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PRAPARATIVE ISOLIERUNG VON MONO-, DI- UND TRIPURINNUCLEO-
TIDEN AUS HYDROLYSATEN DEPYRIMIDINIERTER HERINGSSPER-
MEN-DNA

HERBERT SCHOTT* und HERBERT SCHRADE
Institut fiir Organische Chemie der Universitit Tiibingen, Auf der Morgenstelle 18, 7400 Tiibingen (B.R.D.)
(Eingegangen am 7. April 1983)

SUMMARY

Preparative isolation of mono-, di- and tripurine nucleotides from hydrolyzates of de-
pyrimidinated herring sperm DNA

The purine nucleotides pdAp, pdGp, (dA);, (dA-dG), (dG-dA), (dG),, (dA);,
(dA-dG-dA), (dA-dA-dG), (dG-dA-dA), (dG-dA-dG) and known mixtures of purine
nucleotide sequence isomers were scparated by preparative scale chromatography
of partial hydrolysates of depyrimidinated herring sperm DNA. Herring sperm DNA
is first partially hydrolysed to a mixture of purine nucleotides. The low-molecular-
weight oligonucleotides are then separated by column chromatography on DEAE-
cellulose at pH 7.5, and fractionated by chromatography on QAE-Sephadex. Im-
purities which are not fully removed by column chromatography are separated by
paper chromatography. The sequence of the isolated DNA fragments and the com-
position of the mixtures of sequence isomers were determined from the chromato-
graphic data, absorption characteristics and by enzymatic degradation.

EINLEITUNG

Oligonucleotide beliebiger Sequenz sind in der Regel nur auf synthetischem
Weg zuginglich. Obwohl in jiingster Zeit die Syntheseverfahren sehr vereinfacht wer-
den konntenl, sind sie immer noch finanziell aufwendig und nur mit speziellen Kennt-
nissen erfolgreich zu praktizieren,

Zahlreiche definierte Oligonucleotide kénnen als Gemische oder als Einzelsub-
stanzen aus Partialhydrolysaten einer DNA in priparativen Mengen chromatogra-
phisch isoliert werden?—!!, Die Methode ist allerdings dadurch begrenzt, dass die se-
quenzspezifische Partialhydrolyse einer DNA nur bedingt méglich ist und die Auf-
trennung der anfallenden, sehr komplex zusammengesetzten Partialhydrolysate nur
teilweise gelingt. In den Fillen, in denen dieser Weg anwendbar ist, stellt er eine sehr
einfache Alternative zur chemischen Synthese dar, wie die praparative Isolierung von
mono-, di- und trimeren Purinnucleotiden im folgenden zeigt.

0021-9673/83/303.00 © 1983 Elsevier Science Publishers B.V.
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EXPERIMENTELLES

Reagenzien

Tris-(hydroxymethyDaminomethan p.a. (Merck, Darmstadt, B.R.D.), die Gibri-
gen Chemikalien werden in *“‘chemisch reiner” Form verwendet. DNA (PWA Wald-
hof, Mannheim, B.R.D.), QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden),
Enzyme: Alkalische Phosphatase, Orthophosphorsidure-Monoester-Phosphohydro-
lase (E.C. 3.1.3.1.), Phosphodiesterase I, Oligonucleotid-5'-Nucleotidhydrolase (E.C.
3.1.4.1.), (Boehringer, Mannheim, B.R.D.), Membranen (Amicon, Lexington, MA,
US.A).

Papierchromatographie
Die Papierchromatographie erfolgt absteigend auf Cellulosepapier MN 260
(Macherey, Nagel E Co., Diren, B.R.D.) Bogengrosse 58 x 60 cm.

Laufmittelsysteme
A: Ethanol-1 M Ammoniumacetat (pH 7.5); B: 1-Propanol-konz.
Ammoniaklésung-Wasser (55:10:35).

Pufferlosungen

1 M Tris-HCI (pH 7.5): 121 g (1 mol) Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
{Tris) werden in 900 ml Wasser geldst. Die Losung wird mit ca. 50 ml konz. HCI auf
pH 7.5 eingestellt und dann mit Wasser auf 1 1 aufgefullt. 1 A Tris—HCI-Puffer, (pH
9.4) wird analog hergestellt. Zum Erreichen von pH 9.4 werden ca. 5 ml konz. HCl
bendtigt. 1 M TEAB (Triethylammoniumhydrogencarbonat Puffer) (pH 8.5): 0.14 1
Triethylamin werden mit 0.75 1 Wasser versetzt, durch Einleiten von CO; auf pH 8.5
gebracht und anschliessend mit Wasser auf 1 | aufgefullt,

Sdulenchromatographie

Bei den sdulenchromatographischen Trennungen werden Fraktionen zu ca. 20
ml gesammelt. Die Absorption jeder 10. Fraktion wird spektralphotometrisch bei
250, 260 und 280 nm bestimmt. Die Trennungen des 3. und 4. Trennschritts werden
nur bei 260 nm verfolgt. Die graphische Auftragung der bei 260 nm gemessenen
Absorptionswerte gegen das Elutionsvolumen fithrt zu den abgebildeten Elutions-
profilen. Alle sdulenchromatographischen Trennungen erfolgen bei Raumtempera-
tur.

{A) Siulenchromatographische Fraktionierung des niedermolekularen Purin-
oligonucleotidgemisches an QA E-Sephadex A-25 bei pH 7.5 (2. Trennschritt in Schema
1, siehe Fig. 1). Ca. 20 g (320.000-330.000 A,¢0-Einheiten) des niedermolekularen
Purinoligonucleotidgemisches werden in 200 ml Wasser gelost auf eine QAE-Se-
phadex A-25 Siule gepumpt. Die Sdulenfiillung betrdgt 50 X 5 cm und ist mit 0.05
M NaCl, 0.05 M Tris-HC1 (pH 7.5) dquilibriert. Der Durchfluss wird mit einer
Schlauchpumpe auf ca. 800 ml/h eingestellt. Die Trennung wird in einem vierstufigen
NaCl-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-HCI auf pH 7.5 gepuffert ist, wie folgt durch-
gefiihrt: 1. 810.05 M NaCl, 2. 1710.10 M NaCl, 3. 1010.15 M NaCl, 4. 1.511.00
M NaCl, Die Fraktionen von Peak III; und III, werden zusammen aufgearbeitet
und im weiteren als Peak III bezeichnet.
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Partialhydrolysat einer depyrimidinierten DNA
L (1) DEAE-Cellulose; 0.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCl (pH 7.5)

niedermolekulare Purinoligonucleotide (Mono-Tetramere)

1@ QAE-Sephadex A-25; NaCl, 0.05 M Tris-HC] (pH 7.5)

Peak: 1 I m v v VI

13) QAE-Sephadex A-25; NaCl, 0.05 M Tris-HCI (pH 9.4)

Peak: Ia Ia, IIb, IIc  Illa, I1IIb IVa Va, Vb, V¢, Vd VIa, VIb, VIc, VId
INC)) QAE-Sephadex A-25; NaCl, 7 M Harnstoff, 0.05 M Tris-HCI (pH 9.4)

Peak: Vay, Va, Ve, Ve, Viby, Vb,

Schema 1. Trennungsgang zur [solierung von Purinnucleotiden aus dem Partiathydrolysat einer chemisch
depyrimidinierten DNA, Peakprodukte nach dem 3. bzw. 4. Trennschritt werden identifiziert und cha-
rakterisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengefasst.

Die Peakfraktionen werden innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt,
durch Ultrafiltration an einer UM-2 Membran entsalzt und lyophilisiert. Zwischen-
fraktionen werden verworfen.

(B) Sdulenchromatographische Trennungen der Lyophilisate von Peak I-VI
(vgl. Fig. 1) an QAE-Sephadex A-25 bei pH 9.4 (3. Trennschritt im Schema 1, siehe
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Fig. 1. Elutionsprofil der sdulenchromatographischen Trennung (2. Trennschritt in Schema 1) von 20 g
niedermolekularer Purinnucleotide an QAFE-Sephadex A-25. Die Trennung erfolgt béi Raumtemperatur
im vierstufigen NaCl-Gradienten, der mit Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert ist, bei einem Durchfluss von 800
mi/h. Die Ergebnisse sind in Tabelle IIT zusammengefasst. Peakfraktionen werden innerhalb der senkrech-
ten Strichelung vereinigt, entsalzt, lyophilisiert und anschliessend rechromatographiert (vgl. Fig. 2).
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Fig. 2). Die Lyophilisate werden in Wasser geldst auf die Sdulen aufgetragen, die
jeweils mit dem entsprechenden Startpuffer dquilibriert sind. Die Elution erfolgt nach
den Angaben der Tabelle I im steigenden NaCl-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-
HCl auf pH 9.4 gepuffert ist. Zur Trennung der Lyophilisate von Peak I, TI, IV-VI
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Fig. 2. Elutionsprofile (a—f) der sdulenchromatographischen Nachtrennung (3. Trennschritt in Schema D
der Lyophilisate von Peak I-VI der Fig. 1 and QAE-Sephadex A-25. Die Rechromatographie erfolgt unter
den Bedingungen aus Tabelle I im NaCl-Gradienten, der auf pH 9.4 gepuffert ist. Die Ergebnisse sind in
Tabelle IV zusammengefasst. Die Lyophilisate von Peak Va, V¢, VIb werden anschliessend rechromato-
graphiert (vgl. Fig. 3). Das Lyophilisat von Peak IIIb wird nach der enzymatischen Dephosphorylierung
an QAE-Sephadex nachgetrennt (vgl. Fig, 4). Die Identifizierung und Charakterisierung der Peakprodukte
sind in Tabelle VI zusammengefasst.
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TABELLE 1

BEDINGUNGEN DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNGEN DER LYOPHILISATE
VON PEAK I-VI AUS FIG. 1 AN QAE-SEPHADEX A-25 BEI pH 9.4

Peak  Aufgetragene Mengen Molare NaCl-Konzentrationen der Gradienten
geldst in Wasser

mg mi 1. Stufe 2. Stufe 3. Stufe 4. Stufe Fig. 2
Mischgefiiss  Vorrat Mischgefdss  Vorrat
1 580 10 751010 — — - — - a
I 720 12 5 10.10 410.10 410.12 41012 - — b
111 3000 50 6 10.10 510.10 51012 101012 51012 51014 ¢
v 1100 30 11 1013 101013 101 0.17 51017 21017 21019 d
v 1700 50 11 1013 101013 101 0.17 - — - e
VI 4530 130 10 1014 1010.14 i010.18 — 51018 51021 f

werden Sdulen mit 70 x 3 ¢m L.D. verwendet, die mit ca. 600 ml/h eluiert werden.
Das Lyophilisat von Peak IIT wird an einer 50 x 5 ¢m I.D. Siule mit ca. 800 ml/h
chromatographiert. Verbindungen, die nach Durchlauf des Gradienten noch adsor-
biert sind, werden mit cq. 1.51 1 M NaCl eluiert. Die Peakfraktionen werden wie in
(A) beschrieben aufgearbeitet.

(C) Séulenchromatographische Trennung der Lyophilisate von Peak Va, Ve und
VIb an QAE-Sephadex A-25 bei pH 9.4 unter Zusatz von 7 M Harnstoff (4. Trenn-
schritt im Schema 1, siehe Fig. 3). Die Lyophilisate werden in 7 M Harnstoff geldst
auf die Sdulen aufgetragen, die mit 0.13 M NaCl, 0.05 M Tris-HCIl (pH 9.4), 7 M
Harnstoff dquilibriert sind. Die Elution erfolgt nach den Angaben der Tabelle 11 im
steigenden NaCl-Gradienten, der mit 0.05 M Tris-HCI auf pH 9.4 gepuffert und mit
7 M Harnstoff verseizt ist. Zur Trennung der Lyophilisate von Peak Va und VIb
werden Sdulen mit 70 x 3 cm 1.D. verwendet, die mit ca. 600 ml/h eluiert werden.
Das Lyophilisat von Peak Vc wird an einer 45 x 2 em L.D. Sdule mit ca. 400 ml/h
chromatographiert. Nach Durchlauf des Gradienten werden die Sdulen mit 1 1 1 M
NaCl eluiert. Die Peakfraktionen werden wie in (A) beschrieben aufgearbeitet.

(D) Sdulenchromatographische Trennung der Sequenzisomeren (dA, dG) aus
dem Lyophilisat von Peak IIIb der Fig. 2c (siehe Fig. 4). 80 mg (ca. 1500 A;¢0-Ein-
heiten) des Lyophilisats von Peak IIIb der Fig. 2¢ werden in 200 ul Wasser mit 30
ul 1 M Tris-HCI (pH 8.1) sowie 100 U alkalischer Phosphatase 12 h bei 37°C inku-
biert. Anschliessend wird der Ansatz mit H,O auf 10 mi verdiinnt und auf eine
QAE-Sephadex A-25 Saule aufgetragen. Die Sdulenfiillung betrdgt 45 x 2 cm LD.
und ist mit 0,05 M TEAB (pH 8.5) dquilibriert. Die Sdule wird mit ca. 510.05 M
TEAB bei einer Laufgeschwindigkeit von 200 ml/h eluiert. Die Fraktionen von Peak
Ty, und Iy, (vgl. Fig. 4) werden innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt,
am Rotationsverdampfer konzentriert und durch wiederholte Pyridinzugabe vom
fliichtigen TEAB befreit. Das Pyridin wird anschliessend durch mehrmaliges Abro-
tieren mit 2% Ammoniaklésung entfernt. Danach werden die Losungen lyophilisiert.
Hierbei erhilt man aus Peak III,, 25 mg (&~ 500 A,¢0-Einheiten) dA-dG (31%) und
aus Peak III,, 30 mg (=580 A,¢o-Einheiten) dG-dA (38%) in chromatographisch
reiner Form. '
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Fig. 3. Elutionsprofile (a—) der siulenchromatographischen Nachtrennung (4. Trennschritt in Schema 1)
der Lyophilisate von Peak Va, Vc (Fig. 2¢) und Peak VIb (Fig. 2f) an QAE-Sephadex A-25. Die Rechro-
matographie erfolgt unter den Bedingungen aus Tabelle II im steigenden NaCl-Gradienten bei pH 9.4
unter Zusatz von 7 M Harnstoff. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV, Identifizierung und Charakterisierung
der Peakprodukte sind in Tabelle VI zusammengefasst.
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TABELLE II

BEDINGUNGEN DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNGEN DER LYOPHILISATE
VON PEAK Va, V¢, VIb AUS FIG. 2e, f AN QAE-SEPHADEX A-25 IM STEIGENDEN NaCl-GRADIENTEN
BEI pH 9.4 UNTER ZUSATZ VON 7 M HARNSTOFF

Peak Aufgetragene Menge Molare NaCl-Konzentrationen der Gradienten
gelostin 7 M

Harnstoff
mg mi 1. Stufe 2. Srufe 3. Stufe 4. Stufe Fig. 3
Mischgefiiss  Vorrat Mischgefiss Vorrat
Va 480 15 410.13 51013 510.15 — 21015 21017 a
Ve 210 6 21013 610.13 610.16 - — - b
Vib 1370 100 810.14 51014 510.15 81015 510.15 51017 ¢
ERGEBNISSE

Hydrazin zerstort die Pyrimidinbasen einer DNA. Aus der depyrimidinierten
DNA setzt Alkali intakte Purinnucleotidsegmente frei. Dieses Abbauverfahren wurde
fiir analytische Zwecke entwickelt2~15 ynd wird heute zur DNA-Sequenzierung ge-
nutzt'®, Wir haben die Abbaureaktionen in den priaparativen Masstab Gibertragen
und DNA aus Heringsspermen, die in grosseren Mengen leicht zugéinglich ist, zu
Purinoligonucleotiden hydrolysiert3. Aus dem anfallenden Gemisch werden nach
dem in Schema 1 aufgefithrten Trennungsgang definierte mono-trimere Purinnucleo-
tide in 3-4 Trennschritten sdulenchromatographisch isoliert.

Im 1. Trennschritt, der in einer fritheren Arbeit beschrieben ist3, werden mit

IIIb1 IIIb2

A260 nm —

0 1 2 3 4
Elutionsvol. { | ] —
Fig. 4. Elutionsprofil der siulenchromatographischen Trennung von 80 mg einer Mischung der Sequenz-
isomeren (dA,dG) an QAE-Sephadex A-25 (45 x 2 cm L.D.). Die Elution erfolgt mit 0.05 M TEAB (pH
8.5). Der Durchfluss betrigt ca. 250 ml/h. In Peak 1I1b, verlisst (dA-dG), in Peak IITb, verldsst (dG-dA)
die Sdule.
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Hilfe eines Tonenaustauschers (DEAE-Cellulose) die langkettigen Purinoligonucleo-
tide von den kurzkettigen getrennt, die ca. 60% des Partialhydrolysats einer depyri-
midinierten Heringsspermen-DNA ausmachen. Das Gemisch der kurzkettigen Purin-
nucleotide wird nach dem im folgenden beschriebenen Trennungsgang weiter auf-
getrennt.

Im 2. Trennschritt wird das Gemisch an dem stark basischen Anionenaus-
tauscher QAE-Sephadex A-25 mit einem vierstufigen NaCl-Gradienten, der auf pH
7.5 gepuffert ist, fraktioniert. Hierbei wird das in Fig. 1 abgebildete Elutionsprofil
erhalten. Produkte, die in der 1. Stufe mit 0.05 A NaCl die Saule verlassen, werden
verworfen. In der 2. Stufe werden mit 0.1 M NaCl Peak T und II eluiert, denen Peak
II1; und III, folgen. In der 3. Stufe verlassen mit 0.15 M NaCl nacheinander Peak
IV und V die Saule. In der 4. Stufe wird mit 1 M NaCl Peak VI eluiert. Die Ergebnisse
der Trennung sind in Tabelle Il zusammengefasst. Der 2. Trennschritt wird insge-
samt fiinfmal mit jeweils 20 g der Mischung durchgefiihrt. Alle Trennungen ergeben
im wesentlichen das gleiche Elutionsprofil, wobei aber Peak 111, und 111, sowie Peak
V und VI von Trennung zu Trennung unterschiedlich gut voneinander getrennt sind.
Die Unterschiede sind vermutlich darauf zuriickzufithren, dass die Gemische aus
verschiedenen Partialhydrolyseansitzen stammen, in denen der Anteil der einzelnen
Purinnucleotide unterschiedlich hoch sein kann. Die Fraktionen von Peak III; und
III, werden vereinigt und im folgenden als Peak ITT bezeichnet.

Die innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigten Peakfraktionen werden
durch Ultrafiltration entsalzt und anschliessend lyophilisiert. Bei der Ultrafiliration
treten unterschiedlich hohe Verluste auf. Hierfiir ist einerseits die schwankende Giite
der Membranen verantwortlich, andererseits hydrolysieren wahrend der Ultrafiltra-
tion terminale Phosphatgruppen. Die dephosphorylierten Oligonucleotide kénnen
die Membran leichter passiecren als entsprechende Oligonucleotide, die terminale
Phosphatgruppen aufweisen.

TABELLE III

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN FRAKTIONIERUNG (2. TRENN-
SCHRITT IN SCHEMA 1, VGL. FIG. 1) VON 20 g (ca. 345,000 4,¢,-EINHEITEN) NIEDER-
MOLEKULARER PURINNUCLEOTIDE AN QAE-SEPHADEX A-25 IM STEIGENDEN NaCl-
GRADIENTEN BEI pH 7.5

Peak Eluiert bei NaCl-Konz.  Eluierte Mengen Isolierte Mengen
M
A g0-Einh. % 9% mg % %*

I 0.10 9800 2.8 4.1 100 0.5 0.8
IT 0.10 12,200 35 3.5 120 0.6 0.9
1, 0.10 31,700 9.2 1330 6.7

} I } 237 } 10.1
111, 0.10 49,200 14.3 980 49
v 0.15 40,900 11.9 11.9 1100 5.6 4.1
v 0.15 49,300 14.3 6.0 1700 8.6 4.0
VI 1.00 113,900 33.0 36.1 4600 23.0 26.0
Zwischen-
fraktionen — 38,000 11.0 147 — — —

* Aus 5 Trennungen gemittelt.
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Im 3. Trennschritt (vgl. Schema 1) werden die Lyophilisate von Peak I-VI bei
pH 9.4 an QAE-Sephadex A-25 im NaCl-Gradienten weiter aufgetrennt, wobei die
in Fig. 2 abgebildeten Elutionsprofile erhalten werden. Die Trennergebnisse sind in
Tabelle IV zusammengefasst. Die Peakfraktionen werden aufgearbeitet und papier-
chromatographisch untersucht. Wandert ein Aliquot eines Lyophilisats in unter-
schiedlichen Laufmittelsystemen einheitlich, so wird das Lyophilisat als “‘chroma-
tographisch rein” bezeichnet. Bildet ein Lyophilisat im Papierchromatogramm mehr-
ere Flecken, so werden alle Flecken ausgeschnitten und cluiert. Aus den spektral-
photometrisch bestimmiten A,q0-Einheiten jedes einzelnen Fleckens wird die pro-
zentuale Zusammensetzung des betreffenden Lyophilisats ermittelt. Die papierchro-
matographische Untersuchung zeigt, dass die Lyophilisate von Peak Ia-IVa “chro-
matographisch rein” sind, wihrend die von Peak Va-VId eine unterschiedliche An-
zahl von Komponenten enthalten (vgl. Tabelle V).

TABELLE IV

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNGEN DER LYOPHILISATE
VON PEAK I-VI (FIG. 1), PEAK Va, Vc (FIG. 2¢), VIb (FIG. 2f) AN QAE-SEPHADEX A-25

Die Rechromatographie der Lyophilisate von Peak I-VI erfolgt im steigenden NaCl-Gradienten bei pH 9.4. Die
iibrigen Lyophilisate werden im gleichen Gradienten unter Zusatz von 7 M Harnstoff nachgetrennt.

Aufgetragene Purin- Getrennte Purinnucleotide Isolierte Purinnucleotide
nucleotidmischung
Lyophilisat Mengen

Peak Fig. Ajeo-Einh. Eluiert bei NaCl-Konz. Mengen Mengen Reinheit
(%3)*
mM Peak  Fig.  Aygo-Einh. % mg % Bezeichnung
I I 11,000 100 Ia 2a 4690 426 20 35 (dA); 100
I i 14,400 110-120 Ila 2b 1890 13.1 10 14 (dA-dG-dA) 100
120 1Ib 2b 2200 15.3 80 111 (dA-dA-dG) 100
120 Ilc 2b 3000 20.9 70 9.7 (dG-dA-dA) 100
111 1 47,800 110-120 1iIa 2 13,300 279 130 4.3  p(dA); 100
130-140 IiIb 2c 16,800 352 230 7.7  p(dA.dG) 100
v 1 24,900 170 IVa 2d 9470 38.0 160 145 p(dG). 100
A% 1 34,500 130 Va 2e 3570 10,3 130 76 — —
130 Vb 2e 4720 13.7 110 6.5 p(dA); 92
140-150 V¢ 2e 6980 202 210 123 — -
150 vd 2e 3770 109 120 7.1  pdG)p 76
Vi | 81,700 140 Via 2f 3810 47 150 33 p(dA); 95
140-150 VIb 2f 11,140 136 530 117 — -
170-180 VIc 2f 11,240 138 520 115 p(dG-dA-dG) 86
200-210 VId 2f 4080 50 190 42 pdG,, dA2) 53
Va 2e 7990 140-150 Va, 3a 2010 252 80 16.7 p(dA), 86
150-160  Va, 3a 4410 552 170 354 p(dAy 93
Ve 2e 3960 145 Ve, 3b 860 21.8 40 190 p(dA-dG-dA) 85
150 Ve, 3b 2270 574 110 524 p(dG-dA-dA) 46
Vib  2f 21,500 140-150  VIb, 3c 5620 26.1 310 226 p(dA-dG-dA) T3
150 VIb, 3c 4280 199 230 168 p(dG-dA-dA) 66

* Ausden A,¢,-Einheiten ermittelt, die bei der Elution der Flecken aus den Papierchromatogrammen erhalten
werden.
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TABELLE V

ERGEBNISSE DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN UNTERSUCHUNG DER LYOPHILI-
SIERTEN PEAKFRAKTIONEN

Papier: Macherey, Nagel & Co. MN 260.

Lyophilisat Auftretende Re-Werte relativ zu denen Identifizierte

Flecken von pdA im Laufmittel Purinnucleo-

tide Bezeichnung
Peak Fig. Nr. Anteil B A
(%)

Ia 2a 1. 100 1.08 0.60 0.60* (dA),
Ila 2b 1. 100 0.95 0.51 0.51* (dA-dG-dA)
IIb 2b 1. 100 0.94 0.52 0.52* (dA-dA-dG)
Ilc 2b 1. 100 0.94 0.52 0.52* (dG-dA-dA)
Ila 2c 1. 100 0.90 0.36 1.80* p(dA);
ITib 2c 1. 100 0.70 0.26 1.52*% p(dA,dG)
Iva 2d I 100 0.40 0.19 L11* p(dG).
Va, 3a 1. 6 1.11 —

2. 86 0.90 0.36 1.80* p(dA),

3. 8 0.77 -
Va, 3a t. 5 0.92 -

2. 2 0.76 -

3. 93 0.60 0.14 3.70* pdAp
Vb 2e L. 4 0.99 -

2. 3 0.87 -

3. 92 0.70 0.13 0.60* p(dA),
Ve 3b L 10 0.95 -

2. 5 0.70 —

3. 85 0.57 0.09 0.51* p(dA-dG-dA)
Ve, 3b L. 16 0.93 -

2. 14 0.77 —

3. 23 0.70 0.26 1.54* p(dG-dA)

4. 46 0.55 0.08 0.52* p(dG-dA-dA)
vd 2e L. 7 0.59 —

2. 16 0.52 -

3. 76 0.44 - 3.51* pdGp
Via 2f L. 5 0.90 -

2. 95 0.70 0.13 0.60* p(dA);
VIb, 3¢ 1. 16 0.95 0.51* -

2. 11 0.70 1.50* -

3. 73 0.57 0.09 0.51* p(dA-dG-dA)
VIb, 3¢ 1. 8 0.93 0.53* -

2. 26 0.70 1.54* -

3. 66 0.55 0.08 0.52* p(dG-dA-dA)
Vic 2f I 8 0.80 -

2. 6 0.71 -

3. 86 0.51 0.07 0.40* p(dG-dA-dG)
VId 2f 1. 9 0.70 -

2. 38 0.60 -

3 53 0.46 0.03 0.12* p(dA,,dG,)

* Nach Behandlung mit alkalischer Phosphatase.
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Die Lyophilisate von Peak Va, Vc und VIb sind so komplex zusammengesetzt,
dass eine weitere sdulenchromatographische Trennung (4. Trennschritt in Schema 1)
erforderlich ist, diec an QAE-Sephadex A-25 bei pH 9.4 unter Zusatz von 7 M Harn-
stoff durchgefithrt wird und zu den Elutionsprofilen der Fig. 3 fiihrt. Die Ergebnisse
des 4. Trennschritts sind in Tabelle [V zusammengefasst. Die papierchromatogra-
phische Untersuchung der aufgearbeiteten Peakfraktionen zeigt, dass die Lyophili-
sate von Peak Va, und Va, zu 86% bzw. 93% “chromatographisch rein’” sind, wiih-
rénd Peak Vcy, Ve,, VIb; und VIb, mehrere Komponenten enthalten, die vermutlich
bei der Aufarbeitung aus den jeweiligen Hauptprodukten durch Dephosphorylierung
terminaler Phosphatgruppen entstanden sind.

Die Sequenz der siulenchromatographisch isolierten Purinnucleotide, sowie
der aus den Papierchromatogrammen eluierten Hauptprodukte, wird aus den UV-
Absorptionsverhiltnissen, R-Werten und Ergebnissen des enzymatischen Abbaus
ermittelt. Hierbei wird in Analogie zur Sequenzbestimmung von Pyrimidinnucleoti-
den verfahren, die in friheren Arbeiten ausfithrlich beschrieben und diskutiert
wurde?. Charakterisierung und Identifizierung der isolierten Purinnucleotide fithren
im Einzelnen zu folgenden Ergebnissen, die in Tabelle VI zusammengefasst sind.

Peak Ia (Fig. 2a) enthilt in chromatographisch reiner Form das Trinucleosid-
diphosphat (dA),, das mit alkalischer Phosphatase nicht, mit Phosphodiesterase aus
Schlangengift dagegen zu pdA und dA im Verhiltnis 1.94:1.00 abgebaut wird.

Im Lyophilisat von Peak Ila (Fig. 2b) findet man in chromatographischer
Reinheit das Trinucleosiddiphosphat (dA-dG-dA), das in den Laufmittelsystemen A
und B als einheitlicher Fleck wandert und dessen Ry-Werte unter dem von (dA),
liegen. Mit alkalischer Phosphatase erfolgt kein Abbau. Mit Phosphodiesterase erhilt
man pdA, pdG und dA im Verhaltnis 1.00:1.09:0.97. Da dG im Totalhydrolysat nicht
gefunden wird, ist die Struktur (dG-dA-dA) auszuschliessen. Die Unterscheidung
zwischen (dA-dG-dA) und (dA-dA-dG), die mit Phosphodiesterase prinzipiell die
gleichen Spaltprodukte im gleichen Verhiltnis liefern, wird mit Hilfe des partiellen
enzymatischen Abbaus getroffen. Das auftretende Dinucleosidphosphat (dA-dG)
wird durch Absorptionsverhiltnisse und Ry-Wert identifiziert. Es zeigt sich, dass
beim Partialabbau kein (dA), gebildet wird, womit die Struktur (dA-dA-dG) aus-
geschlossen werden kann.

Das Lyophilisat von Peak IIb (Fig. 2b) enthilt das Trinucleosiddiphosphat
{dA-dA-dG) in chromatographiscls reiner Form. Beziiglich des papierchromatogra-
phischen Verhaltens und der Absorptionsverhéltnisse ist das Produkt dem in Peak
1a eluierten (dA-dG-dA) sehr dhnlich. Mit alkalischer Phosphatase erfolgt ebenfalls
kein Abbau. Mit Phosphodiesterase erhdlt man pdA, pdG und dA im Verhéltnis
1.00:1.05:0.94. Beim enzymatischen Partialabbau wird (dA), gebildet.

Das Lyophilisat von Peak Ilc (Fig. 2b) enthélt in chromatographisch reiner
Form das Trinucleosiddiphosphat (dG-dA-dA), das im papierchromatographischen
Verhalten und den Absorptionsverhiltnissen mit dem Lyophilisat von Peak IIb iden-
tisch ist. Der Abbau mit Phosphodiesterase liefert aber pdA und dG im Verhiltnis
1.86:1.00, wodurch die Struktur (dG-dA-dA) bestétigt wird,

Das Lyophilisat von Peak IIIa (Fig. 2¢) enthélt zu ca. 91% p(dA); und zu ca.
9% (dA);p, die in den Laufmittelsystemen A und B einheitlich wandern. Nach Phos-
phatasebehandlung wandert das Produkt im Laufmittelsystem A wiederum als ein-
heitticher Fleck. Der Abbau des dephosphorylierten Produkts mit Phosphodiesterase
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liefert pdA und dA im Verhiltnis 1.00:1.09. Die Anwesenheit beider Sequenzisomerer
im einheitlich wandernden Fleck wird durch direkten Abbau mit Phosphodiesterase
bewiesen.

In Peak IIIb (Fig. 2¢) wird in chromatographisch reiner Form die Mischung
der sequenzisomeren Dinucleotide p(dA,dG) und (dA,dG)p eluiert. Das dephos-
phorylierte Gemisch wird an QAE-Sephadex A-25 mit 0.05 M TEAB (pH 8.5) in die
beiden Sequenzisomeren (dA-dG) und (dG-dA) getrennt (vgl. Fig. 4). Peak IIIb,, in
dem ca. 34% der aufgetragenen Mischung eluiert werden, enthélt chromatographisch
reines (dA-dG), wihrend (dG-dA), das in Peak IlIb, die Sdule verldsst, 39% der
aufgetragenen Mischung ausmacht. Die Sequenz der beiden Dinucleosidphosphate
wird durch Phosphodiesterase Abbau eindeutig bestdtigt. Die sdulenchromatogra-
phische Auftrennung der Sequenzisomeren lisst sich verbessern, wenn man die Sdule
anstelle von TEAB mit 0.03 M Tris—-HCI (pH 9.0) eluiert. Dieser Vorteil geht aller-
dings auf Kosten der Ausbeute an isoliertem Material verloren, da bei der Entfernung
des Tris-HCl Puffers durch Ultrafiltration hohe Substanzverluste auftreten. Bei An-
wendung der von anderen Autoren beschriebenen Elutionsbedingungen!” (DEAE-
Sephadex A-25, Ammoniumformiat pH 3.4) liess sich iiberraschenderweise keine
Auftrennung dieser Sequenzisomerenmischung erzielen.

Im Lyophilisat von Peak IVa (Fig. 2d) ist zu 82% p(dG), und zu 18% (dG).p
enthalten. Die Dinucleotide wandern in den Laufmittelsystemen A und B einheitlich
und merklich langsamer als die aus Peak IIIb isolierten Dinucleotide p(dA,dG) und
(dA,dG)p. Nach Phosphataseabbau findet man in den Laufmittelsystemen A und B
einen einheitlich wandernden Fleck. Die Rp-Werte liegen wiederum unter denen, der
aus Peak I1Ib erhaltenen Dinucleosidphosphate (dA,dG). Der Phosphodiesteraseab-
bau des dephosphorylierten Produkts liefert pdG und dG im Verhéltnis 1.00:0.98.
Die Anwesenheit beider Sequenzisomerer, p(dG), und (dG),p, beweist der direkte
Abbau mit Phosphodiesterase.

Die Lyophilisate von Peak Va;-VId werden im Papierchromatogramm in 1
Hauptfleck (Peak VId in 2 Hauptflecke) und einen oder mehrere Nebenflecke auf-
getrennt. Im folgenden werden nur die Hauptprodukte untersucht. Im Lyophilisat
von Peak Va, (Fig. 3a) ist zu 86% eine Mischung aus p(dA), und (dA),p enthalten,
die in den Absorptionsverhiltnissen, Rp-Werten und Ergebnissen des enzymatischen
Abbaus mit der in Peak IIla eluierten Mischung der Dinucleotide identisch ist.

Die Lyophilisate von Peak Va, (Fig. 3a) und Peak Vd (Fig. 2e) enthalten zu
93% bzw. 76% die Nucleosid-3',5'-diphosphate pdAp bzw. pdGp. Die gemessenen
Absorptionsverhiltnisse stimmen mit den berechneten Werten iiberein. Die Substan-
zen werden durch alkalische Phosphatase zu den Nucleosiden abgebaut, die im Lauf-
mittelsystem A eindeutig als dA bzw. dG identifiziert werden. Mit Phosphodiesterase
erfolgt kein Abbau. In den Lyophilisaten von Peak Vb (Fig. 2¢) und Peak VIa (Fig.
2f) ist die Mischung der Trinucleotide p(dA); und (dA)sp zu 92% bzw. 95% ent-
halten. Nach Phosphatasebehandlung wandert das Produkt im Laufmittelsystem A
als einheitlicher Fleck, der im Rp-Wert mit dem aus Peak Ia isolierten (dA)- identisch
ist. Beim Abbau des Trinucleosiddiphosphats mit Phosphodiesterase erhilt man pdA
und dA im Verhiltnis 1.90:1.00. Der Anteil der beiden Nucleotide in beiden Peaks
wird durch direkten Phosphodiesteraseabbau zu 91% p(dA); und 9%(dA);p be-
stimmt.

Die Untersuchung der Lyophilisate von Peak Vc,, Vc,, VIby und VIb, ergibt,
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dass das Hauptprodukt von Peak V¢, mit dem von Peak VIb; und das von Peak Ve,
mit dem von Peak VIb, identisch ist, so dass nur Peak VIb; und Peak VIb, niher
betrachtet werden. Das Lyophilisat von Peak VIb,; (Fig. 3¢) enthilt zu 73% eine
Mischung der Trinucleotide p(dA-dG-dA) und (dA-dG-dA)p, die im Lyophilisat von
Peak Vc, (Fig. 3b) zu 85% enthalten sind. Der Anteil der beiden Nucleotide in beiden
Peaks wird durch direkten Phosphodiesteraseabbau zu 94% p(dA-dG-dA) und 6%
(dA-dG-dA)p bestimmt. Bei der papierchromatographischen Untersuchung in den
Laufmittelsystemen A und B wandert das Hauptprodukt des Lyophilisats von Peak
VIb, als einheitlicher Fleck. Nach Behandlung mit Phosphatase ist das Abbaupro-
dukt papierchromatographisch einheitlich und im Rp-Wert und den Absorptionsver-
héltnissen gegeniliber den in Peak IT eluierten sequenzisomeren Trinucleosiddiphos-
phaten (dA,,dG) sehr dhnlich. Beim Abbau des dephosphorylierten Produkts mit
Phosphodiesterase erhilt man pdA, pdG und dA im Verhiltnis 0.89:1.01:1.00. Um
die Sequenz festzulegen wird ein partieller Abbau mit Phosphodiesterase durchge-
fithrt. Das partiell abgebaute Produkt aus Peak VIb, liefert nach Behandlung mit
Phosphodiesterase die Spaltprodukte pdG und dA im Verhéltnis 1.01:1.00 und ist
damit als (dA-dG) identifiziert. Rp-Wert und Absorptionsverhiltnisse bestitigen dies-
es Ergebnis zusitzlich. Wihrend der Totalabbau mit Phosphodiesterase das Vorlie-
gen von (dG-dA-dA) ausschliesst, denn dG wird im Totalhydrolysat nicht gefunden,
beweist der Partialabbau die Struktur (dA-dG-dA), da das Partialhydrolysat von
(dA-dA-dG) das Dinucleosidphosphat (dA), enthalten miisste.

Peak VIb, (Fig. 3¢) enthilt zu 66% ecine Mischung der Trinucleotide p(dG-
dA-dA) und (dG-dA-dA)p, die in Peak V¢, (Fig. 3b) zu 46% enthalten sind. Die
Mischung der Trinucleotide setzt sich in beiden Peaks aus 89% p(dG-dA-dA) und
11% (dG-dA-dA)p zusammen. Die Anwesenheit beider Trinucleotide wird durch
direkten Abbau mit Phosphodiesterase bewiesen. Beziiglich des papierchromatogra-
phischen Verhaltens, der Absorptionsverhéltnisse und der Ergebnisse des enzyma-
tischen Abbaus mit Phosphatase, ist das Hauptprodukt des Lyophilisats von Peak
VIb; dem in Peak VIb; eluierten p(dA-dG-dA) dhnlich. Beim Abbau des dephos-
phorylierten Produkts mit Phosphodiesterase erhdlt man pdA und dG im Verhiltnis
2.00:1.14. Mit diesem Ergebnis steht einzig die Struktur (dG-dA-dA) in Einklang.
Eine zusitzliche Bestitigung liefert der Partialabbau mit Phosphodiesterase. Das im
Partialhydrolysat gefundene Dinucleosidphosphat wird durch Ry-Wert, Absorp-
tionsverhiltnisse und Totalabbau mit Phosphodiesterase eindeutig als (dG-dA) iden-
tifiziert. Der Abbau mit Phosphodiesterase liefert pdA und dG im Verhiltnis
1.00:1.17.

Das Lyophilisat von Peak VIc (Fig. 2f) enthilt zu 86% eine Mischung der
Trinucleotide p(dG-dA-dG) und (dG-dA-dG)p, die in den Laufmittelsystemen A und
B cinheitlich wandern. Die Rp-Werte sind etwas niedriger als die der zuvor cluierten
Trinucleotide p(dA;,dG). Nach Phosphatasebehandlung wandert das vollstindig
abgebaute Produkt im Laufmittelsystem A einheitlich und wiederum etwas langsamer
als die dephosphorylierten Hauptprodukte von Peak VIb; und VIb,. Aus dem de-
phosphorylierten Produkt erhilt man mit Phosphodiesterase pdA, pdG und dG im
Verhéltnis 0.97:1.00:1.07. Da dA nicht gefunden wird, kann (dA-dG-dG) nicht vor-
liegen. Beim Partialabbau entsteht (dG-dA), damit kann das mdgliche Sequenziso-
mere (dG-dG-dA) ausgeschlossen werden. Aus dem direkten Abbau mit Phospho-
diesterase ergibt sich die Zusammensetzung der Mischung zu 71% p(dG-dA-dG) und
29% (dG-dA-dG)p.
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Das Lyophilisat von Peak VId (Fig. 2f) trennt sich im Papierchromatogramm
in 1 Neben- und 2 Hauptflecke auf. Der langsamer wandernde Hauptfleck, dessen
Pecakanteil 53% ist, enthilt eine Mischung sequenzisomerer Tetranucleotide 89%
p(dA;,dG;) und 11% (dA,,dG;)p, die in den Laufmittelsystemen A und B einheitlich
wandern. Die Anwesenheit von 3'- neben 5'-Tetranucleotiden wird durch direkten
Abbau mit Phosphodiesterase bewiesen. Nach Behandlung mit Phosphatase wandert
das Abbauprodukt in den Laufmittelsystemen A und B einheitlich. Mit Phospho-
diesterase erhilt man pdA, pdG, dA und dG. Die Summen aus (pdA+dA) und
(pdG +dG) treten im Verhiltnis 1.00:1.09 auf. Die gemessenen Absorptionsverhilt-
nisse stimmen mit den berechneten iiberein. Der schneller wandernde Hauptfieck
(Peakanteil 38%) enthilt mehrere Produkte, die nicht ndher identifiziert werden.

DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die priaparative Isolierung definierter
Purinoligonucleotide aus dem Hydrolysat einer depyrimidinierten DNA beschrieben.
Der Unterschied der hier beschriebenen Isolierung zu den bislang nur im analytischen
Masstab bekannten Trennungent!® besteht darin, dass alle Substanzen nicht nur in
prdparativer Menge isoliert, sondern auch eindeutig identifiziert und charakterisiert
werden. Dies wird dadurch moglich, dass die Aufarbeitung des Partialhydrolysats
nicht, wie in den analytischen Trennungen, in einem Schritt, sondern nach einem
Trennungsgang schrittweise durchgefiihrt wird. Der beschriebene Trennungsgang ist
allgemein anwendbar und nicht auf die Aufarbeitung des Partialhydrolysats der Her-
ingsspermen DNA beschrankt. In Tabelle VII sind die Purinnucleotide und Gemische
von Sequenzisomeren zusammengefasst, die aus dem Partialhydrolysat der depyri-
midinierten Heringsspermen DNA in priparativen Mengen chromatographisch rein
isoliert werden kénnen. Diese Verbindungen sind in wenigen Trennschritten ohne

TABELLE VII

PURINNUCLEOTIDE UND MISCHUNGEN VON SEQUENZISOMEREN, DIE IM PRAPARA-
TIVEN MASSSTAB AUS PARTIALHYDROLYSATEN DEPYRIMIDINIERTER HERINGSSPER-
MEN-DNA ISOLIERT WERDEN

Purinnucleotide Mischungen aus Mischungen von
3'-, 5'-Oligomeren Sequenzisomeren

pdAp

pdGp

(dA), p(dA)s, (dA),p

(dA-dG) p(dA, dG), (dA, dG)p (dA, dG)

(dG-dA)

(dG); p(dG),, (dG),p

(dA); p(dA)s, (dA):p

(dA-dG-dA) p(dA-dG-dA), (dA-dG-dA)p

(dA-dA-dG)

(dG-dA-dA) p(dG-dA-dA), (dG-dA-dA)p

(dG-dA-dG) p(dG-dA-dG), (dG-dA-dG)p

p(dA),, dG>), (dA;, dG2)p (dA,, dG>)
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grossen Aufwand und spezielle Kenntnisse erhéltlich, wdhrend ihre chemische
Synthese sicherlich weitaus aufwendiger sein wiirde.

Die Reinheit aller isolierten Purinnucleotide erfiillt vollstindig die bei synthe-
tischen Oligonucleotiden angewendeten Kriterien. So stimmen die beobachteten Ab-
sorptionsverhéltnisse im Rahmen der Messgenaunigkeit mit den berechneten Werten
iiberein. In unterschiedlichen Laufmitteln wandern die Purinnucleotide vor und nach
Behandlung mit alkalischer Phosphatase auf dem Papier einheitlich, Die Oligonuc-
leotide kénnen mit Phosphodiesterase aus Schlangengift vollstindig abgebaut wer-
den, wobei die gefundenen molaren Anteile der Spaltprodukte die erwarteten Werte
bestitigen.

Bei den im analytischen Masstab beschriecbenen Trennungen von Partialhy-
drolysaten depyrimidinierter DNA werden vorallem Oligonucleotide mit 2 termina-
len Phosphatgruppen gefunden. Nur in wenigen Fillen werden auch partiell de-
phosphorylierte Produkte nachgewiesen. Im Gegensatz hierzu finden wir bei der
Trennung im praparativen Masstab hauptséchlich Oligonucleotide mit nur einer ter-
minalen Phosphatgruppe vornehmlich in 5'-Stellung. Vermutlich fithrt die Depyr-
imidinierung einer DNA mit anschliessender alkalischer Hydrolyse zunéchst auch zu
Oligonucleotiden mit 2 terminalen Phosphatgruppen, die wihrend der Aufarbeitung
die 3'-terminale Phosphatgruppe verlieren. Die terminale 5'-Phosphatgruppe ist ver-
mutlich gegen eine weitere Hydrolyse relativ bestdndig, da Purinnucleotide ohne ter-
minale Phosphatgruppen nur in geringen Mengen gefunden werden, Terminale Phos-
phatgruppen kdnnen, auch im praparativen Masstab durch Behandeln mit alkalisch-
er Phosphatase miihelos entfernt werden, so dass alle Purinnucleotide auch ohne
terminale Phosphatgruppen zugénglich sind.

Hervorzuheben ist ferner, dass auf dem hier beschriebenen Weg erstmals
Mischungen von sequenzisomeren Purinnucleotiden im priparativen Masstab an Io-
nenaustauschern in ihre Komponenten getrennt werden, die bisher weder papier-
chromatographisch noch mit den beschriebenen analytischen Trennverfahren zu tren-
nen sind. Dies ist {iberraschend, da entsprechende Pyrimidinnucleotidgemische an
den gleichen Ionenaustauschern nicht aufgetrennt werden. Thre Auftrennung gelingt
nur mit Hilfe der HPLC und ist somit wesentlich aufwendiger.
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Die Purinnucleotide pdG, pdAp, (dA),, (dA-dG), (dG-dA), (dG),, (dA)s,
(dA-dG-dA), (dA-dA-dG), (dG-dA-dA), (dG-dA-dG), sowie definierte Gemische
von sequenzisomeren Purinnucleotiden werden aus Partialhydrolysaten depyrimidi-
nierter Heringsspermen-DNA in priparativen Mengen auf folgendem Weg in chro-
matographisch reiner Form isoliert. DNA aus Heringsspermen wird chemisch zu
Purinnucleotiden partialhydrolysiert. Aus dem Purinnucleotidgemisch werden die
niedermolekularen Oligonucleotide mit DEAE-Cellulose bei pH 7.5 sdulenchroma-
tographisch abgetrennt. Die Mischung der niedermolekularen Purinnucleotide wird
anschliessend nach einem sdulenchromatographischen Trennungsgang an QAE-Se-
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phadex fraktioniert. Verunreinigungen, die in einigen Fillen sdulenchromatogra-
phisch nicht entfernbar sind, werden papierchromatographisch abgetrennt. Die Se-
quenz der Purinnucleotide und die Zusammensetzung der Sequenzisomerengemische
werden aus chromatographischen Daten, Absorptionsverhiltnissen und durch en-
zymatischen Abbau eindeutig bestimmt.
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