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SUMNMARY

Affinity clromatography- on immobilized olivonucleotides. I. Syithesis and application
of oligodeoxythymidine 5 -phosphate- DEA E-cellulose

Poly(vinyl alcohol), when substituted with oligodeoxythymidine 5’-phosphate,
undergoes irreversible binding with DEAE-cellulose via the base-pairing mechanism.
It is thus possible to separate preparatively synthetic oligonucleotide mixtures using
this PV(pT),-DEAE-cellulose using the principle of affinity chromatography. Low-
molecular-weight oligomers are specifically separated and fractionated uniformly via the
base-pairing theory of Watson and Crick. Pyrophosphate derivatives compete with
Iimear products in the base-pairing process and thus reduce the specificity of the
system.

High-molecular-weight oligomers are not separated on this material accord-
ing to increasing chain length as they form base pairs that have large and overlap-
ping melting ranges Thg base-pairing increases with increasing chain length but de-
creases in the presence of high salt concentrations.

EINLEITUNG

Oligonukleotidgemische werden an Oligonukleotid-Cellulosen®~* und Nukleo-
sidgelen® nach Nukleotid-Sequenzen getrennt. Stationiir gebundene Nukleosid- bzw.
Oligonukleotidreste treten unter Bedingungen der Basenpaarung mit gelosten Nuklein-

° Bei Abkirzungen werden prinzipicll IUPAC-1UB Regeln befolgt (Eur. J. Biochem., 15 (1970)
203). Das Pritix d (far Desoxy) entfiillt, da in dieser Verotfentlichung nur Desoxyribonukleotide
behandelt werden. Azq0-Einheit = Nukleotid-Menge in 1 em® Solvens, die bei 260 nm die Absorption
1 ergibt (Schichtdicke 1 cm). TPS = Triisopropylbenzolsulfonsiurcechlorid; PVOH = Polyvinyl-
alkohol; HMPT = Hexamethylphosphorsiuretriamid: TEAB = Tridthylammoniumcarbonat-Puf-
fer (C.H;5):NH.CO;: PV(pT).-DEAE-Celiulose = Desoxvoligothymidin-5"-phosphat-DEAE-Cellu-
lose. '
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siurebausteinen in Wechselwirkung. Polymergebundene Nukleosidreste adsorbieren
tiber cinen unspezifischen Stapeleffekt Purinnukleotide stirker als Pyrimidinnukleo-
tide. dagegen bilden polymer gebundene Oligonukleotide nur mit im Sinne von Wait-
son und Crick komplementiren Partnern der mobilen Phase spezifische Basenpaare.
Aufgrund dieser unterschiedlichen Basenpaarungsmechanismen werden Oligonukleo-
tide an Nukleosidgelen nach Purin- und Pyrimidinmonomereinheiten. an Oligo-
nukleotid-Cellulosen in komplementire und nicht komplementiire Verbindungen ge-
trenant. Trennungen im priaparativen Massstab sind bislang an Oligonukleotid-Cellu-
losen nicht mdéglich. da eine chemische Synthese der hierzu erforderlichen Sorbens-
menge mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden ist. ‘

Wir haben gefunden. dass 18slicher. mit Desoxyoligothymidin-5'-phosphaten
hoch substituierter PVOH als Polyvanion an dem Anionenaustauscher DEAE-Cellu-
lose irreversibel adsorbiert wird®-*. DEAE-Cellulose kann ohne Minderung guter
Laufeigenschaften mit polymergebundenen Oligonukleotiden so hoch beladen werden.
dass priparative Trennungen von Oligonukleotidgemischen tiber den Basenpaarungs-
mechanismus nach Watson und Crick mdglich sind. wie in der vorliegenden Arbeit
anhand von Beispielen gezeigt wird.

EXPERIMENTELLER TEIL

Reagenzien: technisches Pyridin 1 fiber KOH destilliert, Trdthylamin 1 .-
destilliert. Ather 1~ i{ber Na destilliert. HMPT tber Molekularsiecb getrocknet.
PYOH (C. Roth, Karlsruhe. B.R.D.). MGN 70 000. DEA E-Cellulose (Whatman DE
23), Nukleotide (Waldhof. Mannheim, B.R.D.}, TPS (EGA-Chemie, Steinheim,
B.R.D.) wie gelietert verwendet, Enzyme (Bdhringer. Mannheim. B.R.D.).

Syuthese von PV{pT},—DEAFE-Cellulose

Die Darstellung der PV(pT),~DEAE-Cellulose erfolgt in drei Stufen. Aus
kiuflichem Desoxythymidin-3'-phosphat werden nach ciner moditizierten Methode
von Khorana’ mit Hilfe von TPS Oligothymidin-5"-phosphate mit bis zu maximal
zwolf Monomereinheiten kondensiert und an DEAE-Cellulose siulenchromatogra-
phisch in nieder- und hochmolekulare Oligonukleotidfraktionen getrennt. Die hoch-
molekularen Oligonukleotide kondensiert man mit Hilfe von TPS in HMPT-Pyridin
an freie Hydroxvlgruppen des PVOH?*®. PV(pT), wird in wiissriger LOsung mit
DEAE-Cellulose gebatcht und in einer Chromatographiesiiule vor dem Gebrauch von
Verunreinigungen und schwach adsorbierten Oligomeren befreit.

Svathese von Poly(pT),. 20 mMol {176 000 A, -Einheiten) pT (Pvridinium-
salzform) werden in wasserfreiem Pyridin suspensiert. durch wiederholtes Abrotieren
mit trockenem Pyridin im Ol-Vakuum absolutiert und in 40 ml Pyridin in 20 mMol
{6 g) TPS fiir 10 h bei Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschluss und Schiitteln
kondensiert. Mit 40 ml Wasser bricht man die Kondensationsreaktion ab. lisst den
Ansatz Gber Nacht bei Raumtemperatur stehen und verdiinnt das Reaktionsgemisch
mit Wasser auf eine 0.04 A7 Lésung. die auf eine 1000 ml DEAE-Cellulose-Siule auf-
getragen wird. Mit Wasser wird die Sdule pyridinfrei gewaschen. Im anschliessenden
0.3 M TEAB verlassen niedermolekulare Oligomere (ca. 80%, der Kondensations-
produkte) Poly(pT).- 5 die Sdule, wihrend im | A/ TEAB héher molekulare Kompo-
nenten (ca. 20%;, der Kondensationsprodukte) Poly(pT).; eluiert werden. Die ver-
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cinigten niedermolekularen Nukleotidfraktionen werden unter Zusatz von Pyridin im
Vakuum von TEAB befreit. auf absolutes Pyridin gebracht und erneut polykonden-
siert. In vier Kondensationsreaktionen erhiiit man aus 80 mMol pT ca. 64 mMol
Poly(pT).c5 und ca. 16 mMol Poly(pT)..s. Die vereinigten Fraktionen der héhermole-
Kularen Nukleotide (140 000 A.,,~-Einheiten) werden in absolutem Pyridin zur Spal-
tung von Pyrophosphatderivaten. die sich neben linearen und zyklischen Verbin-
dungen bilden. mit Essigsiiureanhydrid behandelt® und anschliessend auf einer 1000
ml DEAE-Cellulose-Siule nachgetrennt. Die Siule wird mit 0.3 A7 TEAB von nicder-
molckularen Verbindungen befreit und anschliessend im linearen Gradienten (310.3
A TEABim Mischgefiiss. 51 1.0 A TEABim Vorratsgefiiss) eluiert. Poly(pT)..;(37 000
A.qo-Einheiten) werden vereinigt. von TEAB befreit, auf absolutes Pyridin gebracht.
mit Essigsiureanhydrid in 3’-Stellung acetyliert und aus Ather gefiilli. Nach dem
Trocknen erhiilt man 1.5 g Poly(pT(Ac)).... dic. an PVOH kondensiert werden.

Syarhese von PV(pT), 300 mg gepulverter, getrockneter PVOH wird in 10 mi
trockenem HMPT cingeriihrt. in der Wiirme gelost und mit 10 ml Pyridin versetzt. 1.4 ¢
acetyliertes, trockenes Poly(pT(Ac))..; wird bet Raumtemperatur in 10 ml trockenem
Pyridin suspensiert. mit 600 mg TPS (2 mMol) versetzt und unter Feuchtigkeitsaus-
schluss nach ca. 30 min der warmen Polymerldsung zugegeben. Nach ca. 3 h Schiitieln
bei Raumtemperatur wird der hochviskos gewordene Ansatz mit § ml HMPT/10 ml
Pyridin versetzt, weiter 12 h kondensiert und anschliessend aus Ather gefiillt. Der
abzentrifugierte Niederschlag wird unter leichtem Erwiirmen in Wasser geldst. die
Losung mit ca. 2 ml konz. NH,OH zur hydrolyvtischen Entfernung der Acetylschutz-
gruppen versetzt und nach 12 h mit Kohlendioxvd-Gas neutralisiert.

Beladung von DEAFE-Cellulose mir PV(pT),. Bei Raumtemperatur werden in
dic neutrale PV(pT),-Losung 100 ml gequollene DEAE-Cellulose langsam emgertihrt.
Die Suspension wird weitere 4 h gerithrt und anschliessend in einer. mit Fritte (D))
und Kiithlmantel versehenen Chromatographie-Siule (30 -~ 2 em) mit 0.04 Af TEAB-
204, Methanol pyrnidinfrei gewaschen. Im linearen TEAB-Gradienten (21 0.04 Af
TEAB im Mischgetass. 21 0.7 A7 TEAB im Vorratsgetiiss) entfernt man niedermole-
kulare Verbindungen. spiilt die Siule mit Wasser TEAB-frei und eluiert mit 0.5 M

aCl-Puffer ber 607 so lange. bis die Extinktion des Eluats aut ca. 0.2 A,q-Einheiten
sinkt. Von ca. 30 000 A,,,-Einheiten Poly(pT)..-. die zur Kondensation an PVOH ein-
gesetzt werden. bleiben nach der Kondensation und Elution ca. 8000 A,.-Einheiten
PV(pT), irreversibel gebunden.

Syathese von Polv(pA),

In Analogie zur Synthese von Poly(pT), werden 11 mMol (201 000" A.4-Ein-
heiten) N-Benzoyl-desoxyadenosin-3'-phosphat (ref. 7) kondensiert und an einer
1000 ml DEAE-Cellulose-Siule in Fraktionsbereiche vorgetrennt. Die Fraktionsbe-
reiche werden nach dem Einrotieren 3 Tage zur hyvdrolvtischen Entfernung der N-
Benzoylschutzgruppen in Methanol. das mit Ammoniak gesiittigt ist. bei Raumtem-
peratur belassen und anschliessend an einer 400 ml DEAE-Cellulose-Siiule im stei-
genden TEAB-Gradienten rechromatographiert. wobei die in Fig. [-3 gezeigten Elu-
tionsprofile erhalten werden. :
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Fig. 1. Sdulenchromatographische Nachtrennung eines niedermolekularen Fraktionsbereichs der N-
Benzoyi-desoxvadenosin-3"-phosphat-Polykondensation nach hydrolytischer Entfernung der N-
Benzoyvlischutzgruppen an DEAE-Cellulose. Siulenmasse: 38 - 3 cm. Die Elution erfolgt im lincaren
TEAB-Gradienten. 3 1 0.04 Af TEAB im Mischgeliss, 310.5 Af TEAB in 109 Methanol im Vorrats-
gefiss. Fraktionen zu 20 ml;20 min werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung
unter Peak A und B vereinigt.

Fig. 2. Siulenchromatographische Nachtrennung ecines niedermolekuliren Fraktionsbereichs der N-
Benzoyl-desoxyadenosin-5"-phosphat-Polykondensation nach hydrolvtischer Entfernung der N-
Benzovischuizgruppen an DEAE-Cellulose. Siulenmasse: 38 - 3 em. Die Elution erfolgt im linearen
TEAB-Gradienten. 2 | Wasser im Mischgefdss. 21 0.5 Af TEAB in 20%;, Methanol im Vorratsgefiiss.
Fraktionen zu 20 mli20 min werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung unter
Peak A vereinigt.
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Fig. 3. Saulenchromatographische Nachtrennung cines hochmoleckularen Fruktionsbercichs der N-
Benzoyl-desoxyvadenosin-5’-phosphat-Polykondensation nach hydrolytischer Entfernung der N-
Benzoyvischutzgruppen an DEAE-Cellulose. Sdulenmasse: 38 - 3 cm. Die Elution erfolgt im linearen
TEAB-Gradienten: 21 0.5 Af TEAB im Mischgefiss. 21 0.9 M TEAB im Vorratsgefiiss. Fraktionen
zu 20 mi;20 min werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung unter Peak A und B
vereinigi.

Affinitd@tschromatographie an PV(pT),—DEAE-Cellulose

PV(pT),~DEAE-Cellulose. durch Elutionsprozesse aut ca. 70 ml geschrumpfi.
wird mit einer 2 cm hohen Schicht unbeladbarer DEAE-Cellulose tibérdeckt. Probe-
gemische (1000 A,.-Einheiten/ml) trigt man in 0.5-1.0 Af NaCl/0.01 A/ Na.HPO,-
Puffer pH 6.8 bei 40° auf, lisst die Losung cinsinken und eluiert die auf 0 gekiihlte
Saule im Salzpuffer. Der Elutionsvorgang wird mit Hilfe eines UV-Messgerites auto-
matisch registriert. Fraktionen zu 20 ml/h werden gesammelt. Der Temperaturgra-
dient erfolgt mittels Thermostaten stufenweise. wobei die Elutionsgeschwindigkeit bis
auf 40 ml/h gesteigert wird. Extinktionswerte der einzelnen Fraktionen werden an
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Fig. 4. Attnitdtschromatographic von pA t — ), pA: (- —) und (pT) (@---@) an PVIpT),.-

DEAE-Celiuiose in 0.5 Af NaCf bei 0 bis 30 Siulenmasse: 23 - 2em. Frakuonen zu 20 mi‘h
werden gesammelt. '

Fig. 3. () Affinitdschromatographic von 600 A.,-Einheiten aus Peak A der Fig. 1 an PV(pT).-
DEAE-Cellulose in 0.3 A NaCl-Putfer bei 0 bis 30°. Siulenmasse: 23 - 2 em. Fraktionen zu 20
mih werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt. (b) Affinitdtschroma-
tographic von 3600 A.,-Einheiten aus Peak A der Fig. 1 bei 07 bis 457 unter analogen Bedingungen.
(¢) Affinititschromatographie von 330 A...-Einheiten aus den vercinigien Peaks b der Fig. 5a. b, d
unter analogen Bedingungen. (d) Affinitdtschromatographie von 2400 A1,,,-Einheiten aus Peak A der
Fig. 1 in 1 A4 NaCl-Puffer unter analogen Bedingungen. In Peak a werden nicht hybridisier{ihige
Verbindungen, in Peak b pA; und in Peak ¢ ein Pyrophosphatderivat eluiert.

einem Spektralphotometer bestimmt und sind inden Fig. 1-8 grafisch gegen Fraktions-
nummern aufeetragen. Vereinigte Peakfraktionen entsalzt man siulenchromarogra-
phisch an Sephadex G-10 oder an DEAE-Cellulose.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Unter Bedingungen der Basenpaarung weist DEAE-Cellulose wegen der hohen
Salzkonzentration des Puffers keine Anionenaustauschereigenschafien aufl so dass die
synthetischen Oligonukleotide. Poly(pA), und Poly(pT), das Sorbens ohne Retardie-
rung passieren. PV(pT),~DEAE-Cellulose zeigt unter diesen Bedingungen ebenfalls
keine Austauscherwirkung. da die kovalent an PVOH gebundenen Oligothymidin-3'-
phosphate als Polyanionen funktionelle Gruppen der DEAE-Cellulose irreversibel
blockieren, und die hohe Salzkonzentration des Puflers zusiitzlich cine ionische Ad-
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Fig. 6. Affinitdtschromatographic von 980 A.y-Einheiten aus Peak B der Fig. 1 an PV(pT).-DEAE-

Cellulose in 0.5 Af NaCl-Puffer bei 0° bis 30 . Saulenmasse: 23 - 2 cm. Fraktionen zu 20 ml‘h wer-
den gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt. In Peak a wird pA; eluiert.

Fig_ 7. (a) Affinititschromatographie von 2600 A..-Einheiten aus Peak A der Fig. 2 an PV(pT).-
DEAE-Celiulose in 1 Af NaCl-Puffer bei 0 bis 30" Siiulenmasse: 23 - 2 cm. (b) Affinitatschromato-
graphie von 4000 A:-Einheiten aus Peak A der Fig. 2in 0.5 A7 NaCl-Puffer bei 0 bis 457 Frakiionen
zu 20 ml‘h werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt. In Peak b werden
Pyrophosphatderivate cluicrt.
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Fig. 8. (a) Affinitatschromatographie von 2400 A..-Einheiten aus Peak A der Fig. 3 an PV(pT).—
DEAE-Cellulose in 1 A NaCl-Puffer bei 0° bis 50°. Siulenmasse: 23 ~ 2 cm. (b) Affinitatschroma-
tographie von 800 A,.,-Einheiten aus Peak B der Fig. 3 unter analogen Bedingungen. Fraktionen zu
20 mlih werden gesammelt. In Peak b-j wird pA -4 eluiert.
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sorption ausschliesst. Trotzdem werden synthetische Oligonukleotide an PV(pT),-
DEAE-Cellulose unterschiedlich stark adsorbiert, wobei Poly(pT), keine Retardie-
rung erfahren, wihrend Poly(pA), mit zunehmender Monomereinheit stirker adsor-
biert werden. In Tabelle 1 sind die Ergebnisse dieser Trennung zusammengestellt.

Fig. 4 zeigt. dass Poly(pT). s schwicher als pA und pA, an PV(pT),~-DEAE-
Cellulose retardiert werden. Dieser Befund zeigt eindeutig, dass dieses Sorbens keine
ionischen Adsorptionseffekte aufweist. da an einem Anionenaustauscher hdhermole-
kulare Nukleotide unabhiingig vom Basenrest stiirker als niedermolekulare adsorbiert
werden. Stationiir gebundene Oligothymidin-3'-phosphate treten iiber den Basenpaa-
rungsmechanismus nur mit den im Sinne von Watson und Crick komplementiren
Oligoadenosin-5"-phosphaten in Wechselwirkung. wenn dié Oligomeren der mobilen
Phase mindestens drei Monomereinheiten aufweisen. wie das folgende Trennbeispiel
zeigt.

Die Komponenten (600 A,.,-Einheiten) des Elutionsgipfels A aus Fig. 1 werden
in 0.5 A7 NaCl-Puffer bei 0° zu 709 in drei Peaks a, b, ¢ eluiert, wihrend 109, nach
Temperaturerhohung (bis 307) eluiert werden (vgl. Fig. 5a). Eine Auftrennung von

TABELLE

DATEN DER AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE VON OLIGONUKLEOTIDGEMISCHEN
AN PV(pT),-DEAE-CELLULOSE

160 (e. 1, g)
120 (h, i, j)

Nukleotidj Aseu-Einheiten Nukleotid Fig.
Pceakfraktion N ; i
aus Fi. ( No.) Aufretragen Isoliert Eluiert
in Peak {a-j)
pA 260 240 240 (a) PA 4
PA. 140 148 148 () PA, 1
(pT):s C 140 147 147 () (pT) & 4
A 600 530 190 (a) X* Sa
’ 180 (b) pPA; S5a
50 () X 3a
A (1) 3600 3200 1200 (a) X 5b
1380 (b) PA; 5b
410 () X* 5b
A 2400 2200 670 (2) X" 5d
950 (b) pPA, 5d
310 () X 5d
b (54, b, d) 350 336 330 (b) PA;: 5S¢
B (1) 980 840 420 (a) pA. 6
AQ) 2600 2420 1620 (b) X" 7a
A(2) 4000 3700 2300 (b) X 7b
A (3) 2400 1940 540 (a)
: 230 (b) l
160 (c) pA Sa
300 (d) { .
50 (e)
B (3) 800 830 280 (a, b) l
150 (c. d) ’pk:-g b

* Nicht identifizierte Verbindung.
** Pyvrophosphatderivat.
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Komponenten. die an DEAE-Cellulose gemeinsam eluiert werden. zeigt. dass PV(pT),~
DEAE-Cellulose Verbindungen nicht nach Anionenladung. sondern hybridisierfihige
von weniger hybridisierfihigen trennt. Die Fraktionen unter Peak a sind gelb gefiirbt
und weisen keine pA entsprechenden Extinktionsverhiiltnisse bei 250/260 und 280/260
auf. Der papierchromatographische Test zeigt, dass Peak a mehrere Verbindungen
enthilt, die aufgrund von Bandenbildung nicht identifizierbar sind. Da diese Produkte
auch bei spiteren Trennungen auftreten. werden in diesen Fraktionen vermutlich
nicht hybridisierfihige Produkte eluiert. die sich in erheblichem Prozentsatz bei einer
chemischen Polykondensation als Nebenprodukte bilden und an DEAE-Cellulose ge-
meinsam mit hybridisierfihigen Nukleotiden eluiert werden. In Peak b wird reines pA,
cluiert. wahrend im Peak ¢ eine schwach verunreinigte Verbindung enthalten ist. die
auferund ihres Re-Wertes und der enzymatischen Hydrolyse ein Pyrophosphatderivat
vermuien lisst. Die Ry~-Werte aller chromatographierten Verbindungen sind in Ta-
belle I zusammengestellt. Fig. 5b zeigt das Elutionsdiagramm ciner sechsfach grés-
seren Nukleotidmenge (3600 A,-Einheiten) aus Peak A der Fig. I, dic unter glei-
chen Bedingungen an PV(pT),-DEAE-Cellulose chromatographicrt wird. Peak a ist
unaufgeldst. wird aber deutlich von b und ¢ getrennt eluiert. so dass 3600 A,.,-Ein-
heiten die Trennkapazitiit der Siule nicht erschopfen.

Wie Fig. 3d zeigt. sinkt diec Trennleistung der PV(pT),~DEAE-Cecllulose,
wenn die Elution im. 1 Af NaCl-Puflter erfolgt. Steigende Salzkonzentration wirkt sich
negativ auf den Basenpaarungsmechanismus aus. so dass die Komponenten schwiicher
adsorbiert und daher frither und schlechter aufgeldst eluiert werden. Die Trennungen
sind reproduzierbar. wie eine Rechromatographie der vereinigten Fraktionen aus den
b-Peaks der Fig. 3a. b. d in 0.5 M NaCl-Puffer beweist (vel. Fig. Sc).

In folgenden Beispielen werden Aliquote der Verbindungen des Elutionsgipfels
B der Fig. 1 in 0.5 Af NaCl chromatographiert. Diese Verbindungen weisen gegeniiber
den Kemponenten aus Peak A eine hohere Anionentadung auf, da siec an DEAE-
Cellulose stiirker retardiert werden. Wie Fig. 6 zeigt. wird auch an PV(pT),~-DEAE-
Cellulose die Hauptmenge der aufgetragenen A.q-Einheiten eindeutig stirker retar-
diert. Ein Teil der aufgetragenen Komponenten wird bei 0 vor Peak a. 307, im Peak
n und der Rest bet Temperaturerhdhung (307) cluiert. Peak a licgt im Elutionsdia-
gramm (Fig. 6) ctwa an der Stelle. die Peak ¢ in Fig. 3a. b cinnimmt. Im Papierchro-
matogramm und durch enzymatische Hydrolyse werden Verbindungen unter Peak a
als pA, identifiziert. Das Pyrophosphatderivat (Peak ¢) und pA; (Peak a) werden so-
wohl an DEAE-Cellulose als auch an PV(pT),~DEAE-Cellulose mit anniihernd glei-
cher Stirke adsorbiert. Beide Verbindungen bilden bei gleicher Anionenladung gleich
starke Basenpaare. Die Basenpaarung ist daher nicht auf lineare Verbindungen be-
schrankt. sondern tritt auch bei Pyrophosphatderivaten auf. Die Ergebnisse zeigen.
dass eine Auftrennung synthetischer Oligonukleotidgemische in molekulareinheit-
liche Verbindungen bei Anwesenheit von Pyrophosphatderivaten erheblich erschwert
ist. Dieser Befund bestiitigt sich durch die Chromatographie der Komponenten aus
Peak A der Fig. 2. die an DEAE-Cellulose an der Stelle eluiert werden. die Peak B in
Fig. I etnnimmt. Peak b (Fig. 7a. b), in dem 60%;, der aufeetragenen Nukleotide eluiert
werden. enthilt ein Pyrophosphatderivat. das mit dem Produkt aus Peak c in Fig. 3a,
b. d identisch ist.

Die eindeutigen Ergebnisse. die bet der Trennung niedermolekularer Oligo-
nukleotidgemische erzielt-werden. wiederholen sich nicht bei der Trennung héher-



AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE AN OLIGONUKLEOTIDEN 8T

TABELLE 11

PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE IDENTIFIZIERUNG DER PEAKFRAKTIONEN AUS
FIG.5-8 :

Laufmittelsysteme: (A) Athanol-1 A Ammoniumacetat (pH 7.5) (7:3): (B) #-Propanol-NH,OH
(konz.)-Wasser (55:10:35): (C) Isobuttersiure-NH.OH (konz.)-Wasser (66:1:33).

Peak - Re-Werr ’ Nukleotid
( Fig. No.) 1 B c
a (5a-d) Bande Bande Xs
b (5a-d) 0.16 0.60 - PA;
0.06°"" 044" pA. ™"
¢ (3a-d) 046 0.85 Pyrophosphat
0.17°"° 067" X#
a {6) 0.06 043 - PAs
a(7a, b) Bande Bande Xs
b (7a, b) 0.46 0.85 = Pyrophosphat
017" 0.67°°° - X
b (Sa) - 094
036"
¢ (Sa) - 0.89
028"
d (8a) - 0.80
¢ (8a) - 016 pA
2 (Sb) - 0.86
03477
jsh) . - 091
0.36°""

“ Relativ zu pAL
T Relativ zu pA;.
°77 Spuren.
= Nicht identitizierte Verbindungen.

molekularer Nukleotidegemische aus den Peakfraktionen A und B in Fig. 3. Diese
Komponenten sind papierchromatographisch nicht zu charakterisieren. da ihre zu
heterogene Zusammensetzung im Papierchromatogramm zu unaufgelésten Banden
fithrt. Ein grosser Prozentsatz der aufeetragenen Nukleotide aus den Fraktionen A
und B wird an PV(pT),~DEAE-Cellulose nicht retardiert. withrend die restlichen Qli-
comeren stirker als niedermolekulare Verbindungen adsorbiert werden. Die adsor-
bierten Produkte werden bei hoherer Temperatur in asymmetrischen Peaks eluiert.
Die Elutionsdiagramme (vel. Fig. Sa. b) lassen eine Auftrennung der Nukleotidge-
mische nach Kettengliederzahl vermuten. da sie mit Diagrammen iibereinstimmen.
die fir analoge Trennungen in der Literatur'-® beschrieben werden. Ein papierchro-
matographischer Test zeigt aber. dass die Fraktionen unter Peak b-j der Fig. 8a. b
zwar aufgelockerte Banden. aber keine identifizierbaren Flecken bilden. deren R,-
Werte keinen Zusammenhang zwischen Elutionstemperatur und Molekiilgrosse der
Nukleotide erkennen lassen. Diese unerwarteten Trennergebnisse sind folgendermassen
zu deuten: Synthetische Nukleotidgemische enthalten lineare und Pyrophosphat-
derivate. dic bei der Basenpaarung in Konkurrenz treten und dadurch die Selektivitiit
des Basenpaarungsmechanismus herabsetzen. wie die Trennungen niedermoleku-
larer Nukleotidgemische zeigen. Ausserdem hiingt die Schmelztemperatur der Basen-
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paare sowohl von der Linge der mobilen als auch der stationiir gebundenen Oligo-
nukleotide ab®. Beispielsweise wird pAg an Cellulose pT, bei 26”. an Cellulose pT,,
bei 20.5° eluiert>. An PV(pT).-DEAE-Cellulose sind hochmolekulare Thymidin-5-
phosphat-Oligonukleotide mit breiter Molekulargewichtsverteilung stationir gebun-
den. die mit komplementdren Adenosin-5-phosphat-Oligomeren Basenpaare unter-
schiedlicher Stabilitdt bilden. Bei Temperaturerhhung dissoziieren diese Basenpaare
in breiten, sich dberlappenden Schmelzintervallen. Hierdurch ist eine scharfe Tren-
nung der Nukleotidgemische in molekulareinheitliche Fraktionen nicht mehr méglich.
Oligonukieotid-DEAE-Cellulose. an der molekularuneinheitliche Oligomere fixiert
sind. eignet sich somit nur zur Trennung niedermolekularer Nukleotidgemische, die
unter diesen Bedingungen scharfe Schmelzpunkte bilden.

Durch Partialhydrolyse von DNA- und RNA-Molekiilen sind lineare nieder-
molekulare Oligonukleotidfragmente leicht zuginglich. Aufgrund der hier gezeigicn
Trennergebnisse sollten diese Fragmente an Oligonukleotid-DEAE-Cellulose spezi-
fisch 1m priiparativen Massstab zu trennen sein. Auf diesem Wege wiren kurze Oligo-
nukleotidblocke definierter Sequenz bedeutend cinfacher als durch chemische Syn-
these zu erhalten.
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ZUSAMNMENFASSUNG

Mit Oligodesoxythymidin-53"-phosphatresten substituierter Polyvinylatkohol
wird an DEAE-Cellulose unter Bedingungen der Basenpaarung irreversibel adsorbiert.
PV(pT),~DEAE-Cellulose ermd&glicht synthetische Oligonukleotidgemische im pri-
parativen Massstab nach dem Prinzip der Affinitiitschromatographie zu trennen.
Lineare niedermolekulare Oligomere werden Giber den Basenpaarungsmechanismus
nach Watson und Crick spezifisch in molekulareinheitliche Fraktionen getrennt. Pyro-
phosphatderivate treten bei der Basenpaarung mit linearen Oligomeren in Konkur-
renz. Hochmolekulare Oligonukleotidgemische werden an diesem Sorbens nicht nach
steigender Kettengliederzahl getrennt, da sie mit den molekularuneinheitlichen sta-
tiondr gebundenen Partnern Basenpaare bilden. dic in breiten, sich ﬁberlappendeﬁ
Schmelzintervallen dissoziieren. Die Basenpaarung verstirkt sich mit zunehmender
Kettengiiederzahl und nimmt in hoher Salzkonzentriation ab.
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