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A biospecific adsorbent for the separation of different nucleic acids was prepared by covalent
attachment of a chromophore analog of actinomycin C; (D) to Sepharose 4 B. The immobilized
chromophor-derivative was obtained by condensation of 2-nitro-3-hydroxy-4-methylbenzoic acid with
Nb-(6-aminohexyl)-Sepharose 4 B, reduction of the nitro group and oxidative coupling with

2-amino-3-hydroxy-4-methylbenzoyl-f3- (N.N-diethylamino) -ethylamide. Since the chromophore of
actinomycin has a high affinity to DNA, DNA/RNA-mixtures were separated by retardation of DNA

on this resin.

Einleitung

Die chromatographische Trennung von Nuclein-
sduregemischen kann durch lonenaustausch-, Ver-
teilungs- oder Molekularsiebchromatographie erfol-
gen.

Die Auftrennung der Gemische wird dadurch er-
schwert, daf} die geringen strukturellen Unterschiede
der Nucleinsduren zu weitgehend &dhnlichen physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften fithren. Erst mit
Nucleinsdurekomplexbildnern,  wie
Albumin oder Polylysin, die auf Kieselgur aufge-

methyliertem

zogen werden, wurden die Trennungen verbessert !.
Besonders gute Trennungen sollten mit spezifi-

chromophors (2a) zwischen die DNA-Basenpaare
postuliert (Intercalations-Modell) 7. Dieses Modell
steht im Einklang mit Struktur-/Aktivitdtsuntersu-
an 4.6-modifizierten Actinomycinen 8 ?
und mit der Rontgenstrukturanalyse eines 7-Brom-
actinomycin/Desoxyguanosinkokristallisates 10.

Der Bindungsanteil des Chromophors 2a am Ac-
tinomycin/DNA-Komplex wird hohe

DNA-Affinitit einfacher Chromophorderivate ange-
11

chungen

durch die
zeigt. Besonders Actinomin !, ein Analog des Acti-
nomycins, das statt der Pentapeptidlactonringe basi-
sche N.N-Diithylathylendiaminreste besitzt und so
den Bindungsanteil der Peptidlactonringe zur DNA
durch ionische Wechselwirkungen nachahmt, zeigt

schen Komplexbildnern moglich sein. Ein derart
spezifischer Komplexbildner ist Actinomycin C4
(1) 2,3,

Actinomycin C; bildet mit doppelstrangiger DNA
stabile Komplexe. Eine Komplexbildung mit ein-

eine dem Actinomycin vergleichbare Komplexstabi-
litat 7.

In der vorliegenden Arbeit wird diese hohe DNA-
Affinitat von Actinomin (2b) zur Chromatographie

stringiger DNA, doppel- oder einstringiger RNA- Sar-L-Meval  L-Meval-Sar
aber auch mit tRNA bleibt aus * . £ T/o o S
; s . ] > D-Val-L-Thr  L-Thr-D-

Die Stabilitit des Actinomycin/DNA-Komplexes ! (':Or L(':gr p-val Eo 20
hingt von der Basenzusammensetzung der DNA ab. @ Ny NH7 @:N NH
Wahrend doppelstringige GC-reiche DNA Actino- 0 0 CH3O z, 0
mycinkomplexe hoher Stabilitat bildet, zeigen CHy Ty - .
GC-freie  Polynucleotide keine Komplexbildungs- 1 2b: R=NH(CHyNCHy),
tendenz ©.

Hydrodynamische und kinetische Messungen des -
Actinomycin/DNA-Komplexes fiihrten zu einem 0C NH(CHgNH, COpH
Komplexmodell, das den Einschub des Actinomycin- B NO2
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von Nucleinsduren ausgenutzt. Ein Derivat von 2b
wird zu diesem Zweck an polymerem Trigermaterial
fixiert. An diesem trdgergebundenen Derivat wer-
den Nucleinsduregemische chromatographiert. Mit
einer Auftrennung der Gemische ist zu rechnen, weil
nur die Nucleinsduren gebunden werden, die schon
mit monomerem Actinomin (2b) zur Komplexbil-
dung beféhigt sind.

Tragermaterial und Art der Fixierung

Als Matrix fur 2b bot sich Sepharose 4B 1 13 an,
deren weitporige Struktur eine Chromatographie
von Nucleinsduren des Molekulargewichts von mehr
als 106 gestattet.

Die Fixierung von 2b an den polymeren Trager
erfolgte derart, dal ein Einschub des Chromophors
zwischen die DNA-Basenpaare gewihrleistet bleibt.
Als Gruppen, die zur Fixierung geeignet schienen,
boten sich die 1.9-Carboxylgruppen von 2a an, die
bei Actinomycin C; (1) mit sperrigen Pentapeptid-
lactonringen verkniipft sind und somit bei der Kom-
plexbildung von dem 2a-Derivat mit der DNA frei
zugénglich sein sollten. Um den Chromophor am
polymeren Trdger weitgehend beweglich zu halten,
wurde nur eine der Carboxylgruppen zur Fixierung
herangezogen. Die Zuginglichkeit der Nucleinsau-
ren wihrend der Chromatographie wurde aullerdem
dadurch erleichtert, dafl zwischen Chromophor und
polymerem Trdger eine Cg-Alkylkette (spacer) als
rdumliche Uberbriickung eingefiigt wurde.

Darstellung des Affinitatsharzes

Kondensiert man  2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-
benzoesdure (4a) '* mit der Aminogruppe von AH-
Sepharose 4B (3) in Gegenwart von N-Athyl-N'-
(3-dimethylaminopropyl) -carbodiimid, so entsteht
das gelbe Sepharose 4B-Derivat 5a, das ein stabiles
Ausgangsmaterial fiir tragergebundene Actino-
mycinchromophore darstellt. Bewahrt man 5a in
alkalischer Natriumdithionitlosung auf, so wird des-
sen Nitrogruppe zur Aminogruppe reduziert, wobei
das blaBgelbe Sepharose 4B-Derivat 5b entsteht. Als
oxydationsempfindliche o-Aminophenolvorstufe der
2-Amino-phenoxazon- (3) -Bildung muf} es nach Aus-
waschen der Reduktionslosung sofort umgesetzt wer-
den. Bietet man dem Sepharose 4B-Derivat 5b im
UberschuB das o-Aminophenolderivat 6b, das man
durch katalytische Hydrierung aus 6a erhalt, an,
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und oxydiert mit Kaliumhexacyanoferrat 111, so bil-
det sich neben dem niedermolekularen Kondensa-
tionsprodukt 2b ein Gemisch hochmolekularer Ver-
bindungen vom Typ 7 bzw. 8.

Das Gemisch an hochmolekularem Kondensations-
produkt entsteht dadurch, dal} entweder die Oxyda-
tion an der niedermolekularen Vorstufe 6b oder der
polymer gebundenen Vorstufe 5b einsetzt, was zur
Folge hat, dafl die 2-Aminophenoxazon-(3)-Bil-
dung zu zwei verschiedenen Endprodukten, nimlich
7 bzw.8, fihrt. Im Hinblick auf die Affinitit zu
Nucleinsduren kénnen sowohl von 7 als auch von 8
vergleichbare Bindungseigenschaften erwartet wer-
den.

Affinitdatschromatographie

Am Sepharose 4B-Derivat 7/8 wurden zum Nach-
weis seiner biospezifischen Trennwirkung folgende
Nucleinsduren bzw. deren Gemische chromatogra-
phiert: 1. doppelstrangige KT-DNA (MG ~3-10%,
41% GC), 2. doppelstringice ML-DNA (MG
~3-10% 72% GC) und tRNA (Gemisch aus Brau-
hefe, MG ~2,5-10%). Die Trennfihigkeit des Af-
finititsharzes 7/8 wurde mit AH-Sepharose 4B ver-
glichen, die als Liganden sowohl hydrophobe Alkyl-

reste als auch bei pH 7 positiv geladene Aminogrup-
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pen, aber nicht den Actinomycinchromophor 2a be-
sitzt.

Zur Affinitatschromatographie fiillt man 8,0 x
0,9 cm Siulen mit ca. 10 ml des Affinititsharzes 7/8
und belddt dieses mit KT-DNA bzw. ML-DNA oder
tRNA. Die Absorptionsmessung bei 260 nm im
Eluat zeigt an, dal unter diesen Bedingungen alle
drei Nucleinsduren an das Affinitdtsharz gebunden
werden (Abb. 1-—5). Erhohung der Natrium-
chloridkonzentration fiithrt zur Elution der Nuclein-
sauren. Zuerst wird die RNA (1M NaCl) eluiert
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Abbn.1—5. Elutionsprofile der am Sepharose 4B-Derivat

7/8 in BPES-Puffer chromatographierten Losungen von ML-

DNA (Abb.1), KT-DNA (Abb.2), tRNA (Abb.3) und

dem tRNA/ML DNA-Gemisch (Abb. 4); Elutionsprofil des

tRNA/ML-DNA-Gemisches an AH-Sepharose 4B in gleichem
Puffer (Abb.5).

(Abb. 3), die Elution der beiden DNA-Typen er-
folgt spater bei einer oKnzentration von 2 M NaCl.

Das Affinititsharz 7/8 trennt bei Salzelution zwar
nicht doppelstraingige DNA unterschiedlichen GC-
Gehaltes, jedoch erfolgt die Elution der RNA bei
weit niedriger Salzkonzentration als die der DNA
(Abb. 3). Damit ist eine Auftrennung von DNA und
RNA am Affinititsharz 7/8 moglich.

Chromatographiert man DNA/RNA-Gemische am
Sepharose 4B-Derivat 7/8, dann erfolgt eine quanti-
tative Trennung der Komponenten (Abb. 4). Eine
Auftrennung nach Molekulargewicht findet nicht
statt, denn dann miiBte die DNA (MG ~3-10%)
vor der RNA (MG ~2,5-10%) eluiert werden.

Die starke Wechselwirkung der DNA-Molekiile
mit dem Polymer 7/8 und die vergleichsweise
schwache Bindung zwischen diesem und der tRNA
hat seinen Grund im DNA-Einschubkomplex, der,
wie schon bei den monomeren Chromophorderiva-
ten, nur mit doppelstrangiger DNA, nicht hingegen
mit doppel- oder einstringiger RNA gebildet wird.

Dal} neben der spezifischen Bindung auch unspe-
zifische Wechselwirkungen zwischen den Phosphat-
resten der Nucleinsdure und der Aminogruppe des
Liganden erfolgen, zeigt die wenn auch schwache
Wechselwirkung der tRNA mit dem Affinitatsharz an.

Ein weiterer Nachweis der DNA-Spezifitit des
Affinititsharzes 7/8 kann dadurch erbracht werden,
dall man die chromatographischen Experimente statt
am Affinitatsharz, an AH-Sepharose 4B vornimmt
(Abb. 5). Letzteres besitzt als Liganden nur die
hydrophoben Cg-Alkylreste und basische Aminogrup-
pen, aber kein spezifisch wirkendes Actinomycin-
chromophor.

An dem unspezifischen Harz vom Typ 3 werden
dann auch DNA- und tRNA-Molekiile gleichzeitig
eluiert, und zwar bei einer Salzkonzentration, die
zur Elution der an das Sepharose 4B-Derivat 7/8
unspezifisch gebundenen tRNA notwendig ist. Das
Sepharose 4B-Derivat 7/8 stellt somit ein wirksames
DNA/RNA-Trennharz dar, das es gestattet, doppel-
stringige DNA von allen anderen Nucleinsiuren,
die in der Zelle gefunden werden, in einem Schritt
chromatographisch abzutrennen. Es erginzt damit
die MAK- und PLS/Kieselgurchromatographie auf
besondere Weise.

Eine Auftrennung der DNA-Molekiile nach unter-
schiedlichem GC-Gehalt sollte am Affinitdtsharz 7/8
bei spezifischer Elution gelingen, wozu jedoch noch
Elutionsverfahren ausgearbeitet werden miissen.
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Beschreibung der Versuche

AH-Sepharose 4B war das Handelspriparat der
Fa. Pharmacia, Fine Chemicals, Uppsala; N-Alhyl-
N’-(3-dimethylaminopropyl) -carbodiimid ~ stammte
von der Fa. Merck, Darmstadt; Kalbsthymus-DNA
und Micrococcus lysodeikticus-DNA der angegebe-
nen Molekulargewichte wurde durch Scherabbau ge-
wonnen und von Dr. W. Miiller, Stockheim, freund-
licherweise zur Verfligung gestellt. tRNA aus Brau-
hefe (15357) war das Handelspriparat der Fa.
Boehringer, Mannheim. Der BPES-Puffer enthielt
0,01 m EDTA (Natrium-Salz), 0,179 m NaCl,
0,006 m Na,HPO,; und 0,002 m NaH,PO, und

wurde auf pH 7,0 eingestellt.

2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl-Derivat  von
AH-Sepharose 4B (5a): 197 mg (1 mmol) 2-Nitro-
3-hydroxy-4-methyl-benzoesdaure (4a) '* in 10 ml
Dimethylformamid (DMF) werden erst mit 20 ml
Wasser, dann mit 10 ml gequollener AH-Sepharose
4B (aus 3 g gefriergetrockneter AH-Sepharose 4B
durch Quellen und Waschen mit 1 M Natriumchlorid
hergestellt) versetzt. In diese Suspension vom pH-
Wert 4,0 werden 0,5 g in wenig Wasser gelostes N-
Athyl-N’-(3- dimethylaminopropyl) - carbodiimidhy-
drochlorid eingetragen. wobei sich die gelbe Sus-
pension rot farbt und nach kurzer Zeit tribt.

Man schiittelt iber Nacht, saugt auf der Glasfritte
ab, wischt erst mit 0.1 M Natriumhydrogencarbo-
nat-Puffer pH 8,6/DMF (1:1), dann alternierend
mit 0,1 M Ammoniumacetatpuffer pH 4,8/DMF
(1:1) und 0,1 M Natriumhydrogencarbonatpuffer/
DMFE (1:1). Beide Puffer enthalten 1M Natrium-
chlorid. Sobald das Filtrat farblos geworden ist.
wischt man mit den entsprechenden dimethylform-
amidfreien Puffern und Wasser. Man erhilt 12 ml
braungelbes Sepharose 4B-Derivat 5a, dessen braun-
gelbe Farbung im sauren Medium verblafit und im
alkalischen intensiver wird.

2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl-Derivat von
AH-Sepharose 4B (3b): 10 ml AH-Sepharose-Deri-
vat 5a werden in 50 ml Reduktionslésung (0,1 M
Natriumdithionit und 0,5 M Natriumhydrogencarbo-
nat) suspendiert und 30 min bei 40 °C im Wasser-
bad aufbewahrt, wobei sich das braungelbe Sepha-
rose 4B-Derivat fast vollstindig entfarbt. Nach Wa-
schen mit 100 ml Wasser erhilt man 10 ml schwach
gelbes Sepharose 4B-Derivat 5b, das oxidations-
empfindlich ist und deshalb sofort in die nichste
Reaktionsstufe eingesetzt wird.

Sepharose 4B-Derivat  7/8: 350 mg 2-Nitro-3-
benzyloxy-4-methyl-benzoesidure (4b) werden in
2 ml Thionylchlorid suspendiert, 10 min unter Riick-
flull gekocht, tiberschiissiges Thionylchlorid in Va-
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kuum abdestilliert und das kristallisierende Siure-
chlorid tber Kaliumhydroxid getrocknet. Das in
10 ml wasserfreiem Dioxan geloste Sédurechlorid
versetzt man mit einer Losung von 600 mg N.N-Di-
athyldathylendiamin in 10 ml Dioxan, gielit nach
10 min in 75 ml Eiswasser und extrahiert 6a nach
Zusatz von wilirigem Natriumhydrogencarbonat mit
Athylacetat. Der in 10 ml Methanol geliste Ab-
dampfriickstand 6a wird in Gegenwart von Pd/Ak-
tivkohle (10% Pd) bei Normaldruck aushydriert,
wobei 6b entsteht. Der Katalysator wird abfiltriert
und das Losungsmittel abgedampft. Das in 10 ml
DMF geloste 6b wird mit 20 ml Sérensen-Phosphat-
puffer pH 7.2 versetzt und 5 ml Sepharose 4B-Deri-
vat 3b in die Losung eingetragen. Unter Riihren
und Konstanthaltung des pH-Wertes durch Zusatz
von 1 M Natriumhydrogencarbonat (pH-Meter)
versetzt man mit 1,25 g Kaliumhexacyanoferrat 111
in wenig Phosphatpuffer. Die schwach gelbe Lisung
farbt sich sofort dunkelrot. Nach 20 min Riihren
saugt man ab (Glasfritte), wéscht den Riickstand
ausgiebig mit Ammoniumacetatpuffer pH 4,8/DMF
(2:1), dann mit Natriumhydrogencarbonatpuffer
pH 8,6/DMF (2:1), die beide 1 M Natriumchlorid
enthalten. Sobald das Filtrat farblos geworden ist,
wischt man mit den dimethylformamidfreien Puf-
fern und Wasser. Man erhélt 5ml rotbraunes Se-
pharose 4B-Derivat 7/8, das unbegrenzt in BPES-
Puffer aufbewahrt werden kann.

Affinititschromatographie ~ von  Kalbsthymus
(KT)-DNA, Micrococcus lysodeikticus (ML)-DNA
und tRNA-Gemisch am Sepharose 4B-Derivat 7/8
bzw. an AH-Sepharose 4B: Chromatographiesiulen
(8,0 20,9 cm) werden entweder mit dem Sepharose
4B-Derivat 7/8 oder mit AH-Sepharose gefiillt und
mit BPES-Puffer dquilibriert. Nach Auftragen von
100 «l Losung, die entweder 0,074 mg KT-DNA,
0,065 mg ML-DNA oder 0.17mg tRNA-Gemisch
enthielten, wird mit BPES-Puffer gewaschen (Elu-
tionsgeschwindigkeit 15 ml/h) und im Eluat die Ab-
sorption bei 260 nm registriert. Erh6hung der Na-
triumchloridkonzentration auf zuerst 1 M eluiert die
tRNA vom Affinititsharz 7/8 (Abb. 3 und 4) und
ein Gemisch von tRNA/ML-DNA von AH-Sepharose
4B (Abb. 5). Erhéhung der Natriumchloridkonzen-
tration auf 2M lost ML- und KT-DNA vom Affini-
tatsharz ab (Abbn. 1 und 2) und fihrt zur Auf-
trennung des DNA/RNA-Gemisches (Abb.4); an
AH-Sepharose 4B wird keine weitere Substanz
eluiert (Abb. 5).

Ein Teil der Arbeit wurde im Institut der Gesell-
schaft fiir Molekularbiologische Forschung mbH,
Stockheim, durchgefithrt. Herrn Dr. W. Miiller
danke ich fiir die grofiziigige Uberlassung des Labo-
ratoriums.
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