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SUMMARY 

Preparative isolation of tetra-, penta- und hexapurine oligonucleotides from partial. 
hydrolysates of depyrimidinated herring sperm DNA 

Herring sperm DNA is chemically degraded to a complex mixtuie of purine 
nucleotides. The oligonucleotides are separated from the partial hydrolysates by col- 
umn chromatography. The resulting mixture of trimer to hexamer purine oligonu- 
cleotides is subsequently fractionated on QAE-Sephadex into different mixtures of 
sequence-isomeric purine oligonucleotides. In a final separation, which uses re- 
versed-phase (Nucleosil C 1 *) high-performance liquid chromatography, these mix- 
tures are separated under isocratic conditions into 35 pure defined purine oligonu- 
cleotides with four to six monomer units, 14 defined mixtures of sequence-isomeric 
purine oligonucleotides and several unidentified products. Purity and sequence of the 
isolated oligonucleotides are determined by the “fingerprint” method. The results of 
the high-performance liquid chromatographic and the “fingerprint” methods of the 
isolated oligonucleotides are discussed. 

EINLEITUNG 

DNA kann bekanntlich durch Hydrazin depyrimidiniert und anschliessend 
durch Basen in Purinoligonucleotide gespalten werden’+. Dieser Weg der chemischen 
Partialhydrolyse einer DNA wird heute vorallem im analytischen Massstab zur DNA 
Sequenzierung genutzt7v8. Der chemische Abbau einer DNA bietet aber such die 
Moglichkeit zur praparativen Darstellung von definierten Purinoligonucleotiden, 
wenn die Partialhydrolyse und Auftrennung des komplexen Hydrolysats im priipa- 
rativen Massstab gelingt. 

In frtiheren Arbeiten haben wir die chemische Partialhydrolyse einer DNA zu 
Purinoligonucleotiden im 40-100 g Ansatz beschrieben9-l1 und aus dem Partialhy- 
drolysat definierte Mono- bis Tripurinnucleotide priiparativ isoliert12. Der hierbei 
verwendete Trennungsgang wurde inzwischen weiter ausgearbeitet, so dass jetzt such 
Tetra- bis Hexapurinnucleotide entweder als definierte Gem&he von Sequenziso- 
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meren oder als Einzelsubstanzen aus dem Partialhydrolysat einer depyrimidinierten 
DNA in priiparativen Mengen erhi-iltlich sind, wie im folgenden gezeigt wird. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Reagenzien 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Natriumcarbonat, Natriumhydro- 

gencarbonat, Ammoniumacetat, konz. Salzsiiure werden “pa.“, die ubrigen Che- 
mikalien in “chemisch reiner” Form verwendet. Methanol “fur die Chromatogra- 
phie” (Merck, Darmstadt, B.R.D.). QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, 
Schweden); DNA (PWA Waldhof, Mannheim, B&D.); alkalische Phosphatase aus 
KPlberdarm (E.C. 3.1.3.1.), Phosphodiesterase aus Schlangengift (E.C. 3.1.4.1.) 
(Boehringer, Mannheim, B.R.D.); Ultraflltrationsmembranen (Amicon, Lexington, 
MA, U.S.A.); Nucleosil C1 s, 7.0 pm (Machery, Nagel & Co., Dtiren, B.R.D.); und 
Chromatographiepapier Nr. 2316 (Schleicher & Schiill, Dassel, B.R.D.) Bogengriisse 
58 x 60 cm, werden verwendet. 

Laufmittel fir die Papierchromatographie 
System A: Ethanol-l J4 Ammoniumacetat (PH 7.5) (7:3): System B: l- 

Propanal-konz. Ammoniak-Wasser (55:10:35). 

Puflerliisungen 
1 M Tris-HCl (pH 7.$): 121 g (1 h4) Tris werden in 900 ml Wasser gel&t. Die 

Liisung wird mit konz. HCl (<: 50 ml) auf pH 8.1 bzw. 7.5 eingestellt und dann mit 
Wasser auf 1000 ml,aufgeftillt. 

1 M NaHCQ-Na2C!03 (PI-r 9.6): 65.3 g (0.78 M) NaHC03 und 23.5 g (0.22 
M) wasserfreies Na2C03 werden in 1000 ml Wasser aufgenommen. 

1 M Ammoniumacetat (pH 7.5): 77 g Ammoniumacetat werden in 1000 ml 
Wasser aufgenommen. Der pH-Wert wird iiberpriift und falls erforderlich auf pH 
7.5 eingestellt. 

Siiuienchromatographie 
Alle prlparativen siiulenchromatographischen Trennungen erfolgen bei 

Raumtemperatur an QAE-Sephadex A-25. Der Durchfluss wird mit einer Schlauch- 
pumpe geregelt. Fraktionen zu ca. 20 ml werden gesammelt. Die Absorption jeder 
lo., bei Bedarf jeder 5. Fraktion wird photometrisch bei 260 nm gemessen und gra- 
phisch gegen das Elutionsvolumen aufgetragen, wobei die abgebildeten Elution- 
sprofile erhalten werden. Vereinigte Peakfraktionen werden an einer UM 2 oder UM 
05 Membran durch Ultrafiltration entsalzt. 

Trennungsgang (Schema 1) 
(A) II. Schritt: Siiulenchromatographische Fraktionierung des hiihermolekula- 

ren Purinoligonucleotidgemisches 
50 g des hohermolekularen Purinoligonucleotidgemisches werden, in 1.2 1 Was- 

ser gel&t, auf eine QAE-Sephadex Ssiule gepumpt. Die Saulenfiillung betragt 70 x 
8 cm I.D. und ist mit 0.2 M NaCl, 0.05 A4 Tris-HCl (pH 7.5) Iquilibriert. Nach der 
Elution der Slule mit 10 1 des gleichen Puffers folgt ein dreistufiger NaCl-Gradient, 
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400 g DNA (Heringsspermen) 

(I) Depyrimidinienmg (Hydrazinhydrat, 4 h, 60°C) 
(2) Partialhydrolyse (1.2 MKOH, 1 h, 100°C) 
(3) Neutralization (HCIO,) 

1. DEAE-Cellulose Siule (Aufarbeitung in 10 Lliufen) 

70 g niedermolekulare - - - 

hiihermolekulare Purlnoligonucleotide 

11. QAESephadex S&de 

~ 0.3 M NaCl* 

14 g 0.4 M Fraktion + - - - - - 0.4 M NaCl* 

6g2.0MFraktion w -- - -- 2.0 M NaCl 

cu. 25 g 

111. QAESephadex-S&le 

1. Nebenfraktion t-- - -- 0.20-0.24 M NaCl’ 

~ 0.24-0.30 M NaCl’ 

2. Nebenfraktion _ - - -- -- O.SOMNaCl 

(Aufarbeitung in 
1.5 g Mengell) 

J 

IV. QABSephadex-Siule 
NaCl-Gradient’, 7 M Hamstoff 

5 Peaks: 1 2 3 4 5 
wi. 1) 

V. QAE-Sephadex S&de 
NaCl-Gradient, 0.05 M Na,CO,-NaHCO, (pH 9.4) 

12 Peaks: la Za-c 3a-d 4a-d 
(Fig. 2) 

I 

Enzymatisehe Dephosphorylienmg (in SO-100 mg Mengen) 

Vl. QAE-Sephadex Siiule 
NaCl-Gradient, 0.05 M Na,CO,-NaHCO, (pH 9.4) 

26 Peaks: la1 Zal-3 3al-4 4al,2 
(Fig. 3) 2b1.2 3bl,2 Qbl-4 

2cl 3cl 4cl,2 

3dl 4dl-3 

VII. Papierchromatographie (in Mengen van 200 A,,,-Einheiten) 

WI. HPLC (Fig. 4) an reverser Phase (NucleosiJ C,.) mit je 4-20 
A ,,,-Einheiten I 

Defiierte Pulnoligonucleotide (Tetra-Hexamere) 

l mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gepuffert 

383 

Schema 1. Trennungsgang zur Isolienmg von Purinnucleotiden aus dem Partialhydrolysat dcr chemisch 
depyrimidinierten Heringsspermen-DNA. Die nach dem VIII. Schritt isolierten Purinoligonucleotide wer- 
den mit der “Fingerprint”-Methode sequenziert (vgl. Fig. $6). Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusam- 
mengefasst. 
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der mit 0.05 M Tris-HCl auf pH 7.5 gepulfert ist. Nach 60 1 0.3 M NaCl folgen 30 
10.4 M NaCl und abschliessend 5 12 M NaCl. Der Durchfluss betrggt 800 ml/h. Die 
Fraktionen, die mit 0.3 M, 0.4 M und 2 A4 NaCl die Sliule verlassen, werden am 
Rotationsverdampfer konzentriert, an einer UM 2 Membran entsalzt und anschlies- 
send lyophilisiert. Hierbei entfallen auf die “0.3 it4 Fraktion” ca. 25 g (50%), auf die 
“0.4 A4 Fraktion” ca. 14 g (28%) und auf die “2 M Fraktion” ca. 6 g (12%), die 
jeweils als hellgelbe Pulver erhalten werden. 

(B) ZZZ. Schritt: Siiulenchromatographische Nachtrennung der “0.3 M Frak- 
tion ” 

25 g (ca. 545,000 AzeO-Einheiten) der “0.3 M Fraktion” werden, in 500 ml 
Wasser gel&t, auf eine QAE-Sephadex Sliule gepumpt. Die Siulenftillung betrHgt 70 
x 8 cm I.D. und ist mit 0.2 M NaCl, 0.05 A4 Tri-HCl (pH 7.5) Iquilibriert. Die 
SIule wird mit folgendem funfstufigen NaCl-Gradienten, der mit 0.05 M Tri-HCl 
auf pH 7.5 geptdfert ist, mit 800 ml/h eluiert: (1) 10 1 0.20 M NaCl, (2) 50 10.24 M 
NaCl, (3) 20 1 0.27 M NaCl, (4) 10 10.30 M NaCl und (5) 8 10.50 M NaCl. Die 10 
1 der ersten Stufe sowie die ersten 10 1 der zweiten Sufe (0.24 A4 NaCl) bilden zusam- 
men die “1. Nebenfraktion” (30,400 Azr,O-Einheiten, 5.6%), die nicht untersucht 
wird. Die nachfolgenden Eluate der zweiten bis vierten Stufe “Hauptfraktion” wer- 
den vereinigt, wihrend die 8 1 der letzten Stufe (0.50 it4 NaCl) als “2. Nebenfraktion” 
(100,500 AzeO-Einheiten, 18.4%) ebenfalls verworfen werden. Die vereinigten Eluate 
der “Hauptfraktion” (414,000 AzeO-Einheiten, 76%) werden konzentriert, an einer 
UM 2 Membran entsalzt, lyophilisiert und ergeben ca. 17 g (68%) eines hellgelben 
Pulvers, das in den folgenden Trennungen weiter aufgearbeitet wird. 

(C) IV. Schritt: Siiulenchromatographische Nachtrennung der ‘Hauptfraktion” 
aus (B) unter Zusatz von 7 M Harnstoff (vgl. Fig. 1) 

1.5 g (ca. 36,000 AzhO-Einheiten) der “Hauptfraktion” aus (B) werden, in 50 
ml 7 M Harnstoff gel&t, auf eine mit 0.15 it4 NaCl, 0.05 A4 Tris-HCl (pH 7.5), 7 M 
Harnstoff Hquilibrierte QAE-Sephadex Sliule (65 x 5 cm I.D.) aufgetragen. Die SPule 

10 20 30 LO 
Elutionvol. I I1 

Fig. 1. Elutionsprofil der s&rlenchromatographischen Trennung (IV. Schritt in Schema 1) von 1.5 g der 
“Hauptfraktion” des III. Schritts in Schema 1 an QAE-Sephadex (65 x 5 cm I.D.). Die Elution erfolgt 
bei einem Durchfluss von 800 ml/h im steigenden NaCl-Gradienten, der mit 0.05 h4 Tris-HCI auf pH 7.5 
gepuffert und mit 7 M Hamstoff versetxt ist. Die Fraktionen von Peak 14 werden innerhalb der senk- 
rechten Strichehmg vereinigt und im V. Schritt (Schema 1) einxeln nachgetreimt (vgl. Fig. 2). 
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Fig. 2. Elutionsprofile (a-d) der siiulenchromatographischen Nachtrennuug (V. Schritt in Schema 1) der 
vereinigten Fraktionen von Peak 1-4 der Fig. 1 an QAE-Sephadex. Die Rcchromatographie erfolgt unter 
den Bedingungen der Tabelle I im stcigenden NaCl-Gradienten, dex mit 0.05 M Na2COs-NaHC03 auf 
pH 9.4 gepuffert ist. Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengefasst. Die Fraktionen van Peak la, 
2a-c, 3a-d, 4a-d werden innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt, ent&zt und lyophilisiert. Die 
Lyophilisate we&n enzymatisch &phosphoryliert und siiulenchromatographisch nachgetrennt (vgl. Fig. 
3). 

wird mit folgendem viersttigen NaCl-Gradienten, der mit 0.05 it4 Tris-HCl auf pH 
7.5 gepuffert und mit 7 M Harnstoff verse&t ist, mit 800 ml/h eluiert: (1) 14 1 0.15 
A4 NaCl im Mischgefiss, 14 10.25 M NaCl im VorratsgefZss; (2) 3 10.25 A4 NaCl; 
(3) 3 1 0.25 A4 NaCl im MischgefZss, 3 10.32 A4 NaCl im Vorratsgefiss; (4) 2 1 1 A4 
NaCl. Fraktionen von Peak l-4 (Fig. 1) werden innerhalb der senkrechten Strichel- 
ung vereinigt und im niichsten Schritt aufgearbeitet, wiihrend die von Peak 5 nicht 
weiter verwendet werden. Die Ergebnisse des IV. Trennschrittes sind in Tabelle III 
zusammengefasst. 

(D) V. Schritt: Siiulenchromatographische Nachtrennwtg der vereinigten Frak- 
tionen vqn Peak I-4 der Fig. 1 bei pH 9.4 (vgl. Fig. 2) 

Die vereinigten Peakfraktionen aus (C) werden mit Wasser auf das dreifache 
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TABELLE I 

BEDINGUNGEN DER SitI 
EINIGTEN FRAKTIONEN 
NaCl-GRADIENTEN, DER 
SCHRI’IT IN SCHEMA 1) 

JLENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNG DER VER- 
VON PEAK 14 (FIG. 1) AN QAE-SEPHADEX IM STEIGENDEN 
MIT 0.05 M Na2C03-NaHC03 AUF pH 9.4 GEPUFFERT IST (V. 

Fraktionen Siiulenmasse NaCl-Gradienten Elutions- 
von Peak Liinge x I.D. profi 

(cm) Mischgef&s Vorratsgeftis Fig. 2 

Vol. NaCI-Konz. Vol. NaCl-Konz. 

(1) (M) (1) /M) 

1 20 x 2 3.5 0.15 3.5 0.28 

2 45 x 2 4.0 0.15 4.0 0.30 : 

3 50 x 2 4.0 0.20 4.0 0.35 

4 45 x 2 4.0 0.20 4.0 0.35 : 

Volumen verdiinnt auf QAE-Sephadex Saulen aufgetragen. Hierbei wird Harnstoff 
und teilweise such NaCl eluiert, wahrend die Purinoligonucleotide adsorbieren. Die 
adsorbierten Nucleotide werden nach den in Tabelle I angegebenen Bedingungen im 
steigenden NaCl-Gradienten, der mit 0.05 MNa2C03-NaHC03 auf pH 9.4 gepuffert 
ist, fraktioniert. Der Durchfluss betragt jeweils 400 ml/h. Abschliessend wird jeweils 
mit cu. 200 ml 1 M NaCl noch adsorbiertes Material elmert. Peakfraktionen (vgl. 
Fig. 2) innerhalb der senkrechten Strichelung werden vereinigt, am Rotationsver- 
dampfer konzentriert, an einer UM 2 Membran entsalzt und schliesslich lyophilisiert. 
Die Ergebnisse des V. Trennschritts sind in Tabelle III zusammengefasst. 

(E) VI. Schritt: Siiulenchromatographische Nachtrennung der enzymatisch de- 
phosphorylierten Lyophilisate von Peak la, 2a-c, 3a-d, 4a-d der Fig. 2 bei pH 9.4 (vgl. 
Fig. 3) 

5&100 mg des jeweiligen Lyophilisats von Peak la, 2a-c, 3a-d, 4ad, die aus 
(0) erhalten werden, werden in 0.4 ml Wasser gel&t, mit 0.05 ml 1 M Tris-HCl (pH 
8.1), 100 U alkalischer Phosphatase versetzt und 12 h bei 37°C inkubiert. Anschlies- 
send werden die einzelnen AnsHtze mit Wasser auf 10 ml verdiinnt und unter den 
Bedingungen der Tabelle II dulenchromatographisch fraktioniert. Die Siiulenfiillun- 
gen sind jeweils mit dem Elutionspuffer der 1. Gradientenstufe Iquilibriert. Die Elu- 
tionsgeschwindigkeit betriigt 400 ml/h. Fraktionen innerhalb der senkrechten Stri- 
chelung (vgl. Fig. 3) werden vereinigt, am Rotationsverdampfer konzentriert, an einer 
UM 05 Membran entsalzt und lyophilisiert. Die Ergebnisse des VI. Trennschrittes 
sind in Tabelle IV zusammengefasst. 

(F) VII. Schritt: Papierchromatographie der Lyophilisate aus (E) 
Cu. 200 Aldo-Einheiten der Lyophilisate von Peak 2a1_J; 2b1,2; 2c,; 3aJ,*; 

3b2; 3~1; 3di; 4a1.2; 4bl-4; 4c1.2; 4d1-3 werden jeweils auf einen Bogen Chromato- 
graphiepapier aufgetragen und im System B absteigend chromatographiert. Die Pu- 
rinoligonucleotide werden anschliessend vom Papier eluiert und lyophilisiert. 

(G) VIII. Schritt: Siiulenchromatographische Nachtrennung der Lyophilisate 
aus (F) mit Hilfe der HochdruckJiissigkeitschromatographie (HPLC) an reversed 
Phase (vgI. Fig. 4) 

Von den lyophilisierten Peakfraktionen aus (fl wird jeweils soviel in 0.5 ml 



PRAPARATIVE ISOLIERUNG VON PURINOLIGONUCLEOTIDEN 387 

l.O- a) 

E, 101 T 

8 
2 

0 4 8 12 16 20 
Elutionsvol [I 1 

0 2 L 6 8 10 
Elut~onsvol [II 

0 2 L 6 8 10 12 U 
Elutionsvol [ I I 

el 
302 

s 
8 
2 

_---- -- 

0 3 6 9 

Eluhonsvol II 1 

Fig. 3. 

c 
e 

2 

0 5 10 15 20 
Elueonsvol II 1 

“ 3bl 

1 
c! 

0 

0 3 6 9 12 
Eluhonsvol Ill 

(Forrsetzung S. 388) 



388 H. SCHOTT, H. SCHRADE 

E OL C 
5: 

2 
02 

0 5 10 15 20 0 3 6 9 
Elutionsvol I II Elutionsvol. I I I 

j 

0 

0 

Elutionsvol. [ I I 

3 

6 

Elutionsvd I I I 

jl 

0 2466 
Elutionsvol I I I 

0 5 10 15 
Elutionsvd [ I 1 

Fig. 3. Elutionsprofile (a-l) der tiulenchromatographischen Nachtrennung (VI. Schritt in Schema 1) der 
dephosphorylierten Lyophilisate von Peak la, 2ac, 3ad, 4a-d aus Fig. 2 an QAE-Sephadex. Die Re- 
chromatographie (5&100 mg) erfolgt unter den FJedingungen der Tabelle II im steigenden NaCl-Gradien- 
ten, der mit 0.05 M NasCOs-NaHCOs auf pH 9.4 gepuffert ist. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusam- 
mengefasst. Peakfraktionen werden hmerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt, entsalzt und lyophi- 
lisiert. Die Lyophilisate von Peak lal, 3a1, 3a2, 3bl enthalten chromatographisch mine Purintrinucleo- 
siddiphosphate (siehe Tabelle V). Die iibrigen Lyophilisate werden auf Papier chromatographiert und 
anschliessend mit Hilfe der HPLC tiulenchromatographisch nachgetrennt (vgl. Fig. 4). 
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Fig. 4. Elutionsprolile (a-u, VIII. Schritt in Schema 1) der .&rlenchromatographischechen Nachtrennung der 
papierchromatographisch gereinigten Lyophilisate von Peak 2a-3; 2b1,2; 2cl; 3a3,4; 3b2; 3~1; 3dl; 4a1,2; 
4bl4, 4c1,2; 4d-3 der Fig. 3 mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie an einer Nucleosil 
Cis S&de (250 x 4.6 mm I.D.). Die Rechromatographie (< 20 A r6e-Einheiten) erfolgt mit einer M&hung 
aus 75% A (A: 0.1 M Ammoniumacetat pH 7.5); 25% B (B: Methanol-Wasser, 64k40) bei Raumtempe- 
ratur mit 1 ml/mm. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengefasst. Die isolierten Peakfraktionen 
werden lyophilisiert und mit Hilfe der “Fingerprint”-Methode sequenziert (vgl. Fig. 5, 6). 

TABELLE II 

BEDINGUNGEN DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNGEN DER DEPHOS- 
PHORYLIERTEN LYOPHILISATE (CA. 5(tlOO mg) VON PEAR la, 2ac, 3ad, 4a-d AUS FIG. 2 AN QAE- 
SEPHADEX IM STEIGENDEN NaCl-GRADIENTEN, DER MIT 0.05 M Na&Os-NaHCOs AUF pH 9.4 GE- 
PUFFERT IST (VI. SCHRITT IN SCHEMA 1) 

Peak 
Nr. 

S&denmasse, Molare NaCl-Konzentrationen der Gradienten Elutions- 
Liinge x I.D. profir 
(cm) 1. Stufe 2. Stufe Fig. 3 

Vol. (I) Konz. (h4) Mischgefdrs VorratsgefTis 

Vol. (1) Konz. (hi) Vol. (II Konz. (M) 

la 35 x 2 
2a 35 x 2 
2b 45 x 2 
2c 45 x 2 
3a 45 x 2 
3b 45 x 2 
3c 45 x 2 
3d 35 x 2 
4a 45 x 2 
4b 45 x 2 
4c 35 x 2 
4d 35 x 2 

- 
2 
2 
- 

2 
2 

2 
2 
2 
2 

0.12 
0.12 

0.15 
0.15 

0.20 
0.20 
0.22 
0.22 

10 0.08 10 0.20 
4 0.12 4 0.17 
6 0.12 6 0.18 

10 0.12 10 0.22 
5 0.15 5 0.20 
5 0.15 5 0.20 

10 0.15 10 0.30 
5 0.20 5 0.30 
2 0.20 2 0.22 
3 0.20 3 0.23 
5 0.22 5 0.27 
8 0.22 8 0.33 
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Wasser gel&, dass eine Konzentration von cu. 200 Az,0-Einheiten/0.5 ml erreicht 
wird. Zwischen 10-50 ~1 dieser Liisungen werden pro Lauf an einer Nucleosil Cis 
(7.0 & S&de (250 x 4.6 mm I.D.) mit Hilfe eines HochdruckGssigkeitschroma- 
tographen (Waters: Pumpen 6000 A, Programmer M 660, Injektor U6K) bei Raum- 
temperatur fraktioniert. In allen L&fen wird als Eluent ein Gemisch aus 75% A (A 
= 0.1 M Ammoniumacetat pH 7.5) und 25% B (B = Methanol-Wasser, 6040) 
verwendet. Die Elution wird mit einem UV-Detektor (DuPont Model1 836) bei 254 
nm verfolgt. Der Durchfluss betragt 1 ml/min, der Papiervorschub 2 mm/mm. Frak- 
tionen werden 15 cm hinter dem W-Detektor (Auslass: 0.23 mm) gesammelt, in 
einer Vakuumzentrifuge bei < 40°C zur Trockene gebracht, anschliessend in 0.1 ml 
Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusam- 
mengefasst. Aliquote der Lyophilisate (0.01 A 260-Einheiten) werden radioaktiv mar- 
kiert und mit der “Fingerprint” Methode sequenziert13 (vgl. Fig. 5). 

b 
e 

f 
C 

I. 1.Dimension 

EllZkkoplW~ 

l.Dinmaion 
w 

Elektrophwese 

Fig. 5. Charakteristische Autoradiogramme (a-f) und deren Interpretation von 32P-markierten Purinoli- 
gonucleotiden, die mit Phosphodiesterase aus Scblangengift partialhydrolysiert und aweidimensional 
chromatographiert werden. In der 1. Dimension werden die Partialhydrolysate auf Celluloseacetatstreifen 
durch Elektrophorese bei pH 3.5, in der 2. Dimension auf DEAE-Cellulose Platten durch Homochro- 
matographie getrennt. (a, b) “Fingerprint” der sequenzisomeren Tetnumcleotide [32P]d(G-G-A-G) und 
[3zP]d(G-G-G-A); (c) “Fingerprint” einer Mischung der sequeruisomeren [=P)d(G-G-G-A) und 
[“‘Pjd(G-G-A-G); (d) “Fingerprint” einer Mischung sequenzisomerer Tetranucleotide der Bruttosequenz 
[32P]d(As,Gz); (e) “Fingerprint” des Tetranucleotids [32P]d(A-G-A-A)-R, das am 3’-En& eine unbe- 
kannte, teilweise abgebaute Monomereinheit “R” ttigt. (I) “Fingerprint” eines nicht identifizierbaren 
Oligonucleotids, das mit Phosphodiesterase nicht partialhydrolysiert wird. Bezeichnung: 32pdG = [3zPjdG 
etc. 
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TABELLE III 

ERGEBNISSE DER S,&ULENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNGEN AN QAE- 
SEPHADEX IM STEIGENDEN NaCl-GRADIENTEN VON (a) 1.5 g DER “HAUPTFRAKTION” 
DES III. TRENNSCHRI’ITS; (bj DER VEREINIGTEN FRAKTIONEN VON PEAK 1-4 AUS (a) 

Eluiert bei NaCI-Konzentration 

(hf ) Mengen 
(Azs,,-Einh.) 

W) 

bolierte hfengen 

(g) W) 

Bezeichnung 

(a) Der NaCI-Gradient ist mit 0.05 M TrisHCl auf pH 7.5 gepuffert und mit 7 M Hamstoff verse&t 
0.18 3140 8.1 Peak 1, Fig. 1 
0.19-0.21 10,050 27.9 - Peak 2, Fig. 1 
0.21-0.23 11,330 31.5 Peak 3, Fig. 1 
0.24-0.25 5040 14.0 Peak 4, Fig. 1 
0.25-0.30 2140 5.9 Peak 5, Fig. 1 

4320 12.0 - Zwischenfraktionen 

(b) Der NaCI-Gradient bt mit 0.05 M NazC03-NaHC03 auf pH 9.4 gepuffert 
0.22 1400 47.2 0.06 4.0 

1560 52.8 
0.19tI.22 2430 27.1 0.1 6.7 
0.22-0.26 2970 33.2 0.155 9.0 
0.26-0.29 3130 35.0 0.13 8.7 
- 420 4.7 - 
0.23-0.25 3570 33.7 0.15 10.0 
0.25-0.27 3470 32.7 0.15 10.0, 
0.27-0.30 2610 24.6 0.11 7.3 
0.30-0.32 650 6.1 0.03 2.0 
- 210 2.9 

Peak la, Fig. 2a 
Zwischenfraktionen 
Peak 2a, Fig. 2b 
Peak 2b, Fig. 2b 
Peak 2c, Fig. 2b 
Zwischenfraktionen 
Peak 3a, Fig. 2c 
Peak 3b, Fig. 2c 
Peak 3c, Fig. 2c 
Peak 3d, Fig. 2c 
Zwischenfraktionen 

0.23-0.25 1020 
0.250.27 1390 
0.27-0.30 1150 
0.30-0.32 830 
- 210 

22.1 0.045 3.0 Peak 4a, Fig. 2d 
30.2 0.06 4.0 Peak 4b, Fig. 2d 
25.0 0.05 3.3 Peak 4c, Fig. 2d 
18.0 0.04 2.7 Peak 4d, Fig. 2d 
4.6 - Zwischenfraktionen 

ERGEBNISSE 

Fur die chemische Partialhydrolyse wird DNA aus Heringsspermen verwendet, 
die “technisch rein” in Kilogramm-Mengen im Handel erhiiltlich ist und ohne zu- 
satzliche Reinigung eingesetzt wird. Der Abbau der DNA zu Purinoligonucleotiden 
erfolgt in zwei Stufen. Zunlchst werden 400 g der DNA nach dem beschriebenen 
Verfahren’O in einem entsprechend vergriisserten Ansatz durch Hydrazinolyse de- 
pyrimidiniert. Anschliessend werden aus der depyrimidinierten DNA durch Einwir- 
ken von Kalilauge die intakten Purinnucleotidsegmente freigesetzt. Der Ansatz wird 
mit Perchlorsiiure neutralisiert und der hierbei ausfallende Niederschlag abgesaugt. 
Das erhaltene Filtrat wird dann nach dem in Schema 1 zusammengefassten Trenn- 
ungsgang chromatographisch aufgearbeitet. 

Im I. Schritt, der in einer friiheren Arbeit beschrieben ist9, werden mit Hilfe 
eines Anionenaustauschers (DEAE-Cellulose) die langkettigen Purinnucleotide von 
den kurzkettigen getrennt. Die 400 g partialhydrolysierte DNA werden portionsweise 
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in 10 Laufen aufgearbeitet und ergeben cu. 50 g langkettige Purinnucleotide. 
Im II. Schritt werden diese Purinoligonucleotide an dem stark basischen Anio- 

nenaustauscher QAE-Sephadex fraktioniert. Hierzu wird die S&tie im dreistufigen 
NaCl-Gradienten bei pH 7.5 eluiert. Mit 0.3 M NaCl werden im 1. Elutionsbereich 
cu. 50% der aufgetragenen Mischung eluiert. Mit 0.4 M NaCl verlassen ca. 28% des 
Gemisches die Siiule und mit 2 M NaCl werden nochmals 12% eluiert. Die “0.3 M 
Fraktion” (ca. 25 g) des 1. Elutionsbereichs wird anschliessend nochmals an QAE- 
Sephadex nachgetrennt, wahrend die Fraktionen, die mit 0.4 M und 2 M NaCl eluiert 
werden, nicht naher untersucht werden. 

Die Nachtrennung der “0.3 M Fraktion” erfolgt im III. Schritt mit einem 
fiinfstufigen NaCl-Gradienten bei pH 7.5. Cu. 76% der aufgetragenen Purinnucleoti- 
de verlassen die QAE-Sephadex Saule in einer “Hauptfraktion”, die mit 0.240.30 M 
NaCl eluiert und durch Ultrafiltration entsalzt und anschliessend lyophilisiert wird. 
Bei der Aufarbeitung gehen cu. 8% der eluierten Produkte verloren, so dass von 25 
g Lyophilisat der “0.3 M Fraktion” cu. 17 g verbleiben. Ausserdem erhalt man zwei 
Nebenfraktionen, die nicht aufgearbeitet werden. In der ersten Nebenfraktion werden 
niedermolekulare Purinnucleotide bis zu einer Kettenliinge von 3 Monomereinheiten 
eluiert, die bei der Vortrennung an DEAE-Cellulose nicht vollstiindig von den hoch- 
molekularen Nucleotiden abgetrennt werden. Die zweite Nebenfraktion enthalt ver- 
mutlich Produkte der 0.4 M Fraktion. 

Im IV. Schritt wird diese “Hauptfraktion” in 1.5 g Portionen nochmals an 
QAE-Sephadex rechromatographiert, wobei dem NaCl-Gradienten 7 M Hamstoff 
zugesetzt wird. 7 M Hamstoff setzt unspezifische Wechselwirkungen herab, so dass 
die Starke der Adsorption von Purinnucleotiden an einem Anionenaustauscher im 
neutralen Medium im wesentlichen von der Anzahl der Phosphatladungen abhlngt. 
Das Elutionsprofil dieses Trennschritts (vgl. Fig. 1) weist ftinf gut voneinander ge- 
trennte Hauptpeaks auf, in denen zusammen cu. 88% der aufgetragenen Purinnu- 
cleotidmischung eluiert werden. Die Fraktionen von Peak l-5 werden innerhalb der 
senkrechten Strichelung vereinigt. Fraktionen, die zwischen den einzelnen Peaks und 
mit 1 M NaCl die SBule verlassen, werden als Zwischenfraktionen bezeichnet und 
nicht untersucht. Die Ergebnisse dieses Trennschrittes sind in Tabelle III zusammen- 
gefasst. Die vereinigten Fraktionen von Peak l-4 werden auf das dreifache Volumen 
verdtinnt und anschliessend aufgearbeitet, wlhrend die von Peak 5 nicht &her un- 
tersucht werden. 

Im V. Schritt werden die verdiinnten Peakfraktionen einzeln auf eine QAE- 
Sephadex SHule aufgetragen, wobei Hamstoff und der griisste Teil des NaCl eluiert 
werden, wahrend die Oligonucleotide adsorbieren. Dann wird die Siiule im steigenden 
NaCl-Gradienten bei pH 9.4 eluiert, wobei adenylsiiurereiche vor guanylsiiurereichen 
Purinoligonucleotiden die Sgule verlassen. Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusam- 
mengefasst. Die Elutionsprofile sind in Fig. 2a-d abgebildet. Die Nachtrennung von 
Peak 1 der Fig. 1 fiihrt zu einem Hauptpeak (la, Fig. 2a) w&rend Peak 2 der Fig. 
1 in drei Hauptpeaks (2aq Fig. 2b) aufgetrennt wird. Peak 3 und 4 der Fig. 1 ergeben 
bei der Nachtrennung jeweils vier Hauptpeaks (3a-d, Fig. 2c; 4a-d, Fig. 2d). Frak- 
tionen innerhalb der senkrechten Strichelung werden vereinigt, durch Ultrafiltration 
entsalzt und anschliessend lyophilisiert. Hierbei gehen durchschnittlich 10% einer 
Purinoligonucleotidmischung verloren. Die erhaltenen Lyophilisate kiinnen prinzi- 
pie11 Oligonucleotide mit terminalen Phosphatgruppen enthalten, die nach unserer 
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TABELLE IV 

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNGEN DER DE- 
PHOSPHORYLIERTEN LYOPHILISATE (CA. 50-100 mg) VON PEAK la, Za-c, 3a-d, 4a-d AUS 
FIG. 2 AN QAE-SEPHADEX IM STEIGENDEN NaCl-GRADIENTEN, DER MIT 0.05 M 
Na2COJ-NaHCOJ AUF pH 9.4 GEPUFFERT IST 

Aufgetragene Purin- 
nucleo&tnischung 

Getrennte Purinoligonucleotide 

Lyophilisat 
Mengen mg EIuiett bei NaCl-Konz. luengen Isolierte 
(AleO-Einh.) Mengen 

Peak Fig. (M) Peak Fig. (AzwEmh.) (W) (ms) Co%) 

la 2a 1630 80 
2a 2b 1750 80 

2b 2b 90 

2c 2b 

3a 2c 

2090 

2250 

2290 

100 

100 

3b 2c 2280 

1540 

100 

3c 2c 

3d 2c 

4a 2d 

70 

50 

70 

4b 2d 

990 

1490 

1540 70 

4c 

4d 

2d 

2d 

1210 

1260 

60 

60 

0.18il.19 la1 3a 1230 75.5 54 
0.12, 2al 3b 310 17.7 11 
0.124.13 2a2 3b 370 21.1 14 
0.13 2a3 3b 370 21.1 14 
Zwischenfraktionen 700 40.0 - 
0.12-0.13 2bl 3c 360 17.2 12 
0.13-0.16 2b2 3c 990 47.4 38 
Zwischenfraktionen 740 35.4 - 
0.18&20 2cl 3d 1580 70.2 62 
Zwischenfraktionen 670 29.8 - 
0.15 3al 3e 470 20.5 19 
0.15 3a2 3e 650 28.4 23 
0.150.16 3a3 3e 410 17.9 15 
0.16-0.17 3a4 3e 440 19.2 15 
Zwischenfraktionen 320 14.0 - 
0.15-0.16 3bl 3f 420 18.4 16 
0.17-0.19 3b2 3f 720 31.6 29 
Zwischenfraktionen 1140 50.0 - 
0.24-0.26 3cl 3g 740 48.1 31 
Zwischenfraktionen 800 51.9 - 
0.27-0.29 3dl 3h 470 47.5 20 
Zwischenfraktionen 520 52.5 - 
0.20 4al 3i 400 26.8 17 
0.20 4a2 3i 640 43.0 26 
Zwischenfraktionen 450 30.2 - 
0.20 4bl 3j 210 13.6 8 
0.20 4b2 3j 290 18.8 10 
0.21 4b3 3j 410 26.6 16 
0.21-0.22 4b4 3j 240 15.6 9 
Zwischenfraktionen 390 253 - 
0.21-0.22 4cl 3k 300 24.8 12 
0.22-0.25 4~2 3k 490 40.5 22 
Zwischenfraktionen 420 34.7 - 
0.27 4dl 31 120 9.5 5 
0.27-0.29 4d2 31 310 24.6 14 
0.29-0.30 4d3 31 240 19.0 9 
Zwischenfraktionen 590 46.8 - 

68 
14 
18 
18 

13 
42 

62 

19 
23 
15 
15 

16 
29 

44 

40 

24 
37 

11 
14 
23 
13 
- 
20 
37 

8 
23 
15 
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Erfahrung die weitere Auftrennung dieser Gemische erschweren. Durch enzymatische 
Hydrolyse mit alkalischer Phosphatase werden die terminalen Phosphatgruppen da- 
her vor dem niichsten Trennschritt entfemt, so dass anschliessend Purinoligonucleo- 
tidgemische fraktioniert werden deren Komponenten freie terminale Hydroxylgrup- 
pen aufweisen. 

leweils 50-100 mg dar 12 Lyophilisate von Peak la, 2a-c, 3a-d 4a-d werden 
mit alkalischer Phosphatase inkubiert und im VI. Schritt unter den Bedingungen der 
Tabelle II an QAE-Sephadex im steigenden NaCl-Gradienten bei pH 9.4 einzeln 
fraktioniert (vgl. Fig. 3). Die Rechromatographie der zwiilf Lyophilisate fiihrt zu 26 
Hauptpeaks, die alle bei einer niedrigeren NaCl-Konzentration die SPule verlassen 
als die zugehiirigen Ausgangsprodukte. Hieraus folgt, dass die urspriinglichen 12 
Mischungen Oligonucleotide enthalten, die terminale Phosphatgruppen tragen. Die 
Trennergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefasst. Bei der Aufarbeitung der ver- 
einigten Peakfraktionen gehen durchschnittlich 15% verloren. Die Lyophilisate der 
isolierten Peakfraktionen enthalten je nach der Aufliisung der betretfenden Elutions- 
profile zwischen 40-70% der Ater,-Einheiten der aufgetragenen Gemische. Aufgrund 
des saulenchromatographischen Verhaltens werden Peak 4az und 4bi vereinigt und 
im folgenden als Peak 4a2/bl bezeichnet. 

Bei der Charakterisierung der 26 Lyophilisate zeigt sich, dass in 4 Lyophili- 
saten Trinucleosiddiphosphate enthalten sind, wiihrend die restlichen 22 Lyophilisate 
Gemische llngerkettiger Purinnucleotide enthalten. Aufgrund der UV-Absorptions- 
verhiiltnisse, der papierchromatographischen R,Werte sowie der Ergebnisse des 
enzymatischen Abbaus (vgl. Tabelle V) folgt, dass Peak la1 d(G-G-G), Peak 3al 
d(A-A-A), Peak 3a2 d(A,,G) und Peak 3bl d(A,G2) enthalten. Die Gem&he der 
sequenzisomeren Trinucleosiddiphosphate verhalten sich wie die bereits friiher iso- 
lierten Gemische gleicher Zusammensetzung It. Die Lyophilisate der tibrigen 22 
Peaks werden vor dem VIII. und letzten Trennschritt, der Rechromatographie mittels 
HPLC, papierchromatographisch gereinigt. Durch die Papierchromatographie sollen 
eventuell noch vorhandene Salzspuren und bei der Aufarbeitung entstandene Ne- 
benprodukte entfernt werden. In den Papierchromatogrammen tritt jeweils nur ein 
Fleck auf, der aber meist einen relativ grossen Bereich der Trennstrecke einnimmt. 
Da eine Verminderung der aufgetragenen Substanzmenge keine Verbesserung der 
Trennung ergibt, enthHlt der grijsste Teil der untersuchten Lyophilisate offenbar eine 
M&hung von Prod&en, die sich in ihrem papierchromatographischen Verhalten 
geringfiigig unterscheiden. Die Angabe von RFWerten ist daher nicht sinnvoll. 

Die Purinoligonucleotidgemische werden vom Papier eluiert und in Mengen 
von jeweils < 20 AzeO- Einheiten an einer analytischen HPLC-Siiule fraktioniert, die 
mit Nucleosil Cr8, 7.0 pm gefiillt ist. Bei den Trennungen der 22 Proben, die alle 
unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt werden (vgl. Tabelle VI), treten meist 
neben mehreren Hauptpeaks zahlreiche Nebenpeaks auf, die bis auf einige Ausnah- 
men nicht isoliert werden. Die Elutionsprofile sind in Fig. 4 abgebildet. Die Elutions- 
lijsungen nummerierter Peaks werden zur Entfernung des Elutionspuffers lyophili- 
siert. Die Lyophilisate werden anschliessend nach der Fingerprintmethode unter- 
sucht, wozu jeweils nur l/100-l/1000 der isolierten Mengen beniitigt werden. Da 
experimentelle Details der Fingerprintmethode ausfiihrlich beschrieben sindl 3, wer- 
den im folgenden nur die wesentlichen Schritte des Verfahrens zusammengefasst. 

Aliquots der einzelnen Lyophilisate werden zuntichst enzymatisch mit Hilfe 
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TABELLE VI 

ERGEBNISSE DER SAULENCHROMATOGRAPHISCHEN NACHTRENNUNGEN DER PA- 
PIERCHROMATOGRAPHISCH GEREINIGTEN LYOPHILISATE DES VI. TRENNSCHRI-ITES 
(SCHEMA 1) AN EINER NUCLEOSIL Cls SbiULE (250 x 4.6 mm I.D.) MIT HILFE DER HPLC 

Aufgetragene Purin- Getrennte Purinoligonucleotide Isolierle Purinoligonucleotide 

nucleotidmischung, Eluiert nach Retentionszeit 

120 A26,,- Bereichnung Idenlifiziert 
Einheiten von min Peak Fig. 4 aus ‘Fiingerprint ” 

Fig. Nr. 
Peak Fig. 3 

2al 
2a2 

2a3 

2bl 

b 
b 

b 

C 

2b2 C 

2cl d 

3a3 e 

3a4 e 

3b2 f 

3cl g 

3dl h 

4al i 

70 1 
38 1 
41 2 
35 1 
38 2 
20 1 
22 2 
23 3 
27 4 
34 5 
20 1 

23 2 
24 3 
27 4 
34 5 
14 1 
19 2 
23 3 
43 1 
58 2 
88 3 
39 1 
42 2 
50 3 
55 4 
28 1 
31 2 
35 3 
37 4 
48 5 
17 1 
21 2 

23 3 
25 4 
30 5 
39 6 
17 1 
19 2 
31 1 
70 2 

t 

C 

d 

e 

f 

g 

h 

i 

k 

I 

d(A-A-A-A) 
d(A-A-G-A) 
d(A-G-A-A) 
d(G-A-A-A) 
d(A-A-A-G) 
d(G-A-G-A) 

d(Az,Gz) 
d(A-G-A-G) 
Verunreinigung 
d(A-G-G-A) 
d(G-A-G-A) 
d(G-A-A-G) 1 
d(Az, Gz) 
d(G-G-A-A) 
d(A-A-G-G) 
d(A-G-G-A) 
d(G-G-A-G) 
Verunreinigung 
d(A-G-G-G) 
Verunreinigung 
Verunreinigung 
d(A-A-A-A-A) 
d(A-A-G-A)-R 
d(A-G-A-A)-R 
d(A-A-G-A-A) 
d(A-G-A-A-A) 
d(G-A-G-A-A) 
d(A-A-G-A-G) 
d(A-G-A-A-G) 
d(A-G-A-G-A) 
d(A-G-G-A-A) 
d(G-A-G-A-G) 
d(G-G-A-A-G) 
d(G-G-A-G-A) 
d(G-A-G-G-A) 
d(A-G-A-G-G) 
d(A-G-G-A-G) 
Verunreinigung 
d(G-A-G-G-G) 
d(G-G-G-A-G) 
Verunreinigung 
d(A-A-A-A) 

6.1 
6.2 
6.3 
6.4 
6.5 
6.6 
- 

6.7 
- 

6.8 

6.9 

5.d 
6.10 
6.11 
6.8 
5.a 
- 

6.12 

6.13 
6.14 
5.e 
6.15 
6.16 
6.17 
6.18 
6.19 
6.20 
6.21 
6.22 

6.23 

6.24 
6.25 
6.26 

6.27 
6.28 
- 

6.1 
- 

(Fortsetzung S. 400) 
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TABELLE VI (fortgesetzf) 

H. SCHOTT, H. SCHRADE 

Aufgetragene Purin- Getrennte Purinoligonucleotide Isolierte Purinoligonucleotide 
nucleotibnixhung, Eluiert nach Retentionszeit 
<20 Azei,- 
Einheitm von min Peak Fig. 4 

Peak Fig. 3 

4a2/bl i/j 

4b2 j 

4b3 j 

4b4 

4cl 

4c2 

4dl 

4d2 

4d3 

j 

k 

k 

35 
38 

41 
23 
34 
20 
24 

32 
42 
61 

69 
14 
19 

4 
1 
2 

23 3 
21 1 
24 2 
32 3 
35 4 
40 5 
47 6 
29 1 
31 2 
31 3 
.40 4 
48 5 
26 1 
29 2 
35 3 
42 4 
18 1 
21 2 

Verunreinigung 
Verunreinigung 
d&?-A-A-A) 
d(A-A-G-A) 
d(A-A-A-G) I 
d(A-G-A-A) 
d(A-G-A-G) 
d(A-G-G-A) 
d(G-A-G-A) 
d(G-G-A-A) 
Verunreinigung 
Verunreinigung 
d(A-G-A-G-A-A) 
d(G-A-A-A-A-A) 
d(A-G-A-A-A-A) 
d(A-A-A-A-A-G) 
d(G-G-A-G) 
d(G-G-G-A) 
d(G-G-A-G) I 
d(A-G-G-G) 
d(G-A-G-A-G-A) 
d(GsA,) 
d(Gs,As) 
d(A-G-A-G-G-A) 
d((A-G-G-A-G-A) 
d(A-A-A-A-G-G) 
d(G-G-A-A-G-A) 
d(Ga,A,) 
Verunreinigung 
d(A-A-A-G-G-G) 
d(G&Aa) 
Venmreinigung 
d(Gd,Az) 
dGwW 
Verunreinigung 
d(G-G-A-G-A-G) 
d(G.+,A,) 

6.4 

6.29 

6.3 
6.7 
6.8 
6.6 
6.10 

6.30 

6.31 

6.32 
5.a 

5.c 

6.12 
6.33 

6.34 
6.35 
6.36 
6.37 

6.38 

6.39 

von T4 Polynucleotidkinase und [32P]ATP am 5’-Ende radioaktiv markiert. Die mar- 
kierten i)ligonucleotide werden dann mit Hilfe der Phosphodiesterase aus Schlang- 
engift vom 3’-Ende partialhydrolysiert. Das erhaltene Partialhydrolysat wird an- 
schliessend zweidimensional chromatographiert, wobei in der 1. Dimension eine 
Elektrophorese auf Celluloseacetat, in der 2. Dimension eine Homochromatdgraphie 
auf DEAE-Cellulose Diinnschichtplatten durchgefiihrt wird. Zur Homochromato- 
graphie wird Homomix VI verwendet, der nach dem Verfahren von Jay et all4 dar- 
gestellt wird. Das Ergebnis der zweidimensionalen Chromatographie, der “Finger- 
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print”, wird durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Aus der Anzahl und Lage 
der im Autoradiogramm auftretenden Flecken llsst sich die Reinheit und Sequenz 
des untersuchten Oligonucleotids ersehen. Die Struktur der 5’-terminalen Mono- 
mereinheit eines Oligonucleotids llsst sich aus dem “Fingerprint” nicht ermitteln. 
Hierzu wird das markierte 5’-Mononucleotid isoliert und zusammen mit einer Mi- 
schung der vier verschiedenen unmarkierten Mononucleotide papierelektrophore- 
tisch aufgetrennt. Zunachst stellt man die Position der unmarkierten Nucleotide unter 
der W-Lampe fest, anschliessend wird die Radioaktivitat lokalisiert. Als 5’-termi- 
naler Baustein des untersuchten Oligonucleotids wird dasjenige Monomer identifi- 
ziert, dessen W-Position mit der Position der Radioaktivitlit iibereinstimmt. 

Autoradiogramme, die von synthetischen Oligonucleotiden erhalten werden, 
sind in der Regel eindeutig interpretierbar, da man die Sequenz kennt, nach der 
gesucht werden muss. Weitaus komplizierter ist dagegen die Interpretation der Au- 
toradiogramme, die von Oligonucleotiden resultieren, die aus Hydrolysaten chemisch 
abgebauter DNA isoliert werden. Nach dem letzten Trennschritt erhalt man niimlich 
nicht nur Einzelsubstanzen, deren Sequenz unbekannt ist, sondern such mehr oder 
weniger komplex zusammengesetzte Gem&he, die nicht weiter aufgetrennt werden 
kiinnen sowie Oligonucleotide, die teilweise zerstiirte Monomereinheiten im Mole- 
kiilverband aufweisen. In Fig. 5 sind daher als Beispiele einige typische Autoradio- 
gramme abgebildet, die bei der Untersuchung der isolierten Peakfraktionen auftreten 
und die Situation verdeutlichen sollen. Charakteristisch ftir ein definiertes Oligonuc- 
leotid ist, dass der “Fingerprint” keine Verzweigung zeigt. Die Anzahl der radioak- 
tiven Hydrolyseprodukte entspricht der Kettenllnge und es gibt jeweils nur ein einzi- 
ges Partialhydrolyseprodukt jeder mijglichen KettenlPnge. Beispielsweise liefert die 
Partialhydrolyse eines markierten Tetranucleotids neben dem markierten Ausgangs- 

TABELLE VII 

PURINOLIGONUCLEOTIDE, DIE AUS DEM PARTIALHYDROLYSAT DER CHEMISCH DE- 
PYRIMIDINIERTEN HERINGSSPERMEN-DNA PRi&ARATIV ISOLIERT WERDEN 

Oligomere 
(Anzahl gefunden. 
erwartet) 

Sequenz der isolierten Purinoligonucleotide 

Dimere’ 

(494) 
Trimere 

(0) 
Tetramere 

(l&16) 

Pentamere 

(143) 

Hexamere 

(9764) 

d(A-A), d(G-G), d(A-G), d(G-A). 

d(G-G-G), d(A-A-A)*, d(A-G-A)*, d(A-A-G)*, 
d(G-A-A)*, d(G-A-G)*. 
d(A-A-A-A), d(A-A-G-A), d(A-G-A-A), d(G-A-A-A), 
d(G-A-G-A), d(A-G-A-G), d(A-G-G-A), d(G-G-A-A) 
d(A-A-G-G), d(G-G-A-G), d(A-G-G-G), d(A-A-A-G). 
d(A-A-A-A-A), d(A-A-G-A-A), d(A-G-A-A-A), 
d(G-A-G-A-A), d(A-A-G-A-G), d(A-G-A-A-G), 
d(A-G-A-G-A), d(A-G-G-A-A), d(G-A-G-A-G), 
d(G-A-G-G-A), d(A-G-A-G-G), d(A-G-G-A-G), 
d(G-A-G-G-G), d(G-G-G-A-G). 
d(A-G-A-G-A-A), d(A-A-A-A-A-G), d(G-A-G-A-G-A), 
d(A-G-A-G-G-A), d(A-G-G-A-G-A), d(A-A-A-A-G-G), 
d(G-G-A-A-G-A), d(A-A-A-G-G-G), d(G-G-A-G-A-G). 

* Die Isolierung erfolgt nach einem friiher beschriebenen Trennungsgang12. 
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produkt jeweils ein markiertes Tri-, Di- und Mononucleotid. Beim Partialabbau der 
sequenzisomeren Tetranucleotide [32P]d(G-G-A-G) bzw. [32P]d(G-G-G-A) erhiilt 
man somit eine Mischung von [32P]d(G-G-A-G), [32P]d(G-G-A), [“P]d(G-G) 
und [32P]dG bzw. [32P]d(G-G-G-A), [32P]d(G-G-G), [32P]d(G-G), und 
[32P]dG. Die zweidimensionale Auftrennung der jeweils vier Produkte fiihrt zu den 
in Fig. Sa,b abgebildeten Autoradiogrammen. Wie erwartet stimmen die beiden 
“Fingerprints” weitgehend miteinander tiberein. Der einzige Unterschied tritt bei den 
Trinucleotiden auf, da die elektrophoretische Wanderungsstrecke von [32PJpd(G- 
G-G) grosser als die von [32P]d(G-G-A) ist. Wird eine Mischung der beiden Tetra- 
nucleotide mit Hilfe der, Fingerprinttechnik untersucht, dann erhllt man eine Au- 
toradiogramm, das eine Verzweigung aufweist (Fig. 5c). Gene& liegt bei “Finger- 
prints” mit einer Verzweigung eine Mischung von zwei Oligonucleotiden vor, deren 
Sequenzen eindeutig bestimmt werden kiinnen. Dagegen llsst sich ein “Fingerprint” 
mit mehr als einer Verzweigung nicht exakt interpretieren. Das in Fig. 5d abgebildete 
Autoradiogramm mit drei Verzweigungen kann beispielsweise von einer M&hung 
von zwei -d(G-G-A-A)/d(A-G-A-G)- bis ftinf -d(G-G-A-A)/d(A-G-A-G)/d(G- 
A-G-A)/d(A-G-G-A)/d(G-A-A-G)- Komponenten herrtihren. Aus diesem Grund 
wird bei Oligonucleotidmischungen, die zu mehrfach verzweigten “Fingerprints” fiih- 
ren, nur die Bruttozusammensetzung der Ausgangsprodukte angegeben, die hier 
bspw. d(A,,G,) lautet. Fig. 5e,f zeigen Autoradiogramme von DNA-Fragmenten, 
die am 3’-Ende vermutlich eine unvollstiindig abgebaute Mononucleotideinheit tra- 
gen. Die Kettenliinge solcher Oligonucleotide kann mit Hilfe von Referenzsubstanzen 

37 dlG-G-A-A-G-AI 
- 

l 

l 

39 d(G-G-A-G-&G) 

0 

30 d&A-A-G-G-G) 

Fig. 6. 
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ermittelt werden. Me&ens verhindert der defekte 3’-terminale Baustein die enzy- 
matische Partialhydrolyse, so dass nach der zweidimensionalen Auftrennung des 
Reaktionsansatzes nur ein ausgedehnter Fleck im Autoradiogramm auftritt (Fig. 5f). 
In Fig. 5e ist der “Fingerprint” eines Oligonucleotids abgebildet, dessen blockierende 
3’-terminale Gruppe “R” enzymatisch teilweise abgespalten wird. Da neben dem 
Startfleck eine Reihe partialhydrolysierter Oligomerer auftritt, lasst sich die auf den 
defekten Baustein folgende Sequenz vom 3’- zum 5’-Ende hin bestimmen. 

Die Untersuchung von 73 Peaks, die nach der HPLC isoliert werden, zeigt, 
dass aus dem Partialhydrolysat einer depyrimidinierten DNA auf dem beschriebenen 
Weg 35 definierte Purinoligonucleotide mit vier bis sechs Monomereinheiten in pra- 
parativen Mengen erhiiltlich sind, wobei verschiedene Oligonucleotide gleicher Se- 
quenz in unterschiedlichen Peaks auftreten (vgl. Tabelle VI und VII). Ausser diesen 
Einzelsubstanzen werden noch 14 Gem&he von Sequenzisomeren bestimmbarer 
Zusammensetzung sowie 2 Oligonucleotide mit zerstlirten terminalen 3’ Monomer- 
einheiten isoliert. Die mit Hilfe der Fingerprintmethode untersuchten Lyophilisate 
der isolierten Peakfraktionen sowie die identitizierten Einzelsubstanzen und Ge- 
mische sind in Tabelle VI aufgeftihrt. “Fingerprints” aus denen Reinheit und Sequenz 
der isolierten Purinoligonucleotide eindeutig hervorgehen, sind in Fig. 6 abgebildet. 
Dagegen wird auf die Abbildung von Autoradiogrammen verzichtet, die komplex 
zusammengesetzte Gemische oder Oligonucleotide mit teilweise zerstijrten Mono- 
mereinheiten zeigen. 

Nach dem friiher beschriebenen Weg l 2 kijnnen zuslitzlich zu den hier isolierten 
Oligonucleotiden weitere 9 definierte di- und trimere Purinoligonucleotide aus dem 
Partialhydrolysat isoliert werden, so dass in wenigen Trennschritten insgesamt 45 
definierte Purinoligonucleotide erhaltlich sind. 

DISKUSSION 

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die priiparative Isolierung von Tetra- 
bis Hexapurinoligonucleotiden aus dem Partialhydrolysat einer chemisch depyrimi- 
dinierten DNA beschrieben. Dies wird dadurch miiglich, dass die Fraktionierung des 
Partialhydrolysats nicht, wie in analytischen Trennungen, in einem Schritt, sondern 
schrittweise nach einem Trennungsgang durchgefiihrt wird. Dieser Trennungsgang 
ist allgemein anwendbar und nicht auf die Aufarbeitung eines Partialhydrolysats ei- 
ner bestimmten DNA beschrlinkt. Anstelle der DNA aus Heringsspermen, die in 
dieser Arbeit verwendet wird, kiinnte sicherlich such DNA eingesetzt werden, die 
bspw. bei biotechnischen Prozessen in grossen Mengen als bislang kaum verwertbares 
Nebenprodukt anf%llt. 

Die Reihenfolge der einzelnen chromatographischen Schritte, aus denen der 
Trennungsgang aufgebaut ist, ermiiglicht die Fraktionierung des sehr komplex zu- 
sammengesetzten Partialhydrolysats in folgenden Etappen. Die ersten drei Schritte 
dienen der groben Vortrennung des Gemisches in Komponenten gleicher Ladung 
bzw. Kettenlange. Nach dem IV. Schritt ist das Partialhydrolysat bereits soweit frak- 
tioniert, dass in den 5 Peaks der Fig. 1 folgende Gemische von Purinoligonucleotiden 
nacheinander die SSiule verlassen. Peak 1 enthalt Trinucleotide, in Peak 2 werden 
Tetranucleotide eluiert, denen in Peak 3 eine Mischung aus Pentanucleotiden und 
Trinucleotidphosphaten folgt, wahrend in Peak 4 Hexanucleotide gemeinsam mit 
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Tetranucleotidphosphaten die Saule verlassen. Peak 5, der in dieser Arbeit nicht un- 
tersucht wird, enthalt eine M&hung von Heptanucleotiden und Pentanucleotid- 
phosphaten. Der V. Schritt, der bei pH 9.4 durchgefiihrt wird, fraktioniert die vor- 
getrennten Gem&he so, dass ~Purinoligonucleotidgemische deren Komponenten 
iiberwiegend Adenyldureeinheiten aufweisen von denen getrennt werden, die Oli- 
gonucleotide mit iiberwiegend GuanylsZiureeinheiten enthalten. Hierbei beobachtet 
man, dass Purinoligonucleotidgemische umso spater von der SIule eluiert werden, je 
hoher die Anzahl der Guanyldurereste der Komponenten einer Mischung ist (vgl. 
Peak 3a-d der Fig. 2~). Peak 3a, der bspw. eine M&hung aus pd(A,)p, pd(Az,G)p, 
pd(A& pd(A4,G) enthiilt, verlasst vor Peak 3b die SPule, der ein Gemisch aus pd(A, 
G2)p und pd(AJ,G,) aufweist. In Peak 3c wird dann die Mischung der Sequenziso- 
meren pd(A$,G3) eluiert, der in Peak 3d das Gemisch pd(A,G4) folgt, dessen Kom- 
ponenten den hiichsten Anteil an Guanyls&.ueeinheiten aufweisen. Nach der enzy- 
matischen Dephosphorylierung werden die Gemische im VI. Schritt dann soweit auf- 
getrennt, dass die einzelnen Peaks, die anschliessend isoliert werden, entweder nur 
ein Gemisch von Sequenzisomeren oder einen bestimmten Anteil aus einem Sequenz- 
isomerengemisch enthalten. Im letzten Schritt des Trennungsganges, der mit Hilfe 
der HPLC an reversed Phase durchgefiihrt wird, werden diese Gemische teilweise 
oder vollstandig in ihre jeweiligen Komponenten getrennt, so dass zahlreiche Tetra- 
bis Hexapurinnucleotide definierter Sequenz erhiiltlich sind. Der Trennungsgang 
liesse sich sicherlich wesentlich verkiirzen, wenn man das Partialhydrolysat vor der 
chromatographischen Aufarbeitung dephosphorylieren wiirde. Diese Miiglichkeit ist 
derzeit nicht praktikabel, da die erforderlichen Enzymmengen nicht bezahlbar sind. 

Die Neben- und wenigen Hauptpeaks, die in den Elutionsprofilen der HPLC 
nicht untersucht werden, enthalten vermutlich die sequenzisomeren Purinoligonu- 
cleotide, die in den isolierten Hauptpeaks nicht gefunden werden. Die Vermutung ist 
berechtigt, da bei der Untersuchung von Partialhydrolysaten depurinierter DNA aus 
Heringsspermen, von einer Ausnahme abgesehen, alle theoretisch denkbaren 
sequenzisomeren Pyrimidinoligonucleotide mit 2-5 Monomereinheiten nachgewiesen 
bzw. isoliert werdenls. Aufgrund der Komplementaritlt der beiden Einzelstringe 
einer DNA sollten demnach im Partialhydrolysat einer depyrimidinierten Herings- 
spermen-DNA die den Pyrimidinoligonucleotiden entsprechenden Purinoligonu- 
cleotide auftreten. Es ist allerdings nicht auszuschliessen, dass die Depyrimidinierung 
einer DNA such zur teilweisen Zerstiirung von Purinsegmenten fiihren kann. Aus- 
serdem ist unklar, welche technische Vorbehandlung die verwendete Heringssper- 
men-DNA erfahren hat. Da diese Purinoligonucleotide entweder in geringer Kon- 
zentration (Nebenpeak) auftreten oder vermutlich nur als Gem&he (Hauptprodukt 
mit Schulter; Doppelpeak) isolierbar sind, erscheint eine Aufarbeitung und aufwendi- 
ge Untersuchung dieser Peaks im Rahmen einer praparativ ausgerichteten Isolierung 
nicht sinnvoll. Aus dem gleichen Grund wird such nicht versucht, isolierte Oligo- 
nucleotidgemische durch Rechromatographie mit Hilfe der HPLC weiter aufzutren- 
nen. 

Vergleicht man den Trennungsgang, nach dem Pyrimidinoligonucleotide aus 
dem Partialhydrolysat einer depurinierten DNA isoliert werden, mit dem hier be- 
schriebenen Trennungsgang zur Isolierung von Purinoligonucleotiden, so fallt fol- 
gender wesentliche Unterschied auf. Die verschiedenen Mischungen sequenzisomerer 
Pyrimidinoligonucleotide werden in den aufeinanderfolgenden Stufen zwar vonein- 
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ander getrennt aber weder teilweise noch ganz in ihre einzelnen Komponenten ge- 
trennt. Die Auftrennung der Sequenzisomeren erfolgt erst im letzten Trennschritt mit 
Hilfe der HPLC. Dagegen werden bei der Fraktionierung der Purinoligonucleotide 
bereits im Verlauf des Trennungsganges verschiedene Sequenzisomerengemische teil- 
weise oder ganz in ihre einzelnen Komponenten getrennt. Dabei lasst sich nicht ohne 
weiteres feststellen, an welcher Stufe des Trennungsganges Sequenzisomere einer 
Mischung in Zwischenfraktionen und Nebenpeaks verloren werden. 

Die prlparative Isolierung von Oligonucleotiden aus Partialhydrolysaten einer 
DNA stellt eine einfach zu praktizierende Alternative zur komplizierten chemischen 
Synthese dar. Mit verhaltnismassig geringem Aufwand kijnnen die Oligonucleotide 
in den Mengen isoliert werden, die normalerweise such bei der chemischen Synthese 
angestrebt werden. 

Die “Reversed-Phase” HPLC, die erstmals zur Trennung von Mischungen se- 
quenzisomerer Purinoligonucleotide eingesetzt wird, flirt zu einigen bemerkenswer- 
ten Ergebnissen. Da die Rechromatographie mittels der HPLC unter konstanten 
Elutionsbedingungen erfolgt, kiinnen die Ergebnisse aller Trennungen zueinander in 
Beziehung gesetzt werden. Vergleicht man die Retentionszeiten von Oligonucleotiden 
gleicher Kettenllinge, dann zeigt sich, dass unter den gegebenen Elutionsbedingungen 
Purinnucleotide einer bestimmten Bruttozusammensetzung innerhalb charakteristi- 
scher Retentionszeitbereiche eluiert werden. Mit zunehmendem Anteil an Guanyl- 
slurebausteinen verschieben sich die Bereiche zu insgesamt ktirzeren Retentionszei- 
ten, wobei geringfiigige uberschneidungen auftreten kiinnen. Wahrend zum Beispiel 
fur d(A), eine Retentionszeit von cu. 70 min gefunden wird, werden im Bereich zwi- 
schen 35 und 41 min Purinoligonucleotide der Bruttozusammensetzung d(A,,G) 
eluiert. Zwischen 20 und 34 min verlassen Produkte der Zusammensetzung d(A,,G,) 
die SBule, Purinnucleotide der Zusammensetzung d(A,G3) weisen Retentionszeiten 
zwischen 14 and 23 min auf. Im Gegensatz zur Bruttozusammensetzung hat die Ket- 
tenlange der Oligonucleotide einen geringen Einfluss auf die Retentionszeit. Enthal- 
ten die Purinoligonucleotide einen zusiitzlichen Adenylsaurebaustein, so erfolgt eine 
Verschiebung der Retentionszeiten zu hijheren Werten, dagegen bewirkt ein zudtz- 
lither Guanylsaurebaustein kiirzere Retentionszeiten. Wahrend beispielsweise die 
Purintetranucleotide d(A,,G2) zwischen 20 und 34 min eluiert werden, verlassen Pen- 
tanucleotide der Zusammensetzung d(A,,G,) zwischen 28 und 48 min und der Zu- 
sammensetzung d(Az,G3) zwischen 17 und 30 min die SPule. Entsprechend verhalten 
sich such Einzelsubstanzen. Wahrend ein zusltzlicher Adenyldurebaustein in 3’- 
Stellung die Retentionszeit bezogen auf das urspriingliche Oligonucleotid erhoht, 
fiihrt ein zusatzlicher Guanylslurebaustein in 3’Stellung zu ktirzeren Retentionszei- 
ten. Fiir d(A-A-G-A) wird z.B. eine Retentionszeit von 38 min gefunden, d(A-A- 
G-A-A) bzw. d(A-A-G-A-G) weisen dagegen Retentionszeiten von 50 min bzw. 31 
min auf. Nach den vorliegenden Ergebnissen haben die S-terminalen Monomer- 
bausteine keinen entsprechenden Einfluss. Eine umfassende Systematik, die gestattet, 
die Elutionsreihenfolge verschiedener Komponenten vorherzusagen, liisst sich bisher 
nicht erkennen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Heringsspermen DNA wird chemisch zu einem komplex zusammengesetzten 
Gemisch von Purinnucleotiden abgebaut. Die Oligonucleotide werden slulenchro- 
matographisch von dem Partialhydrolysat getrennt. Die erhaltene Mischung von 
trimeren bis hexameren Purinoligonucleotiden wird anschliessend nach einem Tren- 
nungsgang an QAE-Sephadex in verschiedene Gemische von sequenzisomeren Pu- 
rinoligonucleotiden fraktioniert. In einer abschliessenden Trennung, die mit Hilfe der 
“Reversed-Phase” (Nucleosil C1 s) Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) 
erfolgt, werden diese Gemische unter isokratischen Bedingungen in 35 reine, defi- 
nierte Purinoligonucleotide mit vier bis sechs Monomereinheiten, in 14 definierte 
Gemische sequenzisomerer Purinoligonucleotide und in verschiedene, nicht identifi- 
zierte Produkte getrennt. Reinheit und Sequenz der isolierten Oligonucleotide werden 
mit der “Fingerprint” Methode bestimmt. Die Ergebnisse der HPLC sowie die “Fin- 
gerprints” der isolierten Oligonucleotide werden diskutiert. 
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