
Oligomers of deoxyadenylic acid, obtained by pofycondensation, were cova- 
fently atfached to polyvinyt alcohd. These polymer-bound ofigonucleofdes undergo 
very strong adsorption on DEAE-cettulose such that at neutral pK and wi:h I hf 

MCI2 partial OesorbtiorL occurs on@ above 60’. The use of this PV(pA),-DEAE- 
celhdose for the column chromatographic separation of deoxythymidylic acid 
oligomers obtained by polycondensation, according to the principfe of base-pairing, 
is discussed. 

L&ear oligomers and also pyrophosphate derivatives of thy_rnidyf?c acid which 
contain more than five monomer units undergo strong retardation under the con- 
ditions of base-pairing. Q&c oligonucleotides do not show any noticeable inter- 
a&ion with the stationary phase. Thus, through the use of a temperature gradient, 
it is possible to fractionally separate the pofycondensate, giving an average degree of 
~~rJ~ymerisation of G-10. 

Die remplate-CIrroma~ographie ist ein sklenchromatographisches Verfahren 
2 r seIektiven Trennllng van OIigonrrkteotidgemischen au station% gebumdenen Oligo- 
r kfeotiden dehierter Sequenz *. Die stationsire Fkierung YOR Nukleotiden durch 

k. vafenten Einbau in eine 22S.hsemah-ix, wie sie bisher in der LiteratuF-9 be- 
.- 
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sckrieben wird, erfordert grcsse~, 
Ausbeuten, kann- zu cmzwiinschten 
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DEAE-Zdiffbse x112 den polymeigebundenen OfigonukIeotiden in einem batch- 
V&%hren. 

sy~rhese vutt (pbz A)., tz = 6-12 
. 

11 !IilMoI (5.64 g, IN Ooo E,,,Einkeiten) N-Benzoyidesoxyadenosin&pkos- 
phat’” werden in wasserfreiem Pyridin suspendiert. Die Suspension tird durch mekr- 
maliges Abrotienx mit trockenem Pyridin im &akrrum absofutiert lid zum S&JUSS 

_wf ca. 40 ml ko=eotrk-t. Unter Feuchtigkeitsaussckluss gibt man i0 m&tot (3 g) 
TPS zu tmd &St den gut versckfosseneo Ansatz 10 fi bei Raumtemperatur leickt 
scfriitteln. Man bricht die Polykondensadon mit C(I. 30 mt Wasser ab und fssst den+ 
Xnsatz iiber Yacht bei Raumtemperatur stehen. Zur sHu~enchromatoFapkisctten 
Reinigung der Polykondensate wird das Reaktionsgemisck mZt WasseT auf eine 
O.&l &f L6sung verdiinnt, die dann aof eine DE,4E-Zeflulose-Sguk (50 x 5 cm) auf- 
getragen wird. Nackdem die SguIe durck EIution mit Wasser van Pyridin befreit ist, 
einiert man mit 0.4 M TEAB in 20% Methanol niedermolekrrkxe Ofigomere der N- 
BenzoyldesoxyadenyKure (pbz A.& wgkrend no& auf der SBule a&orbierte kiiker- 
moIekuIare Oligomere pbz A ,6 _tnit 0.8 icf TEAB-Puffer in 20 7: Methanol gemeinsam 
elrriert werden. Man vereinigt die Fraktionen mit: pbz A,6 und entfernt unter Zusatz 
van Pytidin den Aiichtigeen PrrEer am Rotationsverdampfer im Wasserstrahlvakuum 
bef G&60”. Die gefriergetrocknete LBsung erg&t CO. 800 mg (21 000 E,,,-Einheiten: 
Mitrelwert alts vier Amdtzen) pbz A,6 a& geefbbraunes Pufver. das bei --Xl” iiber 
PLO5 Zm Vakurrm aufiiewahrt wird. 

600 mg gept;Zverter, getrockneter PVOH werden in 30 ml HMFT eingeriikrt, 
in der W&me gel&t und mit 30 ml trockenem Pyridin versetzt. Zu der auf Zimmer- 
temperatur abgekGkften Lijsung gibt man I.6 g pbz A>6 gepuivert zu. Zw destilla- 
tiven Entfernung eventuefl vorhandener Wasserspuren wird die Suspension mit ca. 
10 ml trockenem Pyridin ve_rsetzt, die anschliessend im Vakuum abgezogen werden. 
Dieser Vorgang wird dreimal wiederholt. Anschliessend gibt man unter Feuchtig- 
keitsausschfuss I g (3.3 r&&01) TPS zt~ und schfittelt die Suspension gut verschlossen 
!5 k bei Raumtemperatur. Nack CQ. 0.5 h bildet sick eine dunkerrote, klare Liisung, 
die im Laufe der Zeit Izochviskos wird. Die Kondensation wird durch Zrrgabe van 
'i%SSer abgeebrochen und der AnsaeQ mit Wasser auf 500 ml ar;f~efEfk Die braune 
‘.iisrxig wird zur Entfernung niedermoiekularer Verbindungeen in elner Ultrafiitra- 
d onszelie iiber eine XM 50 Membran (Amicon) so iange bei 4 at6 ultrafiltriert, bis 
, 3s Eluat pyridirxfref ist (ca. 48 k). ZrJr hydrolytischen Entfernung der N-Benzoyl- 
t hutzgruppen verse&t man die ultrafiltrierte LGsung mit dem vierfachen VoluMen 
i 2 Methanol, das mit NH3 bei 0” gesgttigt ist, und I&st del; Ansatz versckiassen drei 
- rge bef Raumtemperatnr steken. Ansckliesserzd wird das Methanol am Rotations- 
\ rdampfer weitgekend aus der L(isung entfernt und der viskose Riickstand erneut 
c r UItraf%ration so iange unterworfen, his das EEuat nur noch 0.9 &,,-Einheiten 
5 _fweist. Aus zwei Ansg.izen-erks& man ca. 21 OKi &&inheiten der pofyqergebun- 
i ilen OLi~odesoxyadenyIs~rerr. 
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CCL 100 ml irs Wasser gequol!ene DEAE-Zelirrtose langsam eingeriihrt. Hierbei &nmt 
das QueTzivoIumen der DEAE-ZeiMose stark ZLZ. IXe Suspension wird 5 h la%WM 
bei Rairmtemaeratur ger3x-t. Anschliessend fXt man die ,PVipA),-DEAE-Ze:IrrIose 
in eine, mi% F&e @I) und K6MMCiBtel verrehene Chrrcntatbpphi~Bde (ti X 2 cI@. 

Die ~chwach absorbierten~??olymere werden z~~&hst mit I _M TEAB, dann mit I &f 

N2CI-PaEer bei Raumtemperaa:ur arrsgewaschen. Hierbei schrumpft die SZulenfGIfung 
auf das arsppriinghche Voinmen vor der Beladung. Van den ca. 21 000 -l&-Einheiten 
der potymergebundecen OIigcdesoxyadenyfsbnr e b!e&en nach dem Waschprozess 
56W .&-L 5nhei:ert &eve_rsibel get’ormden. 

Die P~~~_4),D~E-Ze11ulone wird mit einer CC. 2 cm hohen Schicht unbe- 
Eadercer DEAE-Ze!iulose iiberdeckt, urn eventuefie Verrrnreitigungen 2~s de&Probe= 
abzufangen. Frobegemische, 333-I 500 l&- Einhdterr/ml tr@t man in 0.5 &.f NaCl/ 
Q.OT M Na,KPO,-PufSer, pK 6.8, bei W auf, IBsst die L8sting eitiehen und eluiert 
die auf 0’ gek&&e S&Se mlt dem gfeichezr Salzptier. W3hztend der EEutio~~ v&d die 
Wassertemperatur im KiihlmanteI der SBafe stufenweise mittefs eines Thermostaterr 
(Ha&e) erhiiht_. Fraktio~~en zu 20 ml/h werden gecammelt. Bei allen IA&en wird der 
Elctionsvorgang mit EI’iIfe efnes UV-Messget%es (LKB Uvicord IL) automatisch 
registriert. Falls die Estinktionswerte der obese Erfassuntxserenze der zutomatischen 
Re$stderung 3xrschreiten, werden Sk ax einem Spektroi&tometer (Zeiss PMQ 11) 
nachgemesser. Dfese UY-Messwerte sind io Fig. f, 2x, 3a, 5, Eia, 613 uod 7 graphisch 
gegen die Fraktionsnunmer aufgetragen, wHhrend in den Gbrigeen Abbirdnngeo 
(Fig. Zb, 2c, 3b, 4, 8) die automatisch aufgezeichnesen Ettltionsdfagramme wieder- 
gegeben sind (det ,Masstab der Fraktionsnummer ist hierbei stark gestat~cht). Die uer- 
einigteb Fraktione& innerhaIb der senkrechten Strichelung werdea zur Entfermmg 
deS Sa!zptiers an eiiler UM 2 Membran fAmicon) bei L! ati rrltrt&ltriert. Bei diesem 
s&n&en _ ei&achen Ve&ahrerr gehen nitunter vermn:Iich durch ttnbekannte Enzym- 
aktivit%% his zu 20 “/O der OIigodesoxyadenyfs%xen verforen. Die Komponenten der 
Peakfraktionen werden papierchromra~o~aFhlscEr und entymatisch idecfifizierf. Die 
~&ten Tremxrmg~Etn werden mehrmals wiederhoit, so dass die &gaben in Tabelle 1 
Mlttefwetie sind. 

Zrr_r E&fern&g der EermlnaIerr S-Phosphatschutzgruppe werden CCI. 30 E&- 
Efnheiten der entsa’an OfigodesoxgthymidyisZuren im Vakumn zur Trockene eio- 
rotieti xmd anschIiessend IO 50 ,A Wasser geellist. Die I&ung wird tit IO .tcf LW Tris- 
Puffer p-FE 8.1 und 28 ~1 k&fGcher E~~~ymliisung verse&t, mit Wasser auf 120 ‘~1 
a&effjiIt und 6-22 h bei 37’ izknbiert. -4nschliessend wird der Ansatz papierchro- 
matcggaphisch aufgearbeiter 



~EMPLAT!5CHROM~TOGR9J?J%E Ah’ OLIGOADEN~_;U~E~ . 465 

Jei 37” inktibiert. Die Spakprodukte T rend pT werden papierctiomato_saphisch im 
Cystem i M Ammoniumacetat-ethanol (3:7) getrennt. Aus dem Verhgiltnis der _!&- 
3inheiten van pT!T errechnet sich die Kettenldnge der urspriingiichen Gfigodesoxy- 
hymidyIs5ire. 

3RGEEGGSSE UND DiSKUSSION 

PV~-~),-DEAE-ZelLrrIose e&Tilt man in Analogie zur Darsteih_mg van PV- 
pT&-DEAE-2elluloseLff ans hijhermolekularen GIigodesoxyadenylskrsn auf fol- 
_rendem Weg. ZunM~st werden Gfigoadeoyfskren ilber ihre terminalen S-PHos- 
-hatgruppen mit freien Hydroxyigruppen des PVGH veresteti. Nach der Veresterurig, 

jiie in guten Ausbeuten uer%xft, entfemt man niedermolekulare Verunreinigmgeen 
und nicht gebrrndene Adenylsgiuren weitgehend durch UIt&ifcration. Ansctiliessend 
werden durch Zugabe van DEAE-2eHulose alle no& verbliebenen Anionen an der 
ZelIuTosematrix adsorbiert. Die so erfiattene PV(pA),-DEAE-ZeLiulose wird scfrliess- 
ii& in einer S&it im Salzptier van schwa& adsorbierten Polymeren und Verun- 
reiniggmgen befreit und kann dann zur Template-Chromatographie verwendet 
werden. 



(p-Q,, n = =A5 

(p-l-),, n = 5-s 

(P-o,, n 1 8 

lEa (2b, c; 4) 

26of) 

36w 

230s 

2530 

3460 

270 

750 

595 

436 

LOS 

93.5 

96.0 

96.0 

3o.fr 

x.0 

30.2 

71.7 

65.7 

60.0 
55.6 
57.2 
56.3 



gtiedem (MisAmg III) aufweisen, wob$ lineare neben zykEschen und Pyrophosphar- 
de&Zen vdiegen. Da die Gem&he in Papierchromatogramm Eznden biiden, ist 
die Identifizie~~ng der einzeinen Komponenten nur bedingt mSgIich. Anhand der- 
artig kompIex zusammengesetzter Mischungen, die weder an DEAE-Zeliulose, noch 
papierchromatographisch aufiutrennen sind, iassen sich MSglichkeiten und Grenzen 
der TempIate-Chromatographie besonders deutlich aufzeigen, 

-Die Efutionsprofile der drei Testmischungen (Fig. 1-3) zeigen si_tiEkante 
Unterschiede- Aus Mischung I [(PT),, n = 4-61 wird nur ein ganz geeringer Anteit 
adsorbiert, wghrend aus den Mischungen II und III, die htihermofekulare Verbin- 
dungen enthalten, deutfich meht Substanz gebunden wird. Die Daten der sduten- 
chromatographischen Trennungen sind in TabeUe 1 zusammengesteltt. Im e&en 
Lauf (Fig. I) werden van 2600 E 2,,-Einheiten der niedermolekularen OIigodesoxy- 
thymidyIs5uren nur 60 (2.300 I&, -Einheiten 2~ der PV(pA),-DEAE-ZeIIuIose 

ig. 2. (a) EIuficx~sproiiI der Quiencfiromato_~piriwhen Trermmg voo 3630 E,,-Einheitec einer 

::igodesox~~)?rid~ls~~-~~i~~~g [(p& i-c = 5-S] an P\‘fpA)),DE4E-ZeLIalase.-DEAE-ZeIIzIose_ S~Xenmasse: 
3 ic 2 CXL Q’cZhrend da EWion, die im 5.5 MN&I-Puffer erfoIgt, v&d die Temperatrrr stufenweise 
m 5” auf 15” md 25” erhiiht. Fraktionen N 25 ml.& uerden gesxr’ek. Die innerhaib der senk- 
%chfen Sfrichekmg gefegenen Frakfionen bei 0’ (A, A& IO’ @) und bei 20” (C) werden uereinig. 
~)~Aufom&sch x@frier& E!ufionsprofit der Nachreinigung van 645 I%,-Einhelren aus deo ver- 
r&t& F&cfionen afer Pe& -4 (Fig_ Za). (c) Automatis& repisfriertes EIutfo~!!profil der Nxh- 
. _ _ xmguf~ yen 360 .&,-E&he&n ar.x den veretigten Fra!cfionen -mter Peak Al (Fig. 2%). Die Elution 

-f&s in &) md cc) uI;iet &o in (a) gaxumtsn Bedingwgen bei 0”. Dk Fraktionen (E und Ia) in 
1 ig 2kt wxi c we&en i.snerMb det senkrechten SIIichFhng VeRi&. 





c dl6pft iSt- Die ~~firOiIBiOgE@de vo_n Peak AL (Fig &j, &e zu e&r &&j&en 

; eakaufspaltung f&t (&I, Fig. h) spGcht ebenfails fti eine uberladung der SguIe 
i 11 meitelr buE”. Da im zweiten Lauf 720 El,,-Einheiten (0.082 m&$ol pT-Monomer) 
c :r Oligodes~,~hymid~Is~u~~ischung adsorbiea werden, betei@en sic& .sodt 23 0~ 
< :r 5600 Em- l%heiten (O-36 mMof PA-Monomer) an der Basenpsrar~~n_e, f2& 1 :I 
: .ompIexe gebifdet werden. 

Der Temperatureffekt erkl%t sicfi aus dem Basenp~rungsmechanismus. Das 
i sstreben gefijster, konq$ementZrer OIigonukieotide Basenpaare zu birden nimmt 
L~kanntIich tit der Amah1 ihrer komplement~ren Basen ZU. Temperaturerhiihung 
x-. i&t der Basenpaarung entgegen, da die Nebenuafenzbindungen zw&hen gepaarten 
Lsen instabil werden. Oberhafb einer sogenanaten “ScInneIztemperatur” liegen 
L&me, kompIement&e Oligonukieotide bereits ungcpaart uor, W&rend bei derselben 
‘t’emperatur IBngere OIigomere noch bzsengepaart sin& Bei der TempIate-Chromato- 
graptie “schmelzen” adsorbierte Oligonukteotide je nach der AnzahI ihrer gepaarten 
Monomereinheiten im Temperatirgradienten nacheinander ab. Die Peakarrffiisung 
h&,m son& entscheidend van der H8he der gew%Jten Temperaturstufen ab. So fiihrt 
die Nachtrennung der vereinigten Verbindungen aus Peak C, die in Fig. 2a und 3a 
bei 20” einheitiich Iaufen, bei e$em ff acheren Temperaturgradienten zu fimf teilweise 
aufgeI&ten Peaks (Fig. 3bj. Ebenso erfahren die uereinigten Produkte (1000 l&- 
Einheitenj aus Peak B (Fig. I und 2a) und Peak I1 (Fig. 3bj: die bei LO’ zun%hst in 
einem einheftlichen Peak eluiert werden, bei der Nachtrennung eine derrtliche At& 
I~sung (Fig. 4)_ Den hohen -Ante2 nicht oder nur schwach retardierter Substanzen, 
der bei den Nachtrennungen in Peak E, Ia und Ib (Fig- 3b und 4) auftritt, ftrhren wir 
darauf zuriick, dass sowoht hShermolekufare Oligodesoxythq-midyls~u~n als such 
Pyrophosphatderivate be2 der Arrf;irbeitung teilweise depolymerisieren und dann 
nicht mehr retard&t oder bereits unterhalb van 10” efuiert Iverden. 

Die gepunktete Kurve in Fig. 4 zeigt das Elutionsprofil einer Desoxyadewl- 
szurem&hnqg [@A),, n = Z-7)] an PV@A~,-DEAE-Zetrufose. T)ie _4denykkren 
werden ebenso se& wie Thymidyfs&ren aus P=.k fa retardiert. itfischungen, in denen 
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beide VerbindrrngeE gemefasam en&&en Gad, werden an PV(3A),-~~AE-Ze~Lul~se 
nkht ggeont, wHhrend sic an PV(pT),-DEAE-Zefiul~s~ ohne weiteres ZF trennen 
sind, da OfigothymidyZsZun an PV(pf),-DE_4E-Zeilrrlose nicht retardiert werden’*. 
Die stake Retardierung van OIigoadenylrZuren an P~~~_~~,DE~-2elf_Jlase be- 
r&t mijgiicherweise auf einer Eigenassoziaticn zwischen geK_%ten uad station&ge- 
bundeEen AdenylsZuren. Wr nehmen aber an, dass Adent_f&$uren vor &fern mit der 
DEAE-ZeIIrtlose-Matrix in zusZ_tzliche Wectrselwirkungen treten, dz bekanntficb 
PolyadenytsSuren 80. Zelluin -se rrnter be&m&en Bediqmgen adsorbiert werdenL”.“. 

Zrrr KlBrrrng, welche Verbindungen die uerschiedenen El&onspea& enthzdten 
werde$ die FrakGonen g!eichnamiger Peaks vereicigt und a~i DEAE-2eflulose oach- 
getrennf. Berbei erL’1St rnzm ElutionsproEIe (FZ g. 5-S) mit mehr oder weniger gu 
auf’geliisten B&s_ Die Verbindurtgen der eirzeinen Peaks werden pq-$er&romata- 
gE3phkch mft Hi& VOR VergIeichssubstanzen &amkte&iert und f&s mij&& durcl 
e&imatiseben AbEran identitiert_ fn Tabelie If end IfI &d die Daten dieseT Unter 
suchungefi zusammengesteile. 



Hauptpeaks I;-, (Fig. 5) eluiert. W&rend die DEAE-Zetldose Ofigonnkleotide var- 
wiegend nach ihrer Anionenladung unierscheidet, trennt PV@A),-DEAE-Zeltutose 
beispielsweise OIigo:hymidylsZurn in hybri&sierfZhige und niche hybridisiefihige 
Verbindungen. Zyklische Ofigomere der Thymidy&ure werden an PV@&-DEAE- 
ZeIMose nicht retardiert, da man sie ausrchliesstich rmt,er den Komponenten in 
Peak A (Fig. l-3) findet. Dagegen gefien lineare OfigothymidyIsZuren ebenso wie 

Zhee Pyrophosphatderivate miit den statiotirgbundenen AdenylsSxen unterschied- 
6.31 starke Wechsefwirkungen ein. Entscheidend fZr die Stirke der Wechselwirkung 
ist die Zahl komplement% gepaarter Basen. 

Die fdentifirierung der Produkte aus den Peaks IL_-6 ist nur teiiweise m6glich 
und ze& ZWII BeispieI, dass in Peak I3 pT5 enthalten ist. Das bedeutet, Oligothymidyt- 
s%x=en rnit f&S u~d weniger hfonomereinheiten werden an PV(pA),-DEAE-ZetTuIose 
nicht retardiert, bidden somit keine Basenpaare mit der station2rcn Phase. Dieses 
Ergebnis I&t sich n2cht mit den Trennungen van OIigoadenyls8uren an PV@T),- 

TABELLE III 

&!VERTE DER PEAKFRAKTIONEN NACH ENZYMATISCHER ENTFERFXJNG DER 
TERMINALEN PHOSPKATGRUPPEN MIT ALKALfSCHER PHOSPHcTASE UND ER- 
GEBNISSE DER ENZYMATISCHEN SPALTUNG ML-F PHOSEiHODIESTERASE AUS 
SCHT_ANGENGIFT 

L : 2.87 
f : 237 

0.S A 
0.02 A 
0.67 A 
0.78 A 
0.40 A 
o.s9 A 
0.62 A 
O-L9 A 
0.49 A 
0.19 A 
- -4. B 

o.ti x 
- A 
- A 
0.58 A 
Ct.58 A 
0.20 
0.30 A 
cLI9 B 
0.23 s 
0.12 % 
Q.26 B 
0.16 E 
cl.19 % 
us0 % 
Bade B 

I. L:3.36 TPT4 
- 
- 

- 

I. - 
- - 

3. 

2 1. 
2. 
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I 
2 I. 

2. 
I 
L 
L 
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f. 
1. 
I. 
L. 
I. 
f. 
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L : 5.40 95 
- 
- 
I :4.M 
I:-t.18 

95 

SQ 
20 
95 
95 
95 

- 
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FRAKTIONSNU!.%?ER 

Fig. 6. (a) ElutionsprofiI der sb&xvAroinztographischen Nzchrrennug van 600 E,--Einheiten einer 
O:~ode~xq~hqmidy~~~e~s~h~g a~ DEAE-Zellulose. S2ufenmasse: 20 x 5 cm. In der Mischung 
sind alle Produkte vexinigt, die ‘bei 0” an PV(pA}),DEAE-ZeZluiose geetingf@ig retzrdiert Kerden 
tPeak Ia in Fig. Zb, 2c rend 4). Die Elation e_rfolgt im Iimxr steigenden {TEAB) Gradienten, der 5 I 
0.3 Af TEAB im Mischgef%s und 5 I 0.5 Af TEAB in Vorratsgef%s aufw&t. Fraktionen zu 20 ml/ 
i0 tin uerden gmmmelt und tierhafb der ~~~krechten Strichehmg versinigt. Die Pradtrkte ~ZIS 
f’ezk La:_s werden papierchromatographisch identitiert. Die Ergebnisse sind in den Tab&en EI 
und III zuzmmengefzsst. <b) EIutionsproN der stu!enchromato~aphhe~ Nachreinigung vow 160 
F?,,-E*heiten der Oliodeso~~~d~I~~~e~~h~g au Peak Ib Fig. 41 an derselben CEDE- 
Zellufose-SBuk. Die EIution erfolgt mit 2.5 I 0.3 &f TEAB im Mischgef%s und 2.5 I 0.4 Af TEAB 
i-7 Uorratsgef&s. Fraktionea zu 20 ml/IO min werden gesammelt uod die innerhalb der senkrechten 
C; Gch&mg vereinigt. Die Produkte as Peak Ib, und Ib, uerden papirrchromatographisch ident& 
i .xt. Die Eigebnisz slnd in de0 Tabeiren II und IfI zuszmmengefasst. 

xUx~~peratur er$bt sicft dass pT, an der PF’~A),-DEAE-Zelulose bei 10” 
Itrscbmikt”, w&rend kkzere OIlgothymidyWiuren rend Pyrophosphatderivate mit 
kzeren Segmenten bereits w~terbalb 10’ eltiert xerden. 

Die -Verbindungen aus Peak III und Zfla (Fig. 3b), werden bei der Rechro- 
Itographie an DEMXZeUnfose (Fr,. ‘0 7) nicht aufgetrenat, obwohl papiercbromato- 
@I%x~ in Peak III, drei und in Peak III a, zwei verschiedene Prod&e nacbzu- 
&en sind (Tab&e ~2 und ~1). Der enqmatisehe Abbau dieser UIigonukfeotide 
igt, dass in Pea& HE, rrnd Iffa, wiederum Iineare neber, Pyrophosphatdetivaterr 
zieti wetden, die venw_&cfr Segmente bis zu a&t Monomereinheiten aufweisen. 

Die Na&tznnuqen zeige:en dsutkh, dass DEAE-Zelhfose ix Trennun~ 



h~hemolekularer Oiigonnkleotide nur bedingt gee&net ist. An DEAE-Zellufose 
werden Gemische der Pro&k& aus Peak 11, EII und Ilfa nicht mehr aufgetrennt, da 
die Efutions~rofFfe der Einze!IC&e (Fig. 7) Cberiagert ~2nd. Dagegen kann man an 
PV(pAt,-DEAF,-ZeiruEose dime Mischungen teifweise trennerr. fm Tempemur- 
,wdient s&_me!zen dk Prodrrkre an Peak 11 bei 10” a& w&rend die Prodrrkte at?~ 
Peak III tend IIla east bei 20” eluiert we&en. Die OfigothymidylsZuren aus Peak 11 
k&-men son& qnantitativ van den Verbindungen aus Peak III und IIIa abgetrenr.: 
werden. Die Trennrmg der Verbindungen am Peak III und Hfa ist aber selbst a 
PV~~~,-T)EAE-~ellrrlose nw beschtiinkt mQ$cb. 

Die Nachtrennung der vereinlgten Verbirxdungeen aus Peak D (Fig. 3~) u13 1 
Peak IV (Fig. 3b) GSxt zxvar an DE&E-ZeIMose zt~ teei[weise arufge&sten Fmktion: - 
bereichen (Fig_ 81, aber Peck IV, ist bereits so s&e&t aufgeI&t, dass seine Komp~ - 
neaten papie~chronatographisch Barxden bifden urrd nicht ngher zu identifiziete 1 
sim5. Der enzzmatischc Abbarr dieser OrigothumId~rs~urege_~ische zeigt, dass d: : 
OligomerensGn Schtitt Cber dreizetiu Monomer&&&en a&w&en. Die unbefried - 
_-den Ergebnisse bei der Ti=mpfate-C~oMaro~~pb~e hehermolek&arer Oligothl - 
nidylsCxegee;nische %n PV(~~~,-DEAE-ZeILufose sind im Basenpaanmgssmechani; - 
muS be@ndet. Die Schmekbereiche kompfemen& gepaader OIigo&&otide ve: - 



TEMPLATE-CHROM-4TOGRM’KIE ‘AX OLIGOADENYLS.;iUREN 

Fig. 8. Automatis& registriertti EIu:ions~rofX der Nschtrecnung van 80 E16,-Einheiten einer OK- 
~ad~oxqthqmidy~ure-~~chr?ng ctn DWE-&iIuIose. SZu!enmasse: 20 x 5 cm. In der Mischung 
sind alIe Produkte verein& die bei 30’ die PV(pA~,-DEAE-ZelIutose verlas&cn (peak D in Fig. 3~ 
und P&C IV in Fig. 3b). Die Elution erfoI@ im linea steigeendeil (TEM3) Gradient&. der 2 I 0.3 M 
TEAB im hGschgef&s und 2 I OS M TEAS im Vorra&gef%x zufweist. FraMionen L~L 20 ml/IO min 

werden gesanmelt und innerhalb der senkrechten Strichehmg vereinigt. Die Produkte aus P-k IV, 
werdea papierchromato_znphiscb identifitiert. Die Ergebnisse sind in den TzbeUen IT und III ZLL- 

sammengeEfsst. 

schieben sich z~ar bei zunehmender Zahl gepaarter Basen zu h&here3 Temperaturen, 
riicken aber gleichzeitig enger zusammen. fm Temperaturgradient -‘schmeIzen” daher 
hybridisierte OIigonukIeotide mit steigender Monomereinheit in immer s&ker iiber- 
lappten Schmelzbereichen ab, so dass Elutionsprofiie resultieren, die nur teilweise 
oder Richt aufge!bst sind. Zu&zfich verbreitern sich die SchmeWoereiche verm&ich 
dadurch, dass die UlIgonukleotide der stationgren Phase molekuIaruneinheitlZch bzw. 
unterschiediich gut zug%glich sind. Hierdurch wird etne Teilhybridisiertmg zwischen 
mobiien und statio&rgebundenen, komptement&en OIigonukleotiden beans&t. 
Partielt hybridisierte OIigonukIeotide schmeIzen niedriger als im vollst&dig hybridi- 
sierten Znstand. Diese Teilhybridisierungen k&men dazu ftihren, dass h6hermofe- 
Mare OGgonukleotide, die nur teilweise hybridirieren, gemeinsam mit niedermole- 
kularen, vulfsMndig hybridisierten OIigonrrkleotiden efuiert werden. Selbst wemt die 
stationgre Phase ausschriesslich moIekuIareinheitIiche Oligonukleotide auf+~eist, ist 
vermutfich aus sterischen Griinden eine partie!Ie Eybtidisietung nicht ganz auszu- 
schfiessen. Der grosse Aufwand, den der kovalente Einbau mofekulareinheitficher 
Olfgonukleotide in die Ttigermatrix erfordert, zahlt sich unserer Ansicht nach nicht 
in bessereri Trennergeebnissen aus. Fiir unsere Ausnahme spricht, dass Astell und 
Smith7 und Astelt ef aLe bei anaiogen Trennungen an OIZgonukIeotidzeflulosen, die 
mit eixhei:Iichen OIigonukleotiden srtbstituiert ~2nd. Schmefzpunkibereiche finden, 
die sich kzum van unseren Wetien unterscheiden. 

AIIS den Treonergebnirsen an PV’(pT),- und PV(pA),-DEAE-Zetlulose sieht 
man, dass es mit Hilfe der TempIste-Clrsomatographie mijgfich ist, aus Potykonden- 
Taten der ThymidyI- und Adenylsgiu re, die weder an DEAE-Zellulose noch papier- 
:hromatographisch aufzutrennen sind. definierte Nukieo$de mit dr& bis zehn 
donomerekheiten seIekGv im prapsrativen Masstab zu isolieren. Besonders die VOII 
ms geplante Isolierung definierter OligonukIeotide CUIS DNA- und RNA-Hydrolysa- 
/rG die beispie!sweise nur [ineare, niedermoiekuIare NukIeinsGxefragmente ent- 

-;a&en, sol&e I& HiEfe der TempIate-Chromatographie realisierbar sein. _ 

Der Deutschen 
&_zung dieser Arbeit. 

Forschungsgemeinschaft danke ich filr die finanzielie Unter- 



Polykondensate der DesoxyaderqG%ure werdkn koualent mit PoIy*&a~kohoE 
verkniipft. Diese poly~eqebunde~en Oligoaukleotide werden an D~~-Ze~Mxe SO 
stark adiorbierc~ C&S eke teiEw&e Desorption bei neutrderrr $3 tit 1 A4 NaCI erst 
oberhalb van 60” erfo&. Die Verwendbarkeit dieser fV@Ah-D-E-&Bzrfose ZLK 
s8ulellcrzrorrr~~o~~~~~~eR Trenmm= = syyntfretischer Polykondens~te der Desoxy- 
drytidyls&m ~a& dem P&zip tier Basenpaarrrng xvi& anband vm Beispielerr 
diskutieti. 

Sowoh lineare, als mch Pyrophosp~~tderiti~t~~e der ThymldyfsZme mit rlber 
fiinf Monomereinheiteo werden -mter Eedingungen dei Basenpaarung rmterscfiiedfich 
stark relardieti, Mhrend zyk1Ische OligonukEeotide keine nachweisbaren Wechsei- 
wirkungen tit der station&en Phase eingehen. Daher geEi@ es im steigenden Tern- 
perzturgmdienten Pofykondensate der Desoxythymldyls2ure mit einem mifftleren 
Polymerisationsgrad YOEL 6-20 an PV@!& fraktioniert m trennen. 


