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AFFINIT~TSCHROMATOGRAPHIE AN STATIONAiR GEBUNDENEN 
OLIGONUKLEOTIDEN 

I. SYNTHESE UND ANWENDIJNG VON DESO,XYOLIGOTHYMIDIN-5’- 
PHOSPHAT-DEAE-CELLULOSE* 

Poly(vinyl alcohol). when substituted jvith oligodeos_vthymidine 5’-phosphate, 

undergoes irreversible binding uith DEAE-crllulosc via the base-pairing mechanism. 
It is thus possible to separate preparatively synthetic oligonucleotide mixtures using 
this PV(pT),~-DEAE-csll~llose usin E the principle of affinity chromatography. Low- 
mol~cLllar-\~right oligor~lcrsttrespecilically sep&ted and frxtionatrd uniformly via the 
basepairing thwrv of Watson and Crick. Pyrophosphate dcriwtives compete with 
lima- products in- the base-pairing procc‘ss and thus reduce the specificity of the 

s~stcm. 

High-mcllccLllar-\~~i~Iit oligonwrs m-t‘ not separated cl11 this material accord- 
ing to increasing chain length as they form base pairs that have large and overlap- 

ping melting ranges. The base-pairin= cx increases with increasing chain irngth but dr- 
cmkses in the presence of high salt conc~ntr:Ltions. 

OIi~ont~kIrc~tid~-emisch~ uwden a11 Oli~clnt~Zrlrotid-C~lluloscn’-” ~111c.i Nuklco- 
sidg&n’ nach NLlklrOtid-Sequcnzcll getremIt_ Stationt7r ~ebundene Nuklrosid- bz\v. 
Oli~r~nttkleotidrcst~ trmn tmttx- Bcdingttngrn der Basenpaartrng mit geliisten Nuklein- 

_ Bci Abkiirzungen Lverdcn prinzipiell IUPIYC-IUR Regeln hefolgt tfiw. J. Biot-fwm.. 15 (1970) 
103). Das Priitix d IlXr Dexjosy) entfillt. da in dkser Vrrijlknrlichun, ~1 nur D~zos)-rihonuklrotidr 
bchandeh wet-den. A 2,,,-Einheir -= Nukkorid-Xlrng:e in 1 cm3 Sohens. dis bei 160 nm die Xbsorp:ion 
1 rrgibt tSchichtdicke 1 cm). TPS = TriisopropylbL‘nzolsulfons-;iurrchlorid; PVOH = Polyinyl- 
alkohol; HXIPT = Hrxanicthylphosphortiuretriamid: TEXB = Tri~th~Itlmmoniumc;trbonat-Put= 
I&- (C2Hd)iNHlCOl: PV(pT),,-DEAE-Cellulose 7. Drsos_\‘oIigoth~midin-5--phosphrtt-DEAE-CsIIu- 
IWX. 
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s-;iurebtlusteincn in WechseIwirkw~Ig. Polymergebundene Nukkosidrestc adsorbieren 
fiber cinen unspezifischrn Stapcleffekt Purinnukleoride stiirkcr nls Pyrimidinnukleo- 
tide, dagegen bilden polymer sebundene Oligonukleotide nur mit im Sinne van Wat- 
son und Crick komplementiiren Pnrtnern der mobilen Phase spczifischc Basenpxwe. 
Aufgrund dieser unterschiedlichen B~~senpa3rungsmcch:nismel~ Lverden Oligonukleo- 
tide an Nukleosidgelcn nach Purin- und Pyrimidinnionomereinheitttn. an Oligo- 
nukleotid-Cellulosen in komplementiire imd nicht komplementtirc Vcrbindunsen pe- 
twnnt_ Trennungen im pr%parativcn Massstab sind biskm, L ~3 -m Oliponukleotid-Cellu- 
&en nicht mii~lich_ da einr chemische Synthese drr hicrzu erforderlichen Sorbcns- 
memy mit erhebiichsn Schwieripkeiten verbundcn ist_ 

Wir haben gefunden_ &ES liislicher. mit Desos~~~li~;oth~~midin-5’-phospllatcn 
hoch substituierter PVOH tlls Polyanion an dem Anionenaustauscher DEAE-Cellu- 
lose irreversibel adsorb&t wirdj-he DEAE-Cellulose kann ohne Minderung guter 
Laufei~enschaftcn mit polymer~ebundenen Oligonukleotidcn so hoch b&den werden_ 
dass pr5pnratiue Trennungen van Oligo~~~~lrleotidgemischcn fiber den Bascnpaarwqs- 
mechanismus nach Watson und Crick m&$ich sind. wit in der vorlirgenden Arbeit 
anhand van Beispielrn grzeigt \vird_ 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Reqenzienr technisc!les Pyridin 1 .- iibcr KOH drstilliert. Tri5thylamin I _- 
destillierr, _&her 1 -. fiber Na drstillicrt- HMPT fiber Molckulxrsieb getrocknet. 
PVOH (C. Roth. Karlsruhe.. B-R-D_). MGN 70 000, DEAE-Cellulose (Wh:ttm:m DE 
23). Nukleotidc (WtlIdhoC Mannheim. B.R.D.), TPS (EGA-Chcmit. Sreinhcim. 
B-R-D.) wie geliekrt verwendrr. Enzyme (Biihringer- Mannhcin~. B.R.D.). 

Die Drtrstollung dcr PV(pT),I-DEAE-C~IluIose crfolyt in drci Stufen. Aus 
kiiuflichsm Drsos~th~midirl-5’-phosph3t wrdcn 11ach cincr modiiiziertcn Methodr 
\-on Khorana mit Hilfe van TPS Oligothymidin-Y-phosphate mit bis m masimal 
zwGlf h~onomercinhciten kondensirrt und an DEAE-CelluIose s~uIenchromstogra- 
phisch in nieder- und hochmolrkulare Oligonukleotidfraktio!len getrcnnt. Die hoch- 
molekulttren Oligonuklrotide kondensiert man mit Hilt-e van TPS in HMPT-Pyridin 
an freie Hydrosvl~vuppen des PVOH’-“. PV(pT), _ = wird in tv%srigrr Liisung mit 
DEAE-CelIuIosc gebatcht und in einer Chromtttognlphirs~ulc vor den1 Gebrauch van 
Verunreinigungen und schwach adsorbierten Oligomcrsn brfreit. 

S~i~rlwsr 1-011 Poll-(pT),. 20 mMoI (176 000 .-iZou- Einheitcn) pT ( Pyridinium- 
saizform) wet-den in wasserfrciem Pyridin suspcnsiert. durch wiederholtcs Abrotieren 
mit trockenem Pyridin im &Vakuum absolutirrt und in 40 ml Pyridin in 20 mMol 
(6 g) TPS fiir 10 h bei Raumtcmperatur unter Feuchtig~eitsousschlrlss und Schtitteln 
kondensiert. Mit 40 ml Wasscr bricht man die Kondcnsationsreakrioli rib. IZsst den 
Ansatz Gber Nacht bei Raumtemperatur strhcn und vcrdiinnt das Rsaktionsgemisch 
mit Wasser auf eine 0.04 Al Liisung_ die uufeine 1000 ml DEAE-Cellulose-!%ule auf- 
getragcn wird. Mit Wasser wird die StTule pyridinfrei gtxaschen. Im anschliessendrn 
0-S 32 TEAB verlasscn niedrrmoiekulare Oligomere (ar_ SO y;, der Kondensations- 
produkte) Poly(pT). 5 die S5ulc. wtihrcnd im I M TEAB hijhcr molekulare Kompo- 
nrnten (L.CI_ 20’!;, dcr Kondensationsproduktc) Poly(pT) _j eluicrt lverden. Die vet-- 



cinigten niedermolekulnren Nukleotidfr~~ktioncn werden unter Zusatz van Pyridin im 
Vakuum van TEA6 bcfreit. auf absolutes Pyridin gesbracht und erneut polykonden- 
sicrt. In vier Kondensationsre3ktiollen erhl?lt man ;WS SO n~iLI01 pT UI. 64 mMol 
P~ly(pT).~, und m_ 16 mMo1 Poly(pT),.,_ Die vereinigten Fraktionen da- h6hermole- 
kularen Nukleotide (140 000 A ,,,,-Einheiten) \vvcrdcn in absolutcm Pyridin zur Spnl- 
tung van Pyrophosphatderivaten. die sich nebcn linearcn und zykiisehen Verbin- 
dungen bilden_ mit EssigsSuretmhydrid bchandelts und anschliesstnd auf einer 1090 
1111 DEAE-Cellulose-Saule nachgetrcnnt. Die Skle wird niit O-3 rlf TEAB wn nicder- 
molckularcn Verbindungcn bcfreit und nnschliessend im linearen Gradienten (5 I 0.3 
MTEABim Misch~efiss_S 1 1.0 AZTEABim Vorrats~ef~~ss)eluiert. Poly(pT),.7(37 000 
dl,,-Einheiten) werden vereinigt, van TEAB befreit, auf absolutes Pyridin gebracht. 
mit Essigs%ureanhydrid in 3’-Stellung acetyliert und aus khcr gef%llt. Nach dern 
Trocknen erh~lt man I.5 g Poly(pT(A~))..~, die an PVOH kondensiert \verden. 

~rt~ilw_w 1’011 Pk7/17j,,_ 300 mg gepulverter. setrockneter PVOH \vird in 10 ml 
trockenem H MPT cingeriihrt. in der Wirrnc eliist und mit 10 ml Pyridin versetzt. 1.4 g 
xctylicrtcs. trockcnes Poly(pT(_4~))~;.~ G-d bei Raun~tenqxratur in IO 1111 trockenem 
Pyridin suspcnsicrt. mit 600 111, cr TPS (2 mMo1) versetzt und untcr FeIIcllti~_keits:~lls- 
schluss nxh cu. 30 min dcr warmen Poly-nerldsunp zugegeben. Nach UI. 3 h Schfittcln 
bei Raumtempcratur wird der hachviskos ee\vordene Anstttz nlit S ml H M PTjlO 1111 
Pyridin vcrsetzt, weitr’r 12 h kondensiert und mschliesscnd XLIS Rther gef5llt. Der 
abzentrifugirrtc Niedcrschla~ wird untcr Icichtem Erwiirmen in Wasscr peliist. die 
Li%un~ niit UI. 1 ml konz. NH,OH zur hydrol_vtischen Entfernung dcr Acetylschutz- 
g-uppen versetzt und mch I2 h mit Kohletldiosyd-Gas ucutralisicrt. 

Bt~lmhm_y ran DE-4 E-Cell~rlosc~ mir PVfpTj,,. Bci RrlumtcmptratLIr wcrdrn in 
die neutrale PV(pT),,-LBsuns 100 ml gcquollcne DEAE-Cclluloss langs~m eingcrllhrt. 
Die Susptnsion wird weitere 4 h gerllhrt und anschlirssend in einer. mit Fritte (D,) 
und Kiihlmantel vcrsehenrn Cllrom3to~r3phi~-Sr?ule (30 ._ Z cm) rnit 0.04 :I1 TEAB- 
ZO’,:,‘, Methanol pyridinfrci gcwa~chen. lm lincarcn TEAB-Gradienten (2 I 0.04 dl 
TEAB im Misch&5ss_ Z 1 0.7 :\\I TEAB im VorratsptGss) entfrrnt 1nm1 niedermole- 
kulare Verbindunpen. spiilt die Sriule nlit Wasscr TEAB-frei und eluiert mit 0.5 M 
N&I-Pufk- bei 60 - so lange_ bis die Estinktion dcs Eluats auf ‘YI. 0.2 _-l,,,-Einheiten 
sinkt. Van at. 30 000 _-fib,,- Einheiten Poly( pT),. :_ die zur Kondens:ltion an PVOH ein- 
zesetzt werdtn. bleiben nach der Kondensation und Elution UI. SO00 _-Ilbu-Einheiten 
PV(pT),, irreversibel ~ebunden. 

In Analog~e zur Synthese van Poly(pT),, lvcrden 1 I mklol (201 000 AZsO-Ein- 
hciten) N-Benzo~l-desos_v~~denosit~-~‘-phasph3r (ref. 7) kondcnsicrt und an rinsr 
1000 ml DEAE-Cellulose-SrTuIc in Fralgionsbcreiche vor~etrennt. Die Fraktionsbe- 
reiche werden nach drm Einroriercn 3 Tast zur hydrolytischen Entfernung der N- 
Bsnzoylscht~tz~ruppe~~ in Methanol. das mit Ammoniak $rGttigt ist. bei Raumten~- 
peratur belassen und anschliessend an einer 400 ml DEAE-Cellulose-!%iuie im stei- 
genden TEAB-Gradienten rcchromato~raphiert. \vobei die in Fig. l-3 gezeigten Elu- 
tionsprofile erhalten werden. 

l 
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Fig. 1. S~utenchromntographische Nachtrcnnung ekes niedermolekularcn Fraktionsbcreichs dcr N- 
Bcnzovl-deso?t~adenosin-5’phosphosph~t-PoI~~ondens~tion nach hydrolytischer Entfernung dcr N- 
Benzoykehutzgruppen an DEAE-CclluIosc_ S%ulcnmasse: 58 -- 3 cm. Die Elution crfolgt im linexen 
TEAB-Gradienten. 3 IO.04 JI TEAB im Misehgef5ss. 3 10.5 Jf TEAB in IO?: Methanol im Vormts- 
gc&s_ Fraktionen zu 10 ml.20 min wcrdcn gcsamruclt und inncrhrtlb dcr scnkrcyhten Strichclung 
miter Pt~lli X und B vercinigt. 

Fig_ 2_ Siiu!cnchromarogmphische Nachtrennung cincs nicdrrmolekulsrcn Frak~ionsbcrcicbs dcr S- 
Bcnzoyl-dcsosyadenosin-5’-phosphat-PoIykondmsation nach bydrolytischcr Entfernung dcr K- 
Bcnzoybchutzgruppcn an DE_1E-CclluIosc. Sr?uIcnmassc: 5S -_ 3 cm. Die Elution erfolgr im linearen 
TEAB-Gradicntcn- Z I Wasscr im Mischgcf3ss . 2 I 0.5 .1i TEXB in 20”;, \ktbanol im Vorratsgel%ss. 
Fmktionen zu 20 ml;20 min werdcn gcsanimclt und innrrhalb der senkrtxhren Srrichelung unter 
Peak -4 vercinigt_ 

Fig_ 3. Skdcnchromatographische Xachtrennung eintli hochmoIskulnrcn Fraktionshereichs der X- 
Bcnzo~I-deso~vadcnosin-5’-phosphat-Pol~kondcnsation nxh hydrolytischer Entfcrnung dcr E- 
Bcnzoylschutzgruppcn an DEAE-CclIulosc_ SZuIcnmasse: 5s - 3 cm. Die Elution erfolgt im Iinertrcn 
TEAB-Gmdicntcn: 2 10.5 dl TEAB im Mischgcf%s _ 7 I 0.9 31 TEAB im VorrasgefrTss_ Fmktioncn 
zu 20 mIi70 min wcrden g~atmmclt und inncrhalb der scnkrechten Striehclung unter Peak X und B 
vercinigt- 

;i~~~rir~7rsc_i~ro~~~~to~r~pl~~~ cm P If ( p T) ,,- D E.-i E- Cdl~rioscr 

PV(pT),DEAE-Cellulose. durch Elutionsprozesse aufc-a. 70 ml geschrumpft_ 
wird mit einer Z cm hohen Schicht unbeladbm-er DEAE-Cellulose iibcrdeckt. Probe- 
gemische ( 1000 ALbO- Einheiten/ml) trz?gt man in 0.5-I-O 121 NaCI~O.01 111 Na2HP0,- 

Puffer pH 6.8 bri 40’ auf. I&St die LBsung cinsinken und eluiert die :mf 0’ gekiihlte 
Siuie im SalzpuKer- Der Elutionsvorzang wird mit Hilfe ekes UV-Messger2trs :tuto- 

matisch registriert. Fraktionen zu 20 ml/h werden gesttmmelt. Der Temperatttrgrtt- 
dient erfolgt mittels Thermostaten stufenweise- lvobei die Elutionsgcschwindigkeit bis 

auf 40 ml/h gesteigert wird. Estinktionswerte der einzelnen Fraktionen werden 311 
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cinem Sp~~trrtlphotometer hestimmt und sind in den Fig_ 1-S gratisch gegen Fraktions- 
nutmnern attfgetragen. Vereinige Peakfrttktioncn entsalzt mui s~ttlrnchrclmatoprn- 
phisch an Scphades G- 10 oder an DEAE-Cellulose_ 

ERGEBKISSE UND DISKUSSIOX 

Unter Bcdingungen der B:tsenpxtrttng Lveist DEAE-Ccllt~losc \vegen der hohcn 
!%lzkonzentration~tion des Puffers Seine Anio~~etl~~ustauschrrei~e~~scl~aften auf. so dass die 
synthetischen OIigonukleotide_ Poiy(pA),, und Pol;(pT),* das Sorbens ohne Retsrdie- 
rung passirren. PV(pT),Z-DEAE-Cellulose zeigt untet- diesen Bedinpungen ebenfalls 
k&o Austattscllerwirkttn~. da die kovaIent an PVOH sebttndenen Oligothymidin-Y- 
phosphate rrls Polyanionen fttnktionelle Grupptn der DEAE-Cellulose irrevcrsibel 
blockieren, und die hohe Sslzkonzentrtttion dcs Pull&-s zuszitzlich eine ionische Ad- 
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FRAKTIONSIJUXWER 

Fig_ 6. Affinitltschromatographie \-on 9SO ;lzsu- Einheircn aus Peak B drr Fig_ 1 an PV(pT),-DEXE- 

Cellulose in 0.5 111 NaCI-Puffer bei 0. bis 30 ._ S~uIenmasser 23 ;- I! cm. Fmktionen zu 20 rnl:h wx- 
den gesammelt und innerhalb der senkrtxhten Strichehmg vcreinigt. In Peak a wird p& eluicn. 

Fig_ 7. (a) Alkitfiitschromatogmphie van 2600 ,-I,,-Einheiten aus Peak A dcr Fig_ 7 an PV(pT),- 
DEAE-Cellulose in 1 IV N&l-Puffer bei 0 bis 30 :_ Srlulenmasser 73 .-. 2 cm_ (bl AtfinittTtschromlato- 
graphic van 4000 _&,-Einheiten tttts Pcak A der Fig. _ 7 in 0.5 32 NnCt-PidYer bci 0 bb45.-_ Fraktioncn 

zu 20 ml;h werden gesammelt und innerhrtlb dersenkrechten Strichelung vercinigt. In Peak b werden 
Pyrophosphstderivtitc eluicrt. 

TEt-GERATURi-Cl 

FRAKTIOIISrJUM:-¶ER 

Fig. S. (a) Affinitfitschromatographie van 2400 AzbU- Einheiten aus Peak A der Fig_ 3 an PV(pT),- 
DEAE-CelIulose in 1 M &Cl-Puffer bei 0’ bis 50’. SkIenmasse: 23 :L Z cm_ (b) Affinititschroma- 
tographie van 800 ii,,-Einheiten ~.IS Peak B der Fig_ 3 unter annlogen Bedingungen- Fraktionen zu 
20 mlih werden gesammelt. In Peak b-j wird PA:=, 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, wiihrend Poly(pA), mit zunehmender Monomereinheit stiirker adsor- 
biert werden- In Tabelle I sind die Eqebnisse dieser Trennung zusammensestellt_ 

Fig_ 4 zeigt, dass Poly(pT),, schwCcher als pA und pA2 an PV(pT),-DEAE- 
Cellulose retardiert werden. Dieser Befund zeigt eindeutig. dass dieses Sorbens keine 
ionischen Adsorptionseffekte aufweist. da an einem Anionenaustauscher hiihermole- 
kulare Nukleotide unabh%ngig vom Basenrest st;lrker als niedermolekulare adsorbiert 
werden. Stationir gebundene Oligothymidin-Y-phosphate treten Gber den Basenpaa- 
rungsmechanismus nur mit den im Sinne von Watson und Crick komplementZren 
Oligoadenosin-5’-phosphaten in Wechselwirkun_r_ wenn die Oligomeren der mobilen 
Phase mindestens drei Monomereinheiten aufweisen. wie das folgende Trennbeispiel 
zeigt. 

Die Komponenten (600 A?,,- Einlwiten) des Elutionsgipfels A aus Fig. 1 werden 
in O-5 M NaCl-PufIix bei 0” zu 70 “/L in drei Peltks a, b, c eluiert, wiihrend 10% nach 
TemperaturerhBhung (bis 30’) eluiert werden (vgl. Fig. 5n)_ Eine Auftrennung von 

TABELLE I 

D.&TEN DER AFFINII-;iTSCHROMXTOCRXPHlE VON OLIGONUKLEOTIDCiEMlSCHEi’! 
AN PV(pT),DEAE-CELLULOSE 

A (1) 

A (1) 

b (21. b, 4 
B(1). - 
A (7) 
A (2) 
A (3) 

B (3) 

2400 7NO 

350 336 
YSO s40 

2600 2420 
1000 3700 
sloe 1910 

so0 s30 

* Nicht identifzierte Verbindung. 
l * Pyrophosphatderivat. 

240 (a) 
14s (a) 
147 (a) 
190 (a) 
1SO (b) 
50 (c) 

1200 (a) 
1X0 (-6) 
410 (C) 
670 (a) 
950 (b) 
310 (Cl 
330 (b) 
320 (a) 

1620 (b) 
2300 (b) 

540 (a) 
‘30 (b) 
160 (c) 
300 (d) 

50 (e) 
ZSO (a. b) 
150 (c. d) 
160 (e. f, $) 
120 (h. i, j) 

Sil 

Sb 
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Komponenten- die an DEAE-Cellulose gemeinsam eluiert werden. zeigt_ dtlss PV( pT),*- 
DEAE-Cellulose Verbindungen nicht nach Anionenladung, sondern hybridisierfihige 
van weniser hybridisierfilhigen trennt- Die Fraktionen unter Peak a sind gelb gefsrbt 
und weisen keine pA rntsprechenden Estinktionsverh5ltnisse bei 250/X0 und 2SO,&O 
auf- Der papiercfwomatographische Test zeigt, dass Peak a mehrere Verbindungen 
enthiilt, die aufgrund van Bandenbildung nicht identifizierbnr sind. Da diese Produkte 
auch bei sp-;iteren Trennunsen auftreten, werden in diesen Fraktionen vermutfich 
nicht hybridisierfshigc Produkte eluiert. die sich in erheblichem Prozentsatz bei einer 
chemischen Polykondensation afs Nebenprodukte bilden und an DEAE-Cellulose ge- 
meinsam mit hybridisierfahigen Nukleotiden eluiert werden. In Peak b wird reines pA, 
cluiert. Gihrend im Peak c eine scl~~wcl~ verunreinige Verbindung enthalten ist. die 
aufsrund ihres R,-Wertes und der enzymstischen Hydrolyse ein Pyrophosphatderiwt 
vermuten IrTsst. Die R,-Werte afler chromato~rr~phierten Verbindungen sind in T:I- 
belIe II zusammenestefft_ Fig. 5b zeigt das Efutionsdiagramm ciner sechsfkh griis- 
wren Nukleotidmenge (3600 AZb,,- Einheiten) aus Peak A der Fig. 1, die miter _glci- 
then Bedingunsen an PV(pT),-DEAE-Celfufose chromatogrllphicrt \vird. Peak a ist 
unauf~el&t_ wird aber deutlich van b und c setremit eluicrt, so dnss 3600 d,,,,-Ein- 
heiten die Trennkiapazit5t dcr Sz?ule nicht erschiipfen. 

Wie Fig. 5d zeigt. sinkt die Trennteistung der PV(pT),*-DEAE-Cellu!ose_ 
wenn die Elution im 1 :\I NaCl-Pufk erTolpt_ Steigende SalzLonzentration wirkt sich 
negtiv auf-den Brtsenp~~arnnsmechanismus aus. so dass die Komponenten scfnv5cfwr 
adsorbicrt und dtther ti-fiber und schlechtrr aufgeliist eluicrt Lverden. Die Trtxnungen 
sind reproduzierbar. \vie eine Rechromstogrrtphie da- vereinigten Fraktioncn ;lus den 
b-Peaks der Fig 5:~ b. d in 0.5 .\I NnCl-Pufk- bekvtist (vgl. Fig SC). 

In fol~endcn Beispiclen iyerden Aliquotc dcr Vcrbindungtn de5 Elutions@ptkls 
B der Fig. 1 in 0.5 .\I NaCl chrom:~tograpl~icrt_ Dicse Vcrbindungen \veiscn gcgcnl?hcr 
den Konlponenten :ILLS Peak A einc hBhorc Anioncnlndung a&. da sic :tn DEAE- 
Ceffufose stz?rker retardiert \vcrden_ Wie Fig. 6 zeigt. wird nuch an PV(pT),,-DEAE- 
Cellulose die Hauptmenge der aut-gctragenen TiZbU- Einheiten eindeutif st5rlxr retar- 
dirrt- Ein Teil der nufgetrrigenen Komponenten \vird hei 0 vor Peak a_ 50”,, im Peak 
;I und der Rest bei Temperatur~rhiihLlll g (30. ) cfuiert. Peak ~1 licgt im Elutionsdia- _ 
ganni (Fig_ 6) etwa an dcr Stelle. die Peak c in Fig_ 5:~ b einnimmt. Im Papierchro- 
matogmmm und durch enzymatische Hydrolysc \vcrdcn Vcrbindungtx untcr Peak a 
als pA, identifiziert. Das Pyropfmsphatderivat (Pe& c) tmd pA, (Peak a) xverdcn so- 
\vohf i.tn DEAE-Cc3lulose afs ztuch an PV(pT),-DEAE-Cellulose mit iulniihcrnd glei- 
chrr St5rke adsorbiert- Beide Verbindungcn bildcn bei glcichcr Anioncnladung gleich 
starke Basenpaare. Die Basenpaxung ist daher nicht auf lineare Verhindun~en be- 
schrkkt_ sondern tritt such bei Pyrophosphatdcrivaten auf. Die Ereebnisse zeigen_ 
dass einr Auftrennung synthetischer Oli_gl~nuLlrotidgemischc in nlolckular-einheit- 
lithe Verbindungen bei Anwesenheit van Pyrophosphatderivaten erheblich erschwxt 
ist- Dieser Befund bestrltigt sic11 durcfl die Chromr~tographie da- Komponenten aus 
Peak A der Fig_ 2, die an DEAE-Cellulose an der Steffe efuitrt lvcrdcn. die Peak B in 
Fig_ 1 einnimmt. Peak b (Fie. 73. 61, in dem 60 5: der auf>etragentn Nukleotide eluiert 
werden. enthsft ein Pyrophosphatderiuat, drts mit dcm Produkt aus Peak c in Fig. 51, 
b, d idcntisch ist_ 

Die eindrutigen Ergebnisse, die bei der Trennung niedermolclular~r Oligo- 
nuklcotidgemische crzislt wcrdcn. wiedtrhoien sich nicht bei der Trennung hBher- 
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TABELLE 11 

PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE lDENTlFlZlERUKG DER PEAKFRAMYIONEN 
FIG_ 5-Y 

s7 

AUS 

k;ufmittetsysternc: (A) khanol-I M Anmxmiumncetat (pH 7.5) (7131: (B) n-Propnnol-NHJOH 
(konz.)-Wasser (5511035): (C) Isobuttersiiur+NH,OH (kouz.)-Wasser (66:1:33). 

a Ga-d) Bade 
b (5n-d) 0.16 

o.oh’- - 
c (k-d) (k-I6 

0.17”’ 

a (61 I).Ofl 

a (7a. b) BalltIe 
b (7~1. h) 0.16 

0_17-” 
t? (sil) -.- 

j (Sh) 

- R&riv zu p_A_ 
-- Relativ zu p.+_ 

- - - spureu. 

nwlckularer Nukleotidgemische am den Peakfraktionen A und B in Fig. 3_ Dim 
Komponcnten sind papicrchrom:lto~r~~p~~isch nicht zu charrikterisieren. da ihrr zu 
heterosl_cnc Zusammensctz~~r~~ im Papicrehrom~togr3mm zu unauf~eliisten Banden 
fiihrt. Ein grosser Prozentsatz der aut~etntgcnen Nukleotide aus den Fraktioncn A 

und B wird an PV(pT),,-DEAE-C e u osc nicht rctardicrt. wiihrcnd die restlichen Oli- II I 
~~omcren st%-ker als niedcrmolckult~rc Vcrbindungcn adsorbiert lvcrden. Die adsor- = 
bierten Produktc werden bci hiihcrer Tcmperatur in asymmctrischen Peaks eluicrt. 
Die Elutionsdi~~~r~tmnle (vgl. Fig. Sa. b) ltssr~l cinc Auftrcnnung der Nukleotidge- 
mischc nach Ketten$icderzahl vcrmuten. da sie mit Dityrammen fibcrcinstimmcn. 
die fiir antdoge Trcnnungen in der Literatur 1-Z bcschricben werden. Ein papierchro- 
matogrttphischcr Test zcig abcr_ dxs die Fraktioncn miter Peak b-j der Fig. Sa. b 

zww :iuf~eloekcrte Banden. aber keinr identitizicrbarcn Flcckcn bildcn, dercn RF- 
Wertc k&en Zusammcnhang zwischen Elutionstempcrstur und Molekiilgriisse der 
N~Iklcotideerkenr~cn lassen. Diese uncrwartctcn Trenncrgcbnissc sind folgcndermassen 
ZLI deuten: Synthctische Nuklcotidgcmischc enthaltcn lineare und Pyrophosphat- 
derivate. die bci dcr Bassnpaarun, 0 in Konkurrcnz tretcn und dadurch die Sclektivit& 
des Basenp3arun~smcchttnismLls hersbsctzcn. \vic die Trennungcn niedtrmoleku- 
larer Nuklcotid~cmischc zeigen. Ausserdem hfinpt die Schnlelztemperzttur der Basen- 

_ 
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paare sowohl van der LZne der mobilen als such der station& sebundenen Oligo- 
nukleotide ab3_ Beispielsweise wird pAs an Cellulose pT, bei 26”. an Cellulose PT,~ 
bei 20_5 .‘ eluiert3_ An PV(pT),Z-DEAE-Cellulose sind hochmolekulare Thymidin-Y- 
phosphat-Oligonukleotide mit breiter Molekular~ewichtsverteilung stationl?r gebun- 
den_ die mit komplementiiren Adenosin-S-phosphat-Oligomeren Basenpaare unter- 
schiedlicher Stabilitiit bilden. Bei Temperaturerhtihung dissoziieren diese Basenpaare 
in breiten. sich fiberlappenden Schmelzintervallen. Hierdurch ist eine scharfe Tren- 
nung der Nukleotidgemische in molekulareinheitliche Fraktionen nicht mehr mGiglich_ 
Oligonukleotid-DEAE-Cellulose_ an der molekularuneinheitliche Oligomere fisiert 
sind. eignet sich somit nur zur Trennun, m niedermolekuiarer Nukieotidsemischc. die 
unter diesen Bedingungen scharfe Schmelzpunkte bilden. 

Durch Partialhydrolyse van DNA- und RNA-MolekGltlen sind linearc- nieder- 
molekulare Oligonukleotidfragmente leicht zu@nglich_ Aufgrund der hier gezeigten 
Trennergebnisse sollten diese Fragmente an Oligonukleotid-DEAE-Cellulose spezi- 
fisch im pr5parativen Massstab zu trennen sein. Auf diesem Weee w%-en kurze Olizo- 
nukleotidb&cke definierter Sequenz bedeutend einfacher nls durch chemische Syn- 
these zu erhalten. 
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dieser Arbeit_ 

ZUSAI\lXlENFASSUNG 

Mit Oligodesosythymidin-5’-phosphatresten substituiertcr Poly~~inyl~~lkol~ol 
wird an DEAE-Cellulose unter Bedingungen dcr Basenpaarung irreversibel adsorbiert. 
PV(pT),-DEAE-Cellulose ermiiglicht synthetische Oli_gonukleotidgemische im pr% 
parativen Massstab nach dem Prinzip der AffnitStschromatographic zu trennen. 
Lineare niedermolekulare Oligomere werden fiber den Basenpaarungsmechanismus 
nach Watson und Crick spezifisch in molekulareinheitliche Fraktionen getrennt. Pyro- 
phosphatderivate treten bei der Basenpaarun, a mit linearen Oligomeren in Konkur- 
renz- Hochmolekulare Oligonukleotidsemische Lverden an diesem Sorbcns nicht nach 
steigender Ketteng!iederzahl getrennt. da sie mit den molekL~laruneinheitlichen sta- 
tion% sebundenen Partnern Basenpaare bilden. die in breiten. sich Gberlappende; 
Schmelzintervallen dissoziieren. Die Basenpaarun, a verstzirkt sich mit zunehmender 

Kettengiiederzahl und nimmt in hoher Salrkonzentration ab. 
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