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SUMMARY 

Isolation of oligonucleotides from partial hydrolysates of DNA using template chro- 
ma tography 

Purine oligonucleotides are adsorbed at 0°C on poly(viny1 alcohol)-p(dC), 
DEAE-cellulose, and pyrimidine oligonucleotides on oligo(guanylic acid) gel accord- 
ing to the base-pairing mechanism, if their sequences contain at least three or more 
homologous, consecutive guanylic or cytidylic moieties. By increasing the tempe- 
rature all base-paired oligonucleotides are desorbed. With this template chromato- 
graphy mixtures of defined purine- or pyrimidine oligonucleotides could be isolated 
from fractionated partial hydrolyzates of herring sperm DNA. Afterwards these mix- 
tures are rechromatographed on QAE-Sephadex and/or Nucleosil C18. Using this 
approach oligonucleotides up to nine monomer units can be isolated either as single 
substances or as mixtures with defined composition on a preparative scale, which 
would be not possible with the already existing separation procedures when partial 
hydrolyzates of herring sperm DNA as starting material are used. Purity and se- 
quence of the isolated oligonucleotides are determined by the “fingerprint” method. 

EINLEITUNG 

Aus Partialhydrolysaten chemisch abgebauter DNA kijnnen prgparative Men- 
gen von Purin-1-3 und Pyrimidinoligonucleotiden - 4 I3 chromatographisch isoliert wer- 
den. Aus den Partialhydrolysaten der Heringsspermen-DNA beispielsweise, deren 
praparative Auftrennung bislang am besten untersucht ist, werden Oligonucleotide 
mit bis zu 10 Monomereinheiten gewonnen 14-**. Die isolierten Oligonucleotide ver- 
treten aber nur etwa die Hilfte der Purin- und Pyrimidinnucleotidsequenzen, die 
theoretisch in solchen Partialhydrolysaten zu erwarten sind. Die nicht gefundenen 
Oligonucleotide treten entweder in den Partialhydrolysaten der Heringsspermen- 
DNA nicht auf oder sind darin nur in so geringen Mengen enthalten, dass sie mit 
den bisher verwendeten Trennmethoden nicht erfasst werden. 

Ein selektives Verfahren, mit dem miiglicherweise weitere Oligonucleotide aus 
DNA-Parti$hydrotysaten zuggnglich sind, ist die Template-Chromatographiez3, ei- 
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ne spezielle Art der Affinit&chromatographie, die auf dem Basenpaarungsmecha- 
nismus nach Watson und Crick basiert ist. Die Methode wird zwar seit langem zur 
Isolierung von Polynucleotiden und vorallem von messenger RNA verwendet aber 
bisher nur zur pdparativen Isoliering von homologen 01igonucleotiden24-z6 au; Par- 
tialhydrolysaten der Heringsspermen-DNA genutzt. Im folgenden wird daher unter- 
sucht, inwieweit sich die Template-Chromatographie such zur prlparativen Isolie- 
rung von Oligonucleotiden gemischter Sequenzen verwenden llsst und ob mit ihrer 
Hi& &her nicht zugangliche Oligonucleotide aus Partialhydrolysaten der Herings- 
spermen-DNA erhalten werden k&men. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Material 
QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden); Nucleosil Cl*, 7.0 pm 

(Macherey, Nagel & Co., Diiren, B.R.D.); Ultrafiltrationsmembranen (Amicon, Lex- 
ington, MA, U.S.A.); Alkalische Phosphatase aus KIlberdarm (E.C. 3.1.3.1.) (Boeh- 
ringer, Mannheim, B.R.D.); Polyvinylalkohol (PVALbp(dC),-DEAE-CelluloseZ7 
sowie das 01igoguanylsZurege128 wurden in unserem Labor synthetisiert. Die 2 Pu- 
rinoligonucleotidgemischezg und die Mischung der Pyrimidinoligonucleotide30 wer- 
den nach beschriebenen Methoden aus Partialhydrolysaten der Heringsspermen- 
DNA isoliert. Chemikalien werden “chemisch rein” verwendet. 

Methoden 
(A) Template-Chromatographie von Purinoiigonucleosidphosphaten an 

PVAL-p(dC).-DEAE-Cellulose (vgl. Fig. la, b). Die Purinoligonucleotidgemische29 
aus Peak 3 und 5 werden vor der Template-Chromatographie enzymatisch dephos- 
phoryliert. Hierzu werden die Lyophilisate von Peak 3 und 5 entsprechend den An- 
gaben der Tabelle I in Wasser und 1 M Tris-HCl (pH 8.1) aufgenommen, mit al- 
kalischer Phosphatase versetzt und 12 h bei 37°C inkubiert. Anschliessend werden 
die Reaktionsansltze, jeweils mit 0.5 M NaCl, 0.01 M Na2HP04 (pH 7) auf 2 ml 
verdiinnt, auf die 30°C warme PVAL-p(dC),-DEAE-Cellulose Sgule (40 x 2 cm 
I.D.) aufgetragen. Die SBule ist in allen Lgufen mit 0.5 M NaCl, 0.01 M Na2HP04 
(pH 7) Iquilibriert und wird mit diesem Puffer im zweistufigen Temperaturgradienten 
eluiert. Die Elutionsgeschwindigkeit betrggt 50-100 ml/h. 

Nachdem die Probel6sung aufgetragen ist, wird die SBule auf 0°C abgekiihlt 
und bei dieser Temperatur in der 1. Stufe mit Puffer (cu. 1 1) so lange eluiert, bis die 
Absorption des Eluats nach einem steilen Anstieg (Peak I) unter 0.04 ALeo-Einheiten 
fgllt. Die Elution wird unterbrochen, die Sgule auf 30°C erwlrmt, bei dieser Tem- 
peratur 1 h belassen und dann in der 2. Stufe wieder mit Puffer (ca. 300 ml) so lange 
eluiert, bis nach einem 2. Anstieg (Peak II) die Absorption auf 0.04 AZ,,-Einheiten 
fzillt, Fraktionen zu 20 ml werden gesammelt und deren Absorption bei 260 nm 
hstimmt. Die Messwerte werden gegen das Elutionsvolumen graphisch aufgetragen 
und ergeben die Elutionsprofile der Fig. 1. Das Elutionsprofil, das bei der Fraktio- 
niefung der M&hung aus Peak 3 erhalten wird, ist in Fig. la abgebildet. Fig. lb 
zeigt stellvertretend fiir die beiden LBufe nur das Elutionsprofil, das bei der Templa- 
te-Chromatographie von 150 mg der Mischung aus Peak 5 erhalten wird. Die. Frak- 
tionen von Peak 11 werden vereinigt, an einer UM 05 Membran durch Ultrafiltration 
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entsalzt und lyophilisiert. Bei der Entsalzung gehen bis zu 30% der Produkte aus 
Peak II verloren. Die Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengefasst. WBhrend die 
isolierten Purinoligonucleosidphosphate der Mischung aus Peak 3 direkt mit Hilfe 
der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) [siehe (O)] fraktioniert wer- 
den, wird das Lyophilisat der isolierten Oligonucleosidphosphate aus der Mischung 
von Peak 5 zunachst an QAE-Sephadex nachgetrennt. 

(B) Template-Chromatographie von Pyrimidinoiigonucleotiden am Oiigo- 
guanyfsliuregel (vgl. Fig. Ic). Das Gemisch der Pyrimidinoligonucleotide30 aus der 
0.4 M Fraktion wird ohne Vorbehandlung an einer Oligoguanyls~uregel SBule (20 
x 2 cm I.D.) in 3 unterschiedlichen Portionen chromatographiert. Pro Lauf werden 
130,260 und 390 mg des Gemisches, jeweils in 2-3 ml 0.50 MNaCl, 0.01 M Na2HP04 
(pH 7) gel&t, auf die 30°C warrne Stiule aufgetragen. Die Template-Chromatogra- 
phie wird in Analogie zu den Angaben unter (A) durchgefiihrt. Fraktionen zu 10 ml 
werden gesammelt. Stellvertretend fi,ir alle 3 LIufe ist das Elutionsprofil der Tren- 
nung von 130 mg in Fig. lc abgebildet. Die Fraktionen von Peak II werden aus allen 
Ltiufen vereinigt und an einer UM 2 Membran durch Ultrafiltration entsalzt. Die 
Trennergebnisse sind in Tabelle II zusammengefasst. 

TABELLE II 

ERGEBNISSE DER TEMPLATE-CHROMATOGRAPHIE VON PURINOLIGONUCLEOSID- 
PHOSPHATEN AN PVAL p(dC),DEAE-CELLULOSE UND VON PYRIMIDINOLIGONUCLEO- 
TIDEN AM OLIGOGUANYLSAUREGEL 

Aufgetragene Misclaung Eluierte Produkte in Elutionsprojl 
Fig. I 

Bezeichnung mg A2bo-Einh. Peak I, 0°C Peak II, 30°C 

Az60-Einh. % AZhO-Einh. % 

Purinnucleosid- 60 1260 1210 96.0 50 4.0 a 
phosphate 
aus Peak 3 
Purinnucleosid- 150 2310 2251 97.4 63 2.7 b 
phosphate 
aus Peak 5 300 5050 4954 98.1 92 1.8 - 
Pyrimidin- 130 1800 1660 92.2 125 6.9 c 
nucleotide der 260 3700 3450 93.2 245 6.6 - 
0.4 M Fraktion 390 5500 5270 95.8 250 4.5 - 

(C) Nachtrennung der Put-in- und Pyrimidino~igonucleosidphosphatmischung, 
die bei der Template-Chromatographie in Peak II eluiert werden. (1) Rechromato- 
graphie der Purinoligonucleosidphosphate aus Peak 5 an QAE-Sephadex (vgl. Fig. 
2a). 110 Azho-Einheiten des Lyophilisats der in Peak II der Fig. lb eluierten Oligo- 
nucleosidphosphate (aus Peak 5) werden, in 2 ml 7 M Harnstoff gel&t, auf eine 
QAE-Sephadex A-25 Slule aufgetragen. Die Sgulenfiillung betrggt 40 X 2 cm I.D. 
und ist mit 0.15 M NaCl, 0.05 M Tris-HCl (pH 7.51, 7 M Harnstoff Bquilibriert. Die 
Siule wird mit 2 1 dieses Puffers eluiert, wobei der Durchfluss 200 ml/h betrlgt. 
Fraktionen zu 20 ml werden gesammelt. Der Elutionsvorgang wird automatisch bei 
254 nm verfolgt. Die Absorptionseinheiten der bei 260 nm nachgemessenen Peak- 
fraktionen werden graph&h gegen das Elutionsvolumen aufgetragen und fi.ihren zu 
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Fig. 2. Elulionsprofite der an einer QAE-Sephadex A-25 SIule (40 x 2 cm I.D.) bei Raumtemperatur 
nachgetrennten Oligonucleosidphosphate aus Peak II der Fig. I, Peakfraktionen w&en innerha]b der 
senkrechten Strichelung vereinigt und aufgearbeitet. (a) Rechromatographie von 110 Al,O-Einheiten der 
in Peak II dcr Fig. lb etuierten Purinoligonucleosidphosphate. Die Slule wird mit 0.15 M NaCI, 0.05 M 
Tris HCI (pH 7.5), 7 M Harnstoff eluiert. (b) Rechromatographie van 360 ~~~~-Einheiten der, bei der 
Template-Chromatographie in Peak II der Fig. lc eluierten und anschliessend enzymatisch dephosphov- 
lierten Pyrimidinoligonucleotide. Die S%ule wird mit einem linear steigenden NaCI-Gradienten eluiert, der 
mit 0.05 A4 Tris--HCI auf pH 7.5 gepuffert ist. 

dem Elutionsprofil der Fig. 2a. Die Fraktionen von Peak 1Ia-c werden innerhalb der 
senkrechten Strichelung vereinigt, an einer UM 05 Membran entsalzt und lyophili- 
siert. Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengefasst. 

(2) Rechromatographie der Pyrimidinoligonucleosidphosphate an QAE-Seph- 
a&x (vgl. Fig. 2b). Die Pyrimidinoligonucleotide, die bei der Template-Chroma- 
tographie (B) in Peak II die Sgule verlassen, werden vor der Rechromatographie an 
QAE-Sephadex A-25 enzymatisch dephosphoryliert. Hierzu werden ea. 20 mg des 
Lyophilisats von Peak II der Fig. lc entsprechend den Angaben der Tabelle I be- 
handelt und anschliessend auf eine QAE-Sephadex A-25 SBule (40 X 2 cm I.D.) 
aufgetragen. Die Sgule ist mit 0.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCl (pH 7.5) squilibriert 
und wird mit folgendem linear steigenden NaCl-Gradienten bei Raumtemperatur 
eluiert: 2 1 0.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI (pH 7.5) im MischgefW 2 10.5 M NaC1, 
0.05 M Tris-HC1 (pH 7.5) im Vorratsgef%ss. Der Durchfluss betrggt 200 ml/h. Das 
Elutionsprofil ist in Fig. 2b wiedergegeben. Fraktionen von Peak 1Ia-d werden in- 
nerhalb der se&r&ten Strichelung vereinigt, an einer UM 2 Membran en&&t und 
lyophilisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengefasst. 

(0) Nachtrennung der Purinoligonucieosidplaosphargemische an reverser Phase 
[Nucleo,yiE Cls) mit Hijfe der HPLC (vgl. Fig. 3). Die Purinoligonucleosidmischung 
aus Peak 3, die bei der Template-Chromatographie in Peak II der Fig. la anfgllt 
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TABELLE III 

ERGEBNISSE DER RECHROMATOGRAPHIE DER PURIN- UND PYRIMIDINGLIGGNU- 
CLEQSIDPHGSPHAT-MISCHUNGEN, DIE BE1 DER TEMPLATE-CHROMATOGRAPHIE ISQ- 
LIERT (PEAK II) WERDEN, AN EINER QAE-SEPHADEX-S&JLE (40 x 2 cm I.D.) 

Aufgetragene Mischung Isolierte Oligonucleosidphosphate 

Bezeichnung Menge Eluiert bei NaCl-Konz. Menge 
(Azao-Einh.) 

M In Peak Fig. Az60-Einh. % 

Purinoligonucleosid- 110 0.15* IIa 2a 15 13.6 
phosphate aus Peak II, 0.15* IIb 2a 23 20.9 
Fig. lb 0.15* IIC 2a 51 46.4 

Zwischenfraktionen 2a 21 19.1 
Pyrimidinoligo- 360 0.33 IIa 2b 39 10.8 
nucleotide aus Peak II**, 0.38 IIb 2b 91 25.3 
Fig. lc 0.41 IIC 2b 81 22.5 

0.43 IId 2b 92 25.6 
Zwischenfraktionen 2b 57 15.8 

l in 7 M Harnstoff. 
l * die Oligonucleotide werden vor der Nachtrennung enzymatisch dephosphoryliert. 

(siehe A) sowie die Gemische aus Peak IIac der Fig. 2a (siehe Cl) werden mit Hilfe 
der HPLC an einer Nucleosil Cra, 7.0 pm Sgule (250 x 4.6 mm I.D.) bei Raumtem- 
peratur nachgetrennt. Von allen Gem&hen werden Stammliisungen angesetzt, die 
ca. 200 A16,,-Einheiten/ml aufweisen. Pro Lauf werden jeweils 25 ~1 dieser Stamm- 
losungen chromatographiert. Die SBule wird mit einer Mischung aus 77% A und 
23% B [A = 0.1 M Ammoniumacetat, pH 7.5; B = Methanol-Wasser (60:40)] mit 
1 ml/min eluiert. Hierzu werden folgende GerPte der Firma Waters verwendet: Pum- 
pen 6OOOA, Programmer M660, Injektor U6K. Die Elution wird bei 254 nm regis- 
triert (UV-Detektor: DuPont Instruments Model1 836), wobei der Papiervorschub 2 
mm/min betragt. Fraktionen werden 15 cm hinter dem UV-Detektor gesammelt, in 
einer Vacuumzentrifuge bei 40°C konzentriert, in 100 yl Wasser aufgenommen und 
lyophilisiert. 

ERGEBNISSE 

An zwei Purinoligonucleosidphosphatgemischen2g und einer Mischung von 
Pyrimidinoligonucleotiden3* wird gepriift, inwieweit sich die Template-Chromato- 
graphie zur selektiven Isolierung von Oligonucleotiden verwenden lasst. Die Ge- 
mische werden nach beschriebenen Trennungsgangen2g*30 aus Partialhydrolysaten 
einer chemisch abgebauten Heringsspermen-DNA gewonnen und erfiillen folgende, 
fur die Template-Chromatographie notwendige Voraussetzung. Alle Komponenten 
der Mischungen weisen 3 und mehr Monomereinheiten auf und kiinnen somit prin- 
zipiell mit Oligonucleotiden der station&en Phase hybridisieren. Die Hybridisierung, 
die eine Adsorption zur Folge hat, kommt allerdings erst dann zustande, wenn min- 
destens 3 benachbarte Monomereinheiten eines Oligonucleotids der Mischung zu den 
immobilisierten Oligonucleotiden im Sinne von Watson und Crick komplementar 
sind und bestimmte Hybridisierungsbedingungen eingehalten werden. 
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Die beiden Purinoligonucleotidgemische entstammen den Fraktionen von 
Peak 3 und 5, die nach dem in Schema I aufgefiihrten Trennungsgang in 4 Schritten 
aus dem Partialhydrolysat der chemisch depyrimidinierten Heringsspermen-DNA 
reproduzierbar erhalten werden. 

(Heringsspermen) 

Depyrimidinierung 

DNA-Partialhydrolysat 

I. Vortrennung in 2 Stufen an DEAE-Cellulose 

1. 
niedermolekulare +- - - - - . 0.1 M NaCl’ 
Purinnucleotide 

2. 
- l.OMNaCl 

7 
hijhermolekulare Purinnucleotide 

II. Fraktionierung in 3 Stufen an QAE-Sephadex 

1. Stufe 0.3 M NaCl* 

htihermolekulare t - - - - 2. Stufe 0.4 M NaCl* 
Purinnucleotide 4 - - - - 

3. Stufe 2.0 M NaCl 

III; Nachtrennung an QAE-Sephadex, NaCl-Gradient 

hiihermolekulare 4 - - - - 0.20&0.24 M NaCl* 
Purinnucleotide 

- 0.24-0.30 M NaCl* 

*---- 0.50M NaCI* 

v 
Hauptfraktion 

I 
IV. Nachtrennung an QAE-Sephadex unter Zusatz van 

I M Harnstoff 

NaCl*-Gradient 

Peak 1. Peak 2, 61 Peak 4, F] 

Schema 1. Trennungsgang Zp zur Isolierung van Purinoligonucleotidgemischen (Peak 3, 5) aus dem Par- 
tialhydrolysat der depyrimidinierten DNA aus Heringsspermen. l Mit 0.05 M Tris-HCI auf pH 7.5 ge- 

puiIert. 



350 H. SCHOTT, H. SCHRADE, H. WATZLAWICK 

Aus dem Purinoligonucleosidphosphatgemisch von Peak 3, das neben Tri- vor- 
allem Pentanucleotide enthalt, kiinnen auf dem beschriebenen Weg2g von den theo- 
retisch zu erwartenden 32 verschiedenen Pentanucleosidtetraphosphaten 16 chro- 
matographisch rein in prlparativen Mengen isoliert werden (vgl. Tabelle IV). Weitere 
Pentanucleosidtetraphosphate sind vermutlich in Nebenpeaks enthalten, die bei der 
Fraktionierung der Mischung zwar auftreten, aber bisher nicht untersucht werden, 
da sie fur eine praparative Isolierung zu wenig Material enthalten. 

TABELLE IV 

OLIGONUCLEOSIDPHOSPHATE, DIE OHNE UND MIT HILFE DER TEMPLATE-CHROMA- 
TOGRAPHIE AUS FRAKTIONIERTEN PARTIALHYDROLYSATEN DER HERINGSSPER- 
MEN-DNA ISOLIERT WERDEN 

Fraktionen de.7 DNA- Oligonucleosidphosphate und Gemische van se- 

Partialhydrolysats quenzisomeren Oligonucleosidphosphaten, die 
Bezeichnung isoliert werden 

Ohne Templute- 

Chromatographie 

Mit Template- 

Chromatographie 

Purinoligo- 
nucleosidphosphate 
aus Peak 3 

d(A), d(A-G-G-G) 
d(Az,G) d(G-G-G-A-A) 
d(A,G,) d(A-G-G-G-A) 

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

Purinoligo- 
nucleosidphosphate 
aus Peak 5 

Eine lsolierung 
wurde bisher 
nicht versucht 

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

Pyrimidinoligo- 
nucleosidphosphate 
der 0.4 M Fraktion 

d(CzrT5) 
d(CzrT6) 
d(Cz,T,) 
d(C,,TJ 
d(C3,Ts) 
d(Cs.Te) 
d(Cs,T7) 
d(C4,Td 
d(Cs>Ts) 

d(C,,T) 
d(C,,Tz) 
d(CS,T,) 
d(Cs,TJ 
d(C)6 
d(‘&T) 
d(Cs,Tz) 
d(‘&Ts) 
d(C), 
d(C7,T) 
d(C)s 
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Das Purinoligonucleotidgemisch aus Peak 5 ist noch nicht nlher untersucht 
und enthllt vermutlich Pknta- bis Heptanucleotide. 

Die Mischung der Pyrimidinoligonucleotide30 entspricht der 0.4 M Fraktion, 
die nach dem in Schema 2 aufgefiihrten Trennungsgang aus dem Partialhydrolysat 
der depurinierten Heringsspermen-DNA in 2 Schritten reproduzierbar erhalten wird. 
Aus der 0.4 M Fraktion sind nach einem beschriebenen Trennungsgang30 9 definierte 
Gemische sequenzisomerer Pyrimidinoligonucleotide mit 7 bis 10 Monomereinheiten 
erhiltlich, die in Tabelle IV aufgefiihrt sind. 

DNA (Heringsspermen) 

1. saure Depurinierung 

t, 

2. alkalische Hydrolyse 

DNA-Partialhydrolysat 

I. Vortrennung in 2 Stufen an DEAE-Cellulose 

niedermolekulare 4 - - - - - 
Pyrimidin- 
nucleotide 

1. 0.1 M NaCl’ 

2. 2.0 M NaCl 

hijhermolekulare Pyrimidinnucleotide 

I 
II. Fraktionierung in 4 Stufen an QAE-Sephadex 

hBhermolekulare 4 - - - - 1. Stufe: O.lPMNaCl* 
Pyrimidin- *---_ 
nucleotide 

2. Stufe: 0.30 M NaCl’ 

3. Stufe: 0.40 M NaCl* 

*---- 4. Stufe: 2.00 M NaCl 

Schema 2. Trennungsgang”’ zur lsolierung einer M&hung hiihermolekularer Pyrimidinoligonucleotide 
(0.4 M Fraktion) aus dem Partialhydrolysat der depurinierten DNA aus Heringsspermen.* Mit 0.05 M 
Tris -HCl auf pH 7.5 gepuffert. 

Im folgenden wird untersucht, welche Oligonucleotide mit Hilfe der Templa- 
te-Chromatographie aus den 9 Gemischen selektioniert werden. Zur Chromatogra- 
phie der Purinoligonucleotidgemische wird als stationlre Phase PVAL-p(dC),- 
DEAE-Cellulosez7 verwendet. Bei diesem Trennmaterial handelt es sich urn klufliche 
DEAE-Cellulose, die mit kovalent an Polyvinylalkohol gebundenen, synthetischen 
Oligomeren der Desoxyribocytidylstiure [p(dC).] iiber Nebenvalenzkrgfte “beschich- 
tet” ist. Durch ionische Kr&fte und Wasserstoffbriicken bleiben die polymergebun- 
denen Oligonucleotide unter den Bedingungen der Template-Chromatographie ir- 
reversibel adsorbiert. Als Trlgermaterial ffir die Template-Chromatographie der Py- 



352 H. SCHOTT, H. SCHRADE, H. WATZLAW~CK 

rimidinoligonucleotidmischung dient ein Oligoguanylsauregel28. Die Darstellung des 
Gels erfolgt SO, dass geschiitzte Oligomere der Desoxyriboguanylsaure mit mehr als 
4 Monomereinheiten iiber ihre 5’-Phosphatgruppen mit freien Hydroxylgruppen ei_ 
nes vernetzten Polyvinylalkoholgels verestert werden. Nach Abspaltung der Schutz_ 
gruPPen wird ein Gligoguanylduregel erhalten, das zur Template-Chromatographie 
eingesetzt wird. 

Es ist zu erwarten, dass van den 16 Purinpentanucleosidtetraphosphaten, die 
in Peak 3 bisher gefunden werden, nur d(G-A-G-G-G) und d(G-G-G-A-G) an im_ 
mobilisierten Oligocytidylsluren der PVAL-p(dC),-DEAE-Cellulose Basenpaare 
ausbilden und daher aus der Mischung isoliert werden konnen. Alle i.&rigen 14 oli- 
gonucleosidphosphate (vgl. Tabelle IV) weisen keine 3 benachbarten Guanylatein- 
heiten auf und kiinnen somit keine stabilen Basenpaare ausbilden. Zur Template- 
Chromatographie der Purinoligonucleotidmischung aus Peak 5 llsst sich keine Vor- 
hersage machen, da die Sequenzen der Mischungskomponenten nicht bekannt sind. 
VOn den 9 Gemischen sequenzisomerer Pyrimidinoligonucleotide, die bisher in der 
0.4 M Fraktion gefunden werden, lassen die 6 Gemische d(C,,T,); d(C,,T,); 
d(Cs,T& d(C,,T,); d(C4,Ta) und d(CS,T,) Komponenten vermuten, die stabile Ba- 
senpaare mit immobilisierten Oligoguanylsauren des Oligoguanlysauregels ausbilden. 
Die Purinoligonucleotidgemische werden vor der Template-Chromatographie mit 
alkalischer Phosphatase behandelt, urn terminale Phosphatgruppen zu entfernen, die 
der Basenpaarung der kurzen Purinpentanucleotide entgegenwirken. Bei der Pyri- 
midinoligonucleotidmischung ist eine enzymatische Dephosphorylierung nicht erfor- 
derlich, da die Mischung Komponenten mit 7 bis 10 Monomereinheiten enthglt, 
deren Basenpaarung von terminalen Phosphatgruppen nur wenig beeinflusst wird. 

Die Template-Chromatographie erfolgt in einem zweistufigen Temperaturgra- 
dienten. Die Gemische werden im Elutionspuffer (0.5 M NaCl, 0.01 M Na2HP04 
pH 7) auf die 30°C warme Saule aufgetragen, die anschliessend auf 0°C gekiihlt wer- 
den. In der 1. Stufe werden bei 0°C alle Komponenten einer aufgetragenen Mischung 
eluiert, die mit der station&en Phase keine Wechselwirkungen eingehen (Peak I der 
Fig. l), wHhrend komplementlre Komponenten der Mischung mit den immobilisier- 
ten Oligonucleotiden der stationlren Phase Basenpaare ausbilden und dadurch ad- 
sorbjert werden. Im 2. Schritt, bei dem die %ulen bei 30°C eluiert werden, wird die 
Basenpaarung aufgehoben und die komplementlren Oligonucleotide verlassen in 
Peak II der Fig. 1 gemeinsam die Stiulen. Die Beladbarkeit der Saulen wird SO er- 
mitt& dass die aufgetragenen Mengen der Gemische von Lauf zu Lauf gesteigert 
werden. Die Elution wird photometrisch bei 260 nm verfolgt und fiihrt zu den Elu- 
tionsprohlen der Fig. 1. Die Ergebnisse der Template-Chromatographie, die in Ta- 
belle II zusammengefasst sind, zeigen, dass von den aufgetragenen A,,*-Einheiten 
93-98~~ die Saulen bei OC in Peak I verlassen und somit keine Wechselwirkung mit 
den stationgren Phasen eingehen. Der prozentuale Anteil der adsorbierten Gligo- 
nucleotide sinkt, wenn die aufgetragenen Mengen einen oberen Grenzwert erreichen. 
Aus diesem Wert ergibt sich die maximale Beladbarkeit der verwendeten Saulen. 
Demzufolge bindet die pVAL-p(dC),-DEAE-Cellulose Saule (40 X 2 cm I.D.) bis 
zu ca.lOO AZbO-Einheiten einer Purinoligonucleosidphosphatmischung, wghrend am 
GligoguanyIduregel(20 x 2 cm I.D.) ca. 250 A ,,O-Einheiten adsorbiert bleiben. Alle 
in Peak I eluierten Produkte werden nicht untersucht, wtihrend die von Peak II zu- 
&hst durch Ultrafiltration entsalzt und dann weiter aufgetrennt werden. Da in Peak 
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II alle adsorbierten Produkte gemeinsam die Slule verlassen, werden nach der Tem- 
plate-Chromatographie Gemische erhalten, die an QAE-Sephadex und/oder mit 
Hilfe der HPLC an reverser Phase nachgetrennt werden. 

Die Purinoligonucleosidphosphate der Mischung aus Peak 3, die bei der Tem- 
plate-Chromatographie die Saule in Peak II der Fig. la verlassen, werden an einer 
Nucleosil Cr&aule mit Hilfe der HPLC (vgl. Fig. 3a) nachgetrennt. Die Eluate von 
Peak l-7 werden lyophilisiert und nach den in der Nucleinsliurechemie ublichen Stan- 
dardmethoden31-34 wie folgt charakterisiert. Zunachst wird die Kettenlange der im 
L.yophi!isat enthaltenen Oligonucleosidphosphate err&t&. Hierzu we&n Aliquote 
der Lyophilisate mit [32P]ATP und der Polynucleotidkinase inkubiert, wobei die 5’- 
Enden der Oligonucleosidphosphate mit 32P markiert werden. Die markierten Pro- 
dukte werden zusammen mit einem Kettenlangenmarker auf DEAE-Cellulose-Folien 
homochromatographiert. AUS der Strecke, die die Oligonucleotide im Vcrgleich zum 
Kettenlangenmarker auf der DEAE-Cellulose-Folie wandern, ergibt sich ihre Ket- 
tenlange. Hierbei zeigt sich, dass Peak l-4 Oligonucleotide mit wcniger als 4 Mo- 
nomereinheiten enthalten, wihrend in Peak 5-7 Tetra- und Pentamerc gefunden wer- 
den, deren Sequenz anschliessend mit der “Fingerprint”-Methode errnittelt wird. 

Die Sequenzierung nach der “Fingerprint”-Methode wird in folgenden Schrit- 
ten durchgefiihrt, die an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben sind3 1-34. Zunachst 
werden die markierten Oligonucleotide mit Phosphodiesterase aus Schlangengift vom 
3’- zum S-Ende partialhydrolysiert. Das Partialhydrolysat wird anschliessend zwei- 
dimensional chromatographiert. In der 1. Dimension erfolgt die Auftrennung des 
Partialhydrolysats auf Celluloseacetatstreifen bei pH 3.5 durch Elektrophorese, in 
der 2. Dimension auf DEAE-Cellulose-Folien durch Homochromatographi’e. Das 
Ergebnis der zweidimensionalen Chromatographie wird durch Autoradiographie 
sichtbar gemacht und ergibt den sogenannten “Fingerprint” aus dem die Sequenz 
des urspriinglichen Oligonucleotids hervorgeht. 

Die “Fingerprints” der Oligonucleotide aus Peak 557 der Fig. 3a sind in Fig. 
4a-c abgebildet. Die daraus abgelesenen Sequenzen sind in Tabelle V aufgefiihrt. 
Peak 5 enthalt das Tetranucleosidtriphosphat d(A-G-G-G), wahrend in Peak 6 und 
7 die Pentanucleosidtetraphosphate d(G-G-G-A-A) und d(A-G-G-G-A) gefunden 
werden. Alle 3, mit Hilfe der Template-Chromatographie isolierten Purinoligonuc- 
leosidphosphate weisen 3 benachbarte Guanylatreste in ihrer Sequenz auf, iiber die 
ihre Adsorption an der PVAL-p(dC),-DEAE-Cellulose erfolgt. Mit den herkomm- 
lichen Methoden werden diese Oligonucleosidphosphate nicht aus der untersuchten 
Fraktion (Peak 3) des Partialhydrolysates der Heringsspermen-DNA isoliert. Das 
Tetramere d(A-G-G-G) wird zwar im Partialhydrolysat der Heringsspermen-DNA 
gefunden, ist aber nicht im Gemisch von Peak 3 enthalten. Vermutlich ist d(A-G- 
G-G) bei der Aufarbeitung (Ultrafiltration) aus d(G-A-G-G-G), das im Gemisch van 
Peak 3 auftritt (vgl. Tabelle IV) durch teilweisen Abbau entstanden. Der Abbau der 
Oligonucleotide bei der Aufarbeitung der Peakfraktionen wird such dadurch belegt, 
dass einerseits bis zu 30% des Materials verloren gehen und andererseits Oligomere 
mit 3 und weniger Monomereinheiten gefunden werden. Solche Oligonucleotide bil- 
den keine stabilen Basenpaare aus und sollten somit bei der Template-chromato- 
graphie nicht in Peak II gelangen konnen. Die isolierten Pentamere machen Weniger 
als 1% dcr untersuchten Mischung aus. Ihre Isolierung beweist die hohe Selektivitat 
der Methode. 
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Fig. 3. Elutionsprofile der Nachtrennung von ca. 5 A 260-Einheiten von Mischungen aus Purinoligonuc- 
leosidphosphaten mit Hilfe der HPLC an einer Nucleosil C is-Saule, 7.0 pm (250 x 4.6 mm I.D.). Die 
SLule wird mit einem Gemisch aus 77% A und 23% B bei Raumtemperatur eluiert. A = 0.1 M Am- 
moniumacetat pH 7.5; B = MethanolWasser (60:40). Die Elution wird mit 1 ml/min durchgeftihrt und 
bei 254 nm verfolgt. Fraktionen bezifferter Peaks werden aufgearbcitet und nliher untersucht. (a) Rechro- 
matographie der aus Peak II der Fig. la isolierten Mischung; (b) der Mischung aus Peak Ha; (c) der 
M&hung aus Peak IIb; (d) der Mischung aus Peak Hc der Fig. 2a. 

Die Purinoligonucleosidphosphate des Gemisches aus Peak 5, die die PVAL- 
p(dC),-DEAE-Cellulose Ssule in Peak II der Fig. lb verlassen, wet-den nach der 
Ultrafiltration nicht direkt mit Hilfe der HPLC nachgetrennt, sondern zunachst an 
QAE-Sephadex fraktioniert. Durch diesen zusatzlichen Trennschritt, bei dem die 
Mischung in Komponenten gleicher Kettenlange getrennt wird, sol1 die nachfolgende 
Crott;nn;Pnlno sin Nlwle~18 1 run6,.“*l../l.&‘.b -.. . .__ vereinfacht werden. Die Trennung an QAE-Se- 
phadex A-25 wird unter isokratischen Elutionsbedingungen mit 0.15 M NaCl, 0.05 
M Tris-HCl (pH 7.3, 7 M Harnstoff durchgefiihrt. Hierbei werden Peak Ha-c der 
Fig, 2a erhalten, die zusammen 81% der aufgetragenen Mischung enthalten (vgl. 
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Elektrophorese 

Fig. 4. Autoradiogramme der mit 32P radioaktiv markierten Purinoligonucleotide, die nach der HPLC 
(vgl. Fig. 3) isoliert, anschliessend enzymatisch partialhydrolysiert und zweidimensional chromatogra- 
phiert werden. In der 1. Dimension erfolgt die Trennung durch Elektrophorese auf Celluloseacetatstreifen 
bei pH 3.5; in der 2. Dimension durch Homochromatographie aut &%I?-Cellulose Fertigplatten. “Fin- 
gerprint” der Tetranucleotide (a) aus Peak 5 der Fig. 3a und Peak 7 der Fig. 3c; Pentanucleotide (b) aus 
Peak 6, (c) aus Peak 7 der Fig. 3a; der Tetranucleotide (d) aus Peak 3 der Fig. 3c und Peak 5 der Fig. 3d; 
(e) aus Peak 6 der Fig. 3c und Peak 9 der Fig. 3d; (f) aus Peak 8 der Fig. 3c. Die aus den “Fingerprints” 
ersichtlichen Oligonucleotidsequenzen sind in Tabelle V aufgeftihrt. 

Tabelle III). Peakfraktionen werden innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt, 
ultrafiltriert und anschliessend mit Hilfe der HPLC an reverser Phase (Nucleosil Cr a) 
unter isokratischen Elutionsbedingungen rechromatographiert. Die erhaltenen Elu- 
tionsprofile (vgl. Fig. 3bd) zeigen, dass die komplex zusammengesetzten Gemische 
aus Peak Ha-c an Nucleosil Cl8 in mehr oder weniger gut voneinander getrennte 
Peaks fraktioniert werden. ijberraschend hierbei ist, dass bei der Rechromatographie 
unterschiedlicher Gem&he einige Peaks die gleichen Retentionszeiten aufweisen (vgl. 
Tabelle V). Beispielsweise werden bei der Nachtrennung von Peak IIb jeweils 2 Peaks 
erhalten (Peak 3, 6 der Fig. 3c), die in ihren Retentionszeiten (17, 24 min) mit Peak 
5, 9 der Fig. 3d iibereinstimmen, die bei der Nachtrennung von Peak TIC auftreten. 
Fraktionen bezifferter Peaks werden lyophilisiert. Die darin enthaltenen Oligonuc- 
leotide w&en nach dem oben beschtiebenen Weg identifiziert. Hierzu werden zu- 
nachst Aliquote der Lyophilisate mit 32P radioaktiv markiert. Hierbei zeigt sich, dass 
die Lyophilisate van Peak 1-3, die bei der Nachtrennung von Peak IIa der Fig. 2a 
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TABELLE V 

ERGEBNISSE DER IDENTIFIZIERUNG VON OLIGONUCLEOTIDEN, DIE DURCH TEMPLA- 
TE-CHROMATOGRAPHIE ISOLIERT UND ANSCHLIESSEND AN QAE-SEPHADEX ODER 
NUCLEOSIL Cl8 ODER AN BEIDEN SAULEN NACHGETRENNT WERDEN 

Dephosphorylierte Ofigonucleotidgemische aus Peak II der Fig. 1 “Fingerprint” der isolierten Peakpro- 

dukte 

Bezeichnung Von QAE- 

Sephadex 

eluiert in 

Von Nucleosid Cl 8 

eluiert in 

Fig. Nucleotidsequenz 

Peak Fig. Peak Retention Fig. 
time (minj 

Purinoligonucleosid- 
phosphate aus 
Peak II, Fig. la 

Purinoligonucleosid- 
phosphate aus 
Peak II, Fig. lb 

Pyrimidinoligo- 
nucleosidphosphate 
aus Peak II, Fig. Ic 

- _ 5 28 
_ _ 6 33 
_ _ 7 49 

IIb 2a 3 17 
6 24 
7 28 
8 34 

IIc 2a 5 17 
9 24 

IIa 2b - - 
IIb 2b - - 
IIc 2b - - 

IId 2b - - 5d 

3a 4a d(A-G-G-G) 
3a 4b d(G-G-G-A-A) 
3a 4c d(A-G-G-G-A) 

3c 4d d(G-G-A-G) 
3c 4e d(G-G-G-A) 
3c 4a d(A-G-G-G) 
3c 4f d(A-A-G-G) 
3d 4d d(G-G-A-G) 
3d 4e d(G-G-G-A) 

d(C)& d(C,,T) 
d(C)T; d(C6,T); d(Cs,Tz) 
d(C),; d(C,,T): d(C,,T,); 
d(Cs,T3) 
d(C)s; d(C,,T); d(Cs,Tz); 
d(Cs>T& d(CI,T4) 

_ 5a 
5b 
5c 

im Elutionsprofil der Fig. 3b auftreten, nicht markiert werden und somit Verunrei- 
nigungen enthalten. Die Kettenlange der markierten Oligonucleotide wird durch 
Homochromatographie ermittelt. Von den 19 untersuchten Peaks weisen 13 Di- und 
Trinucleotide auf, wahrend in den restlichen 6 Peaks nur Tetranucleotide gefunden 
werden. Da die urspriingliche Mischung aus Peak 5 vor der Template-Chromato- 
graphie Pentamere bis Heptamere enthalt, miissen alle isolierten Oligonucleotide 
nach der Template-Chromatographie aus lingerkettigen Fragmenten entstanden 
sein, die vermutlich bei der Ultrafiltration teilweise abgebaut werden. 

Die Sequenz der isolierten Tetranucleotide wird mit der “Fingerprint”-Metho- 
de ermittelt. Die erhaltenen “Fingerprints” sind in Fig. 4d-f abgebildet, die hieraus 
ersichtlichen Sequenzen sind in Tabelle V aufgefiihrt. Hierbei zeigt sich, dass Peaks, 
die die gleichen Retentionszeiten aufweisen such die gleichen Tetranucleotide ent- 
halten. Beispielsweise enthalten Peak 3 der Fig. 3c und Peak 5 der Fig. 3d, die beide 
nach 17 min eluiert werden, jeweils d(G-G-A-G). Da das Tetranucleosidtriphosphat 
beider Peaks aus unterschiedlichen Mischungen stammt, die an QAE-Sephadex deut- 
lich voneinander getrennt werden, kann es erst nachtraglich entstanden sein. Fur 
diese Annahme spricht ausserdem, dass dieses Tetranucleosidtriphosphat an der 
PVAL-p(dC),DEAE-Cellulose nicht adsorbiert werden konnte, da ihm die hierzu 
erforderlichen 3 benachbarten Guanylatreste fehlen. Das Gleiche gilt such fur das 
Tetramere d(A-A-G-G), das in Peak 8 der Fig. 3c eluiert wird. 
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Die Pyrimidinnucleotide der “0.4 M Fraktion”, die in Peak II der Fig. lc das 
Oligoguanylsauregel verlassen, werden durch Ultrafiltration entsalzt, anschliessend 
enzymatisch dephosphoryliert und an einer QAE-Sephadex A-25 Saule im steigenden 
NaCl-Gradienten in Komponenten gleicher Kettenlange fraktioniert (vgl. Fig. Zb). 
Die Fraktionen von Peak IIad werden innerhalb der senkrechten Strichelung verei- 

Fig. 5. (Fortsetzung S. 358) 
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nigt, durch Ultrafiltration entsalzt und lyophilisiert. Aliquote der Lyophilisate wer- 
den radioaktiv markiert und anschliessend homochromatographiert. Aus der Wan_ 
derungsstrecke der Pyrimidinoligonucleotide folgt, dass Peak IIa Hexamere, IIb 
Heptamere, 11~ Oktamere und Peak IId Oktamere und Nonamere enthalten. Die 
zweidimensionale Auftrennung der partialhydrolysierten Pyrimidinoligonucleotide 
fiihrt zu den in Fig. 5 abgebildeten “Fingerprints”, die eher “Handprints” g&hen. 

Da in allen “Fingerprints” jeweils mehrere GPnge auftreten, enthalten Peak IIa_d 
keine Einzelsubstanzen, sondern komplex zusammengesetzte Gemische (vgl. Tabelle 
V). 

Jeweils der rechte Gang eines “Fingerprints” stammt von der Reihe homologer 
Cytidylsluren. Alle Ggnge links daneben resultieren von Mischungen sequenziso- 

merer Pyrimidinoligonucleotide. Im 1. Gang neben dem der homologen Cytidylsgu- 

ren wandern die Sequenzisomeren der Mischung pd(C,,T1); links davon die Sequenz- 
isomeren der Mischung pd(C,,Tz) usw. Mit zunehmendem Anteil an Thymidylatein- 
heiten verschiebt sich der Gang einer Pyrimidinoligonucleotidmischung weiter nach 
links. Die Anzahl der auftretenden Flecken im Gang der Homologen entspricht der 
Anzahl der Monomereinheiten der darin wandernden Oligonucleotide. Fehlen in ei- 
ner Mischung der Sequenzisomeren einige Komponenten dann resultiert ein unvoll- 
standiger Gang, wie dies in allen “Fingerprints” der Mischungen aus Peak IIad 
beobachtet wird (vgl. Fig. 5). Dieser Befund entspricht der Erwartung, da alle Se- 
quenzisomeren einer Mischung, denen 3 benachbarte Cytidylslureeinheiten fehlen, 
bei der Template-Chromatographie nicht isoliert werden und somit im “Fingerprint” 
fehlen. Aus technischen Griinden tritt hiiufig der obere Fleck des rechten Ganges im 
“Fingerprint” nicht auf. Dieser Schonheitsfehler ist fur die Interpretation der “Fin- 
gerprints” unerheblich, da die Kettenllnge der Komponenten einer Mischung zu- 
satzlich durch eindimensionale Homochromatographie ermittelt wird. 

Die Interpretation der “Fingerprints”, die von den Pyrimidinoligonucleotiden 
aus Peak IIad der Fig. 2b erhalten werden, fiihren zu folgenden Ergebnissen. Im 
“Fingerprint” von Peak IIa treten 2 Gange auf. Der rechte Gang, in dem der oberste 
Fleck pdC fehlt, entspricht dem Partialhydrolysat des Hexanucleotids pd(C)+ Der 
Gang daneben, in dem die partialhydrolysierten Sequenzisomeren der Mischung 
pd(CS,T) wandern, weist nur 3 der zu erwartenden 5 Flecken auf. Demnach fehlen 
in der Mischung pd(Cs,T) einige der moglichen Sequenzisomeren. Von den 6 denk- 
baren Sequenzisomeren sind dem “Fingerprint” zufolge allenfalls pd(C-C-C-C-C-T), 
gd(C-C-C-C-T-C) und pd(C-C-C-T-C-C) in Peak IIa enthalten. Der “Fingerprint” 
von Peak IIb zeigt 3 Ggnge. Der rechte Gang, in dem der obere Fleck pdC wieder 
fehlt, stammt von dem Partialhydrolysat des Heptanucleotids pd(C),. Die beiden 
mehr oder weniger unvollstandigen G&ge daneben, in denen die partialhydrolysier- 
ten Sequenzisomeren der Mischung pd(CG,T) und pd(CS,Tz) wandern, zeigen, dass 
fast alle Sequenzisomeren der Mischung pd(CG,T), aber nur wenige der Mischung 
pd(&,T,) in Peak IIb enthalten sind. Die “Fingerprints” von Peak IIc und IId zeigen 
4 und 5 Gang& wobei im rechten Gang von Peak IIc die oberen 3 pdC, p(dC)z und 
p(dC),; in dem von Peak IId nur der oberste Fleck fehlen. Die 4 GBnge sind dem 
partialhydrolysierten Oktanucleotid pd(C)s sowie den Sequenzisomeren aus den 
Mischungen pd(C,,T), pd(C,,T,) und pd(&,T,) zuzuordnen, van denen aber nicht 
alle denkbaren Sequenzisomeren in Peak IIc enthalten sind, da besonders die linken 
Ggnge unvollsdndig sind. In Peak IId sind aufgrund des “Fingerprints” ebenfalls 
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das partialhydrolysierte Oligonucleotid pd(C), (rechter Gang) sowie fast alle Se- 
quenzisomeren der Mischungen pd(C,,T) und pd(C6,T2) enthalten. In dem 4. und 5. 
Gang wandern einige partialhydrolysierte Sequenzisomere der Mischungen 
pd(Ce,TJ) und pd(C,,T,). Die gleichzeitige Anwesenheit von pd(C), sowie der Se- 
quenzisomeren pd(&,T) und pd(Ce,T,) in Peak IIc und IId beruht darauf, dass beide 
Peaks nur unvollstlndig getrennt sind (vgl. Fig. 2b). 

Die Interpretation der “Fingerprints” steht im Einklang mit der Auslegung 
analoger “Fingerprints”35, die bei der Sequenzierung von Pyrimidinoligonucleotid- 
gemischen erhalten werden, die zu analytischen Zwecken aus dem Partialhydrolysat 
der DNA des Lambda Bakteriophagen isoliert werden. Die richtige Auslegung der 
“Fingerprints” zeigt sich such darin, dass der steigende, prozentuale Anteil an Thy- 
midylsguren, der in Peak 1Ia-d aufgrund der darin enthaltenen Pyrimidinoligo- 
nucleotidgemische zu erwarten ist, auf zwei unabhangigen Wegen gefunden wird. 
Sowohl die sich lndernden Absorptionsverhaltnisse als such die Ergebnisse der enzy- 
matischen Totalhydrolyse belegen, dass der Gehalt an Thymidylsauren von Peak IIa 
nach IId zunimmt. Die Absorptionsverh&ltnisse von 250/260 nm und 280/260 nm 
betragen bei pH 7 fur die Mischung aus Peak IIa 0.82 und 0.92, wahrend das Gemisch 
von Peak IId Werte von 0.74 und 0.79 aufweist. Im Vergleich hierzu betragen die 
Werte fiir Homologe der Cytidylsaure 0.82 und 0.98, fiir Homologe der Thymidyl- 
satire 0.65 und 0.73. Beim Totalabbau mit Phosphodiesterase aus Schlangengift, der 
auf einem friiher beschriebenen Weg 36 durchgefiihrt wird, werden bei allen Gemi- 
schen pdC, pdT, dC und dT gefunden. Auch hierbei ist der prozentuale Anteil von 
pdT und dT in Peak IId am hochsten. 

Die cyridyiarreichen- Byrimidinwiigonucieo~i~g‘~~~~~~ mWGidCii cX~tiii& ziii: 

Hilfe der Template-Chromatographie aus dem Partialhydrolysat der Heringssper- 
men-DNA isoliert und mit den bisher verwendeten chromatographischen Methoden 
nicht gefunden. Es ist nicht auszuschliessen, dass such die isolierten Pyrimidinoli- 
gonucleotide aus langerkettigen Fragmenten hervorgehen, die nach der Template- 
Chromatographie bei der Aufarbeitung der Peakfraktionen teilweise abgebaut wer- 
den, wie dies bei den Purinoligonucleotiden beobachtet wird. Fur diese Annahme 
spricht, dass im urspriinglichen Gemisch Pyrimidinoligonucleotide mit 7 bis 10 Mo- 
nomereinheiten enthalten sind, wahrend nach zwei Trennschritten nur noch Kom- 
ponenten mit 6 bis 9 Monomereinheiten gefunden werden. 

Bemerkenswert ist, dass Komponenten der Gemische d(C3,Tb) und d(C4,Ta) 
mit Hilfe der Template-Chromatographie nicht aus dem Partialhydrolysat der He- 
ringsspermen-DNA isoliert werden, obwohl solche Gemische mit dem bisher ver- 
wendeten Trennungsgang aus diesem Partialhydrolysat in prlparativen Mengen er- 
halten werden. Vermutlich sind in den beiden Mischungen keine Komponenten, die 
in ihren Bequenzen 3 benachbarte Cytidylsaurereste aufweisen oder sie sind nur in 
so geringen Mengen vorhanden, dass sie selbst mit der selektiven Template-Chro- 
matographie nicht erfasst werden. Homologe der Cytidylsauren mit 9 und mehr 
Monomereinheiten werden in der 0.4 M Fraktion nicht gefunden. Dieses Ergebnis 
steht im Einklang mit dem Befund, dass aus dem Partialhydrolysat der depyrimidi- 
nierten Heringsspermen-DNA mit Hilfe der Template-Chromatographie an PVAL- 
p(dC),-DEAE-Cellulose such keine Homologen der Guanylsaure mit mehr als 8 
Monomereinheiten isoliert werde+. 

Eine weitere Auftrennung der isolierten Pyrimidinoligonucleotidmischung mit 
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Hilfe der HPLC an reverser Phase wird in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. 
Der Anteil der Gemische ist im Partialhydrolysat der Heringsspermen-DNA so ge- 
ring, dass die prtiparative Isolierung einzelner Komponenten aus diesen Gemischen 
nicht lohnend erscheint. Zur prgparativen Gewinnung von cytidylatreichen Pyrimi- 
dinoligonucleotiden ist es zweckmzssiger eine “G . C”-reiche DNA anstelle der 
“A a T”-reichen Heringsspermen-DNA als Ausgangsmaterial zu verwenden. 

DISKUSSION 

Die Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der Template-Chromatographie erstmals 
Purin- und Pyrimidinoligonucleotide gemischter Sequenzen aus teilweise aufgetrenn- 
ten Partialhydrolysaten einer chemisch abgebauten DNA in prgparativcn Mengen 
isoliert werden kSnnen. Voraussetzung hierzu ist, dass die gesuchten Oligonucleotide 
Sequenzen aufweisen, die mindestens 3 benachbarte, homologe Monomereinheiten 
enthalten, die zu den immobilisierten Oligonucleotiden der stationlren Phase kom- 
plementtir sind. Solche Oligonucleotide werden bei 0°C iiber den Basenpaarungs- 
mechanismus adsorbiert und bei Temperaturerhiihung desorbiert. ZweckmBssiger- 
weise wird zur Desorption die Temperatur so hoch gewlhlt, dass alle adsorbierten 
Oligonucleotide auf einmal eluiert werden. In den untersuchten Beispielen reicht zur 
vollstgndigen Desorption 3O”C, da die komplemendren Segmente der Oligonucleoti- 
de nur 8 und weniger Monomereinheiten aufweisen, die bei 30°C keine Basenpaare 
mehr ausbilden37*38. Das Gemisch der desorbierten Oligonucleotide kann anschlies- 
send entweder direkt an einer reversen Phase mit Hilfe der HPLC oder zungchst an 
QAE-Sephadex und danach an einer reversen Phase in definierte Gemische undjoder 
Einzelsubstanzen fraktioniert werden, Der zweite Weg ist zwar aufwendiger, fiihrt 
aber zur besseren Auftrennung der Gemische. Ein Nachteil der Template-Chroma- 
tographie liegt bislang darin, dass wahrend der sich anschliessenden Entsalzung der 
isolierten Produkte einige teilweise zu kiirzeren Fragmenten abgebaut werden. Hier- 
von besonders betroffen sind Purinoligonucleotide. Dieser Nachteil liesse sich ver- 
mutlich dadurch vermeiden, dass man die Entsalzung nicht mit der Ultrafiltration 
sondern mit der Gelchromatographie (Sephadex, Biogel) durchfiihrt. Diese Alter- 
native ist allerdings nur fiir kleine Salzmengen praktikabel. 

Die Template-Chromatographie ist in ihrer Selektivitgt den bisher in den Tren- 
nungsggngen verwendeten Verfahren deutlich iiberlegen. Verschiedene, definierte 
Gemische sequenzisomerer, cytidylatreicher Pyrimidinoligonucleotide sowie lange 
Purinoligonucleotide, die bislang in den Partialhydrolysaten der Heringsspermen- 
DNA nicht gefunden werden, sind mit Hilfe der Template-Chromatographie in pr6 
parativen Mengen zugtinglich, obwohl ihr Anteil nur 5% oder weitaus weniger der 
Ausgangsmischung ausmacht. Die “Fingerprints’_’ der isolierten Oligonucleotide 
beweisen eindeutig, dass die Produkte in ihrer Reinheit synthetischen Oligonucleo- 
tiden entsprechen oder diese gar iibertreffen. Dieses Ergebnis ist beachtlich, wenn 
man bedenkt, dass die Einzelsubstanzen aus Gem&hen isoliert werden, die einige 
hundert sehr ghnlicher Substanzen aufweisen. 

Die Template-Chromatographie bietet sich vorallem zur Isolierung von lzn- 
gerkettigen Oligonucleotiden an, die mit den herkiimmlichen Trennmethoden nicht 
oder nur mit grossem Aufwand gelingt. Die hohe Selektivitat der Methode ermtiglicht 
einerseits Oligonucleotide, die in ihren Sequenzen 3 benachbarte, homologe Mono- 
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mereinheiten aufweisen, in wenigen Schritten aus komplex zusammengesetzten Ge- 
m&hen zu isolieren.Andererseits l&t sich mit Hilfe der Template-Chromatographie 
eine Vielzahl von Oligonucleotiden aus einem komplexen Gemisch aussondern, wo- 
durch die Auftrennung der verbleibenden Mischung mit den herkljmmlichen Metho- 
den erheblich vereinfacht wird. Die Anzahl der definierten Oligonucleotide und Ge- 
mische von Sequenzisomeren, die aus Partialhydrolysaten einer DNA isoliert werden 
kiinnen, lasst sich mit Hilfe der Template-Chromatographie wesentlich erweitern, 
zumal ausser der hier verwendeten PVAL-p(dC),-DEAE-Cellulose und dem Oligo- 
guanylsauregel such PVAL-p(dT),-39 und PVAL-p(dA),-DEAE-Cellulose40 zur 
Verfiigung stehen. Die Template-Chromatographie stellt somit eine wertvolle Ergln- 
zung der bisherigen chromatographischen Methoden dar. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Purinoligonucleotide werden an Polyvinylalkohol-p(dC),-DEAE-Cellulose, 
Pyrimidinoligonucleotide am Oligoguanylduregel bei 0°C fiber den Basenpaarungs- 
mechanismus adsorbiert, wenn ihre Sequenzen 3 oder mehr benachbarte, homologe 
Guanylat- oder Cytidylateinheiten aufweisen. Durch Temperaturerhohung werden 
alle basengepaarten Oligonucleotide desorbiert. Mit Hilfe dieser Template-Chro- 
matographie werden definierte Purin- oder Pyrimidinoligonucleotidgemische aus 
fraktionierten Partialhydrolysaten der Heringsspermen DNA slulenchromatogra- 
phisch isoliert und anschliessend an QAE-Sephadex und/oder Nucleosil Cl8 nach- 
getrennt. Auf diesem Weg sind Oligonucleotide mit bis zu 9 Monomereinheiten ent- 
weder als Einzelsubstanzen oder als definierte Gemische von Sequenzisomeren in 
praparativen Mengen zuginglich, die mit den bisher verwendeten Trennungsggngen 
nicht aus dem Partialhydrolysat der Heringsspermen DNA isoliert werden kiinnen. 
Reinheit und Sequenz der isolierten Oligonucleotide werden mit der “Fingerprint”- 
Methode bestimmt. 
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