/min. Der Elutionsvorgang wird automatisch bei 254 nm registriert, wobei die 
Trennungen von Peak h und i zu den in Fig. 3 wiedergegebenen Elutionsprofilen 
ftihren, die stellvertretend fiir die iibrigen Trennungen abgebildet sind. 

ERGEBNISSE 

DNA aus Heringsspermen wird nach dem in Schema 1 skizzierten und in 
ftiheren Arbeiten1s3 ausgeefuhrten Weg in zwei Schritten zu Oligothymidinphos- 
phaten abgebaut. 

DNA(~SOOg) 

1 

(a) Ameisen~ure-Diphcnyiaminjll h/37”C 

1 
(b) Neutralisation (NaOH) 
(c) ultrafiltration 
(d) DEAE-Cellulose/pH 7.5 

I2qgerkettige Pyrimidinoligonuckotide ( z 30 g) 
(a) 7 M KOH/lS h/lClWC 

2 
I 

(b) Neutmlisation (HCIO,) 
(c) Uhrafiltiation 

v (d) QAE-Sephadex/pH 3.5 

‘-1 M Fraktion” (r 1.5 g) 

Schema 1. Chemischer Abbau einer DNA zu Oligothymidinphosphaten 

Im 1. Hydrolyseschritt” werden nach der Methode von Burtonh, die wir in den 
prHparativen Massstab iibertragen haben, mit Ameisenslure in Anwesenheit von 
Diphenylamin die Purinbausteine der DNA zerst&t. Das anfallende Partialhydro- 
lysat wird tit NaOH neutralisiert, von Salz und niederrnolekularen Bruchstiicken 
durch Ultrafiltration befreit und schliesslich s&lenchromatographish an DEAE-Cel- 
lulose bei pH 7.5 fr&+oniert. Aufdiescm Weg werden die kurzen Fragmente, die den 
Hauptanteil des Pastialhydrolysats bilden, von den ltigerkettigen Pyrimidinolig&- 
nucleotiden getrem& die nur CQ. I6 Of! der zur Spalhmg eingesetzten DNA ausmachen. 
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Im 2_ Hydrolyseschritt’ werden die langerkettigen Fragmente mit 7 M KOH zu 
Ohgothymidinphosphaten abgebaut. Durch die alkalische Hydrolyse werden bevor- 
zugt die Cytidylateinheiten der Pyrimidinoligonucleotide zerstiirt, w&rend die in- 
t&ten Thymidylatsegmente aus dem lMolektilverband freigesetzt werden. Das neu- 
tralisierte und ultrafihrierte Partialhydrolysat wird anschhessend siulenchromato- 
_mphisch an QAE-Sephadex bei pH 3.5 im steigenden Salzgradienten fraktioniert, 
wobei zum S&hiss mit 1 _%4 NaCl ein Gemisch von Oligothymidinphosphaten mit 
mehr als 7 Monomereinheiten eluiert wird. Von diesez Mischung, die im folgenden aIs 
“1 l%f Fraktion” bezeichnet wird, erhgh man beim Abbau von ca. 500 g Heringssper- 
men-DNA ca_ 1.5 g. Mit herkiimmlichen Trennmethoden ist uns bisher keine weitere 
Auftrennung der “1 l1f Fraktion” gelungen. Erst mit Hilfe der Template-Chromato- 
graphic’ und nachfolgender Fraktionierung an QAE-Sephadex ist es moglich, de- 
finierte Oligothymidinphosphate aus der “1 JM Fraktion”zu isoheren, wie im folgen- 
den rusgeftihrt wird. 

Zun&hst wird die “1 Jf Fraktion’- an PVp(dA),-DEAE-Cellulose’ in zweistu- 
figen Temperaturgradienten in zwei Fraktionen getrennt (vgL Fig. 1). Die I_ Fraktion 
(Peak I) enth5lt Verbindungen, die mit den immobihsierten Oligodesoxyadenyls%tren 
keine Wechselwirkungen eingehen, w%hrend die Komponenten der 2. Fraktion (Peak 
II) an der stationtien Phase adsorbiert werden. I3ei der nachfolgenden Auftrennung 
der 2. Fraktion (Peak II), die an QAE-Sephadex durchgefiihrt wird (vgl. Fig. 2) 
werden Ohgothymidinphosphate mit 3-12 1Monomereinheiten erhalten. 

Bei der PVHdA),-DEAE-Cellulose, deren Struktur in Fig. 4 schematisch dar- 
gestelIt ist, handelt es sich um DEAE-Cellulose, an der kovalent an Polyvinylalkohol 
(PV) gebundene Oligomere der DesoxyriboadenyisHure p(dA),, tiber Nebenwir- 
kungkrste immobilisiert sind. Dieses Trennmaterial haben wir frtiher zur ptipara- 
tiven Trennung synthetischer Ohgothymidyls%tren verwendet’. 

Die Auftrennung der “1 Ati Fraktion” an PVp(dAj,-DEAE-Cellulose wird wie 
folgt durchgefiihrt Unterschiedliche Mengen (100, 550, 569,650 mg) werden in vier 
LBufen chromatographiert. Das Lyophilisat wird jeweits im Elutionspuffer gel&t und 
auf die auf + 35°C erwZrmte PVp(dA),-DEAE-Cellulose aufgetragen. Anschhessend 
wird die S%uIe auf -3C gektihlt und zunachst bei dieser Temperatur eluiert. Unter 
diesen Bedingungen bilden die im Lyophilisat enthaltenen Oligothymidinphosphate 
mit den statiorGr gebundenen Oligodesoxyadenyiuren Basenpaare im Sinne von 
Watson und Crick aus_ Die Folge ist, dass die hybridisierten DNA-Fragmente re- 
tardiert bleiben, wi%brend alie Substanzen, die bei - 3°C keine Basenpaare eingehen, 
eluiert werden. Der Elutionsvorgang w<rd photometrisch verfolgt_ AIle vier Tren- 
nungen zeigen praktisch die glei~f; en Eiutionsprofile. Stehvertretend fur die tibrigen 
Trennungen ist daher in Fig I das Elutionsprofil der Trermung abgebildet, in der 
650 mg der “1 M Fraktion” ch: omatographiert werden. Nachdem die bei - 3°C nicht 
adsorbierten Produkte in Peak I die Sidle verlassen haben, werden anschhessend die 
hybridisierten DNA-Fragmente bei f35”C gemeinsam in Peak II eluiert. Aus zwei 
Griinden wahlen wir als Elutionstemperatur +35”C. Aus anderen Arbeite&‘! ist 
bekannt, dass Oligothymidinphosphate mit bis zu 12 Monomereinheiten ab ca. 
+ 30% mit station* gebundenen Ohgoadenyls5urrer.t keine stabilen Basenpaare mehr 
ausbiiden. Andererseits sind im Partialhydrolysat einer natiirlichen DNA prgparative 
LMengen an Ohgothymidinphosphaten mit tiber 12 Monomereinheiten sicherhch 
nicht zu erwarten. Fine Elutionstemperatur iiber + 35°C erscheint daher nicht zweck- 



ISOLIERUNG VON OLIGOTHYMIDINPHOSPHATEN 435 

HOGi 
\, 

\ 

Fig. 1. Schematischer Au&au der PVp(dA),DEAE-Cellulose. 

m&s& zumal DNA-Fragmente mit steigender Temperatur instabiler werden. Die 
Trennergebnisse sind in Tabelle I tusammengefasst. 

Von der aufgetragen “I &I Fraktion” verlassen bei - 3°C bereits CCL. 93 % die 
S%ule, wshrend CLI. 5-6 % hybridisieren und dann bei t35W eluiert werden. Die 
Menge an adsorbiettem Material nimmt bei Erhiihung der aufgetragenen Proben- 
menge zu und strebt gegen einen Sittigungswert, der sch&zungsweise bei ca. 80 AzeO- 
Einheitenlml PVp(dA),-DEAE-Cellulose liegt. Beriicksichtigt man, dass die verwen- 
dete S%de seit fast 6 Jahren in Gebrauch ist, so beweist die noch vorhandene Kapa- 
z&t eine beach&he Stabilitst des Materials. Aus allen LHufen werden die Frak- 
tionen von Peak I und II vereinigt, durch Ultrafiltration entsalzt und anschliessend 
lyophilisiert. Bei der Entsalzung tritt ein Verlust von ca, 20% auf, den wir vorallem 
darauf zuriickfiihren, dass hei der Ultrafiltration Oligothymidinphosphate teilweise 
abgebaut werden und dann die Membran passieren. 

Die Ergebnisse der folsenden zwei Versuche legen n&e, dass die PVp(dA),- 
DEAE-Cellulose nach dem Basenpaarungsmechanismus trennt. Zuniichsi werden 
500 mg (10650 ri160- Einheiten) des Lyophilisats von Peak I, das keine hybridisierfi- 
higen Verbindungen enthalten soil, unter identischen Bedingungen an der PVp(dA), 
DEAE-Ceilulose re&romatographiert. Hierbei werden nur 0.47 % bei f 35°C eluiert 
fvgl_ Tabelle I)_ Bei der Rechromatographie des Lyophilisats aus Peak II, in dem 
Oligothymidinphosphate zu vermuten sind, die mit der stationgren Phase Basenpaare 
ansbilden, werden dagegen nur 2581 aA bei -3OC aber 72.58% bei ;35”C eluiert 
(vgI. TabelIe I)_ Ausserdem zeigen die AbsorptionsverhHltnisse von At50/A260 bzw. 
A&A,,,, die bei pH 7.fiir Peak I 0.90 bzw. 0.76 fir Peak II 0.73 bzw. 0.65 er- 
geben, bereits deutlich, dass beide Fraktionen unterschiedlich znsammengesetzt sind_ 

Zur &o&rung definierter Einzelsubstanzen werden die in Peak II eluierten 
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1. Etektrophorese 

Fig. 5. Autoradiogramme der [32P] markierten Oligothymidinphosphate aus Peak f-i der Fig. 2. (a) Nach 
der Homochromatographie van Peak f. g; (b) van Peak h. i; (c) Auftrenmmg des Partialhydrolysats van 
Peak i in der Homoehromatographie; (d) in dtr zweidimensionalen Chromatographie. In (a) tmd (b) 
cnuqxec&en die Flecken der Xurowdio+gre van links nach rechts folgenden Oligothymidinpho; 
phatL.xx Pe& f. (dT),; Referenz (d-f),; Peak g. (d-f),; Referenz (dT),,; Referenz (dn6; Peak b, (dT)),,; 
Pezk i, (d-0, 1.12- 

Prochktc aller LZiufe anschliessend gemeinsam an QAE-Sephadex fraktioniert. Urn 
die Trennung zu erleichtem, werden zun&hst die terminaien Phosphat_mppen der 
Oligothymidinphosphate enzymatisch mit alkalischer Phosphstase entfernt’. Nach 
der enzymatischen Dephosphorylierung resultiert eine ~Mischung homologer Oligo- 
thymiclmphosphate (dT), (ca. 1300 A,,,- Einheiten), die sich problemlos an QAE- 
Sephadex wie folgt auftrennen I&& (vgl. Fig_ 2 und TabelIe Ii). 

Die I.iistmg der dephosphorylierten Oligothymidinphosphate wird auf eine 
QAE-Sephadex S&rle aufgetragen und bei Raumtemperatur im linear steigenden 
NaCl-Gradienten eluiert, der mit Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert und mit 7 M 
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Hamstoff versetzt ist. Unter diesen Bedingungen verlassen Peak a-i der Fig. 2 die 
Saule. Nach dem Gradienten werden mit 1 M NaCl nicht &her untersuchte Produkte 
gemeinsam in Peak j eluiert. Die Peakfraktionen werden wie in Tabelle II aufgeftihrt 
vereinigt, die Menge der darin enthaltenen Oligonucleotide photometrisch bestimmt, 
durch Ultrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Bei dieser Aufarbeitung gehen 
wiederum bis zu 30% der in den einzelnen Peaks enthaltenen Produkte verloren. 

Die Identifizierung der in Peak a-d enthaltenen Oligothymidinphosphate (vgl. 
Tabelle II) nach dem bereits friiher beschriebenen Weg’ zeigt, dass (dT),, (dT),, 
(dT),, (dT& nacheinander von der Saule eluiert werden. 

Die Produkte von Peak e-i werden nach den in der Oligonucleotidsynthese 
iiblichen Methoden identifiziert. Zun%hst werden die Lyophilisate einzelner Peaks 
auf Papier gemeinsam mit (dT), als Referenzsubstanz chromatographiert. Im 
Papierchromatogramm bilden alle Lyophilisate einheitliche Flecken, die zwar un- 
terschiedlich schnell aber langsamer als (dT), wandern. 

Die Absorptionsverhaltnisse der vom Papier eluierten Produkte entsprechen 
den fiir Thymidinphosphate charakteristischen Werten von A,,o/.4,,o = 0.65 i 0.02 
(pH 7), 0.63 + 0.02 (pH 2) bzw. A,,,/&, = 0.71 f 0.02 (pH 7), 0.71 t 0.02 (pH 2). 
Aliquote der vom Papier eluierten Produkte werden nach der Totalhydrolyse mit 
Phosphodiesterase aus Schlangengift an einer Nucleosil 5 m C,,-Saule chromato- 
graphiert (vgl. Fig. 3). Hierbei zeigt sich, dass iiber 99 9; des Hydrolysats aus pdT und 
dT besteht. In den Hydrolysaten von Peak h und i werden vemachliissigbare Spuren 
von pdC gefunden. Aus dem Verhaltnis VOQ dT zu pdT, das sich aus den Peakflachen 
der HPLC-Trennung errechnet, 15sst sich die Kettenlange des hydrolysierten Oligo- 
thymidinphosphates in unserem Fall aus folgendem Grund nicht ermitteln. Wir ver- 
wenden einen grossen I&et-schuss an Enzym und inkubieren bis zu 6 h, urn eine 
vollsttidige Hydrolyse mit Phosphodiesterase sicherzustellen. Unter diesen Beding- 
ungen kann die in der Enzympraparation als Venmreinigung geringftigig enthaltene 
Phosphatase pdT weiter zu dT abbauen. Der resultierende erhiihte dT-Gehalt tauscht 
eine verktirzte Oligonucleotidkette var. 

Die exakte Bestimmung der Kettenkinge wird daher wie folgt durchgef-hrt. 
Zunachst werden die Produkte aus Peak e-i mit T,-Polynucleotid-Kinase in der S- 
Position mit [y3’P]ATP phosphoryliert und anschliessend der Homochromatogra- 
phie’p* unterzogen wobei [3’PJ(dT), bzw. [3zP](dT), s als Marker venvendet werden 
(vgl. Fig. 5). Aufgrund der R,-Werte werden den dligothymidinphosphaten, die in 
Peak e-i der Fig_ 2 enthalten sind, die dort aufgefuhrten Kettenlangen zugewiesen. 
Die Homochromatogramme der Produkte iron Peak f-i (vgl. Fig. s) zeigen ausser- 
dem, dass oberhalb der jeweiligen Hauptprodukte Oligothymidinphosphate wan- 
dem, die jeweils um eine Monomereinheit verktirzt sind. Es liegt nahe, dass diese 
Nebcnprodukte, deren Anteil unter 5 % lie& bei der Aufarbeitung bzw. Lagenmg der 
vereinigten Peakfraktionen gebildet werden, da Oligonucleotide bekanntlich leicht 
depolymerisieren. Ftir unsere Annahme spricht, dass als Nebenprodukte immer nur 
kikzere aber keine ltigeren Fragmente gefunden werden. Bei Peak i liegt dagegen 
eine M&hung von (dT), 1 ,_r z vor, was aufgrund der ungeniigenden Peakauftrennung 
an QAE-Sephadex (vgl. Fig. 2) nicht anders zu erwarten ist. 

KettenHnge und Sequenz des in Peak i der Fig. 2 enthaltenen kingsten Oligo- 
thymidinphosphats werden zusi&lich nach der Fingerprintmethode’** exakt ermittelt 
und bcstitigt Die Homochramatographie (vgl. Fig. SC) beweist das Vorbegen eines 
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zw6lfer DNA-Fragmentes, das aufgrtmd des Fingerprints (Fig, 5d) als (dT),, iden- 
ti&iert wird_ 

Die Oligothymidinphosphate sind auf dem hier beschriebenen Weg in Mengen 
zugsnglich, die such bei der chemischen Synthese von Genfragmenten angestrebt 
werden. Den Vorteil diescr Methodc sehen wir darin, dass die Isolierung weitaus 
einfacher zu praktizieren ist, als die komplizierte Synthese, die SpeziaIisten vorbehal- 
ten ist. Allerdings ist die chromatographische Isolierung auf DNA-Sequenzen be- 
grenzt, die einerseits in natiirlicher DNA geh&ft vorkommen und anderseits mit 
chemischen Abbaumethoden aus dem Mo!ekiilverband unversehrt freigesetzt werden 
k&nen_ Trennleistung und =ektivitHt der chromatograpbischen Verf&bren in der 
hier praktizierten Kombination sind bzmerkenswee wenn man bedenkt, dass bspw_ 
die erhaltenen c~_ 4 mg an chromatographisch reinem (dT),,_,, aus dem Busserst 
komplex zusamm engesetzten Partialhydrolysat isoliert werden miissen, das bei che- 
mischem Abbau von 500 g DNA anfZllt. 

DXSK 

Die Arbeit wurde van der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt- 

DNA aus Heringsspermen (500 g) wird chemisch zu Oligothymidinphosphaten 
abgebaut, die anschliessend an QAE-Sephadex in Verbindungen steigender Phos- 
phatladungen fraktioniert werden. In der letzten Fraktion wird ein Gem&h (1.5 g) 
ltigerkettiger Oligothymidinphosphate erhalten. Aus dem Gem&h werden mit Hilfe 
der Template-Chromatographie und anschliessender Nachtrennung an QAE-Se- 
phade.. homologe Oligothymidinphosphate (I-4 mg) der Reihe (dT),,. chrowto- 
graph&h rein isoliert. Sequenz und Reinheit der isolierten Oligothymidinphosphare 
werden mittels Papier-, Hochdruckfliissigkeits- und Homochromatographie sowie 
der a.eidimensionalen Fingerprintmethode bestimmt. 
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