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SUMMARY

Template chromatography on inumobilized oligonucleotides. Synthesis and application
of oligadeoxyadenosinie-5'-phosphate—D EA E-cellulose

Oligomers of deoxyadenylic acid, obtained by polycondensation, were cova-
fently attached to polyvinyl alcohol. These polymer-bound oligonucleotides underge
very strong adsorption an DEAE-celiulose such that at neutral pH and with [ A
NaCl, partial desorbtion accurs only above 60°. The use of this PV(pA),-DEAE-
cellulose for the column chromatographic separation of deoxythymidylic acid
oligomers obtained by polycondensation, according to the principle of base-pairing,
is discussed.

Linear oligomers and also pyrophosphate derivatives of thymidylic acid which
contain more than five monomer units undergo strong retardation under the con-
ditions of base-pairing. Cyclic oligonucleotides do not show any noticeable inter-
action with the stationary phase. Thus, through the use of a temperature gradient,
it is possible to fractionally separate the polycondensate, giving an average degree of
rolymerisation of 6-10.

E'NLEITUNG

Die Template-Chromatographie ist ein siulenchromatographisches Verfahren

r selektiven Trennung von Oligonukleotidgemischen an stationdr gebundenen Cligo-
ikleotiden definierter Sequenz'. Die stationdre Fixierung von Nukleotiden durch
. walenten Einbau in eine Zellulosematrix, wie sie bisher in der Literatur ™ be-
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* Bei Abkiirzungen werden prinziplell [UPAC-TUB Regeln befolgt (Eur. [. Biocken., 15 (i9?0)
2 3). Das Préfix d (fir Desoxy) entfaiit, da in dieser Verdffentlichung nur Desoxyrifaonuigleot_xde
£ 1andelt werden. E.-Finheit — Nukieotidmenge in 1 cm® Solvens, die bei 260 nm die Extinktion
1 zrgibt (Schichtdicke Icm). TPS = Triisopropvibenzosulfonsiurechlorid: FYOH = Polyvinyi-
a’ ochol; HMPT = Hexamethylphosphorsiuretriamid; TEAB = Triithylamrr}opiu_r’nhydtogen-
o ‘bonatpuffer, (C.H.);NH.CO,: PV(pT}.~DEAE-Zellulose = Oligodesoxythymidin-5"—phosphat-
L ZAE-Zellulose; PV(pA)—DEAE-Zellulose = Oligodesoxyadenosin-5 ‘.phosphat-DEAE-Zeliulose.
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schrieben wird, erfordert grossen, experimentellen Aufwand, verlduft m geringen
Ausheuten, kann zu unerwiinschten Nebenreaktionen fihren und begiastigt sterische

Hinderung. - -
17 hinfae Aok P o ¥ o twickelt. um Oligonukleotide ither

VWir BZ0en Qaner €ifi neues AOonzEpt CRUWICKCIL,
Nebenvalenzbindungen an DEAE-Zellulose irreversibel zu binden®®. Durch Ve;—
esterung von Oligonukleotiden mit I8stichem PVOH-*? erhilt man Polyanionesn, die
an DEAE-Zellulose bedeutend stirker als freie Qligonukieotide adsorbiert werdc?rz.
Unter Bedingungen der Basenpaarung bleiben polymergebundene Oligonukieotide
irreversibel an der DEAE-Zeliulose-Matrix adsorbiert und treten mit komplemen-
tiren Partnern der mobilen Phase in unterschiedlich starke Wechselwirkungen,
wihrend nicht kompiementire Oligonukleotide die Siule ohne merkliche Retar-
dierung passieren. Durch die Nebenvalenzbindungen sind die stationir gebundenen
Oligonukleotide fiir die Verbindungen der mobilen Phase leicht zuginglich, da
sterische Hinderungen weitgehend ausgeschlossern sind.

Im Gegensatz zur Synthese von Oligonukleotid-Zeliulose?3™8, die nur in
analytischen Ans#tzen praktikabel ist, kann man Oligonukieotid-DEAE-Zetiulose
in priparativen Mengen darstellen. Gerade fiir die von uns angestrebte, priparative
Isolierung von definierten Oligonukleotiden aus leicht zuginglichen RNA- und
DNA-Hydrolysaten, ist die Darsteliung von Oligonukleotid-DEAE-Zellulose im
praparativen Masstab eine wesentliche Voraussetzung. Die Verwirklichung unseres
Vorhabens hidngt aber ausserdem entscheidend von der Spezifitit des Basenpaarungs-
mechanismuses im chromatographischen System ab. Zu dieser bisher nur teilweise
untersuchten Frage” %1% versuchen wir in der vorliegenden Arbeit durch Trennungen
von Qtligodesoxythymidyisiuregemischen an PV(pA).DEAE-Zellulose einen wei-
teren Beifrag zu ieisten.

(=4

EXPERIMENTELLER TEIL

Reagenzien

Die folgenden Reagenzien wurden verwendet: technisches Pyridin 1 x fiber
KOH destilliert; Trisdthylamin 1 x destilliert; Ather ! ¥ iber Na destilliert; HMPT
dber Molekularsieb getrocknet; PYOH (C. Roth, Karlsruhe, B.R.D.) Mg ~ 72 000:
DEAE-Zellulose (Whatman DE-23: W. & R. Balston, Maidstone, Grasshritannien):
Nukleotide (Waldhof, Mannheim, B.R.D.); TPS {EGA-Chemie, Steinheim, B.R.D.).
wic geliefert verwendet; Enzyme {BShringer, Mannheim, B.R.P.}.

Synthese von PV(p4) ~DEAFE-Zellulose

Die Synthese von PV(pA).-DEAE-Zellulose erfolgt in Analogie zu der frither
von uns beschricbenen Darstellung der PV(pT),~DEAE-Zeliulose in drei Stufen.
Kautfliches Desoxyadenosin-5'-phosphat{pA)} wird nach einer modifizierten Vorschrift
ven Ralph und Khorana' in geschitzter Form mit TPS polykondensiert. Die Poly-
kondensate [(pbz A),, n = 1-12] trennt man anschliessend an DEAE-Zelulose
siulenchromatographisch in nieder- und hochmoiekulare Oligomere. Die hochmole-
kularen Oligomeren (pbz A ) werdea mit Hilfe von TPS an freie Hydroxylgruppen
von PVOH Gber Phosphorsiurediesterbindungen kovalent gebunden. Nach hydro-
Iytischer Abspattung der Benzoylschutzgruppen werden die polymergebundenen
QOligodesoxyadenyisuren durch Ultrafitration gereinigt. Anschliessend belidt man
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&

DgAE-ZeHquse mit den polymergebundenen Oligonukieotiden in einem batch-
Verfghren. -
Synthese von (pbz A}, n = 6-12 i

11 mMol (5.64 g, 118 000 E,¢.-Einheiten) N-Benzoyldesoxyadenosin-5-phos-
ohat'* werden in wasserfreiem Pyridin suspendiert. Die Suspension wird durch mehr-
maliges Abrotieren mit trockenem Pyridin im Olvakuum absolutiert vnd zum Schluss
1uf ca. 40 mi konzentriert. Unter Feuchtigkeitsausschiuss gibt man 10 mMol (3 g)
TPS zu und lasst den gut verschlossenen Ansatz {0 h bei Raumtemperatur feicht
schiitteln. Man bricht die Polykondensation mit cz. 40 m! Wasser ab und fisst den-
Ansatz @ber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Zur siulenchromatographischen
Reinigung der Polvkondensate wird das Reaktionsgemisch mit Wasser auf eine
3.064 M Lésung verdinnt, die dann auf eine DEAE-Zellulose-Siule (50 x 5 cm) auf-
getragen wird. Nachdem die S&ule durch Elution mit Wasser von Pyridin befreit ist,
cluiert man mit 0.4 M TEAB in 20 % Methanol niedermolekulare Oligomere der N-
Benzoyidesoxyadenylsdure (pbz A _¢), wahrend noch auf der Saule adzorbierte héher-
molekulare Oligomere pbz A . mit 0.8 M/ TEAB-Puffer in 209, Methanol gemeinsam
eluiert werden. Man vereinigt die Fraktionen mit pbz A, und entfernt unter Zusatz
vor: Pyridin den flichtigen Puffer am Rotationsverdampfer im Wasserstrahivakuum
bei 40-60°, Die gefriergetrocknete Lasung ergibt cg. 800 mg (21 000 E,4-Finheiten:
Mittelwert aus vier Ansitzen} pbz A .4 als gelbbraunes Pulver. das bei —20° iiber
P, im Vakuum aufbewahrt wird.

Synthese von PV(p4),

800 mg gepulverter, getrockneter PVOH werden in 30 ml HMPT eingeriihrt,
in der Wiarme geldst und mit 30 mi trockenem Pyridin versetzt. Zu der auf Zimmer-
temperatur abgekihlten Lasung gibt man 1.6 g pbz A, ¢ gepulvert zu. Zur destilla-
tiven Entfernung eventuefl vorhandener Wasserspuren wird die Suspension mit ca.
10 mi trockenem Pyridin versetzt, die anschiiessend im Vakuum abgezogen werden.
Dieser Vorgang wird dreimal wiederholt. Anschliessend gibt man unter Feuchtig-
keitsausschluss I g (3.3 mMol) TPS zu und schiittelt die Suspension gut verschlossen
!5 h bei Raumtemperatur. Nach cae. 0.5 h bildet sich eine dunkelrote, klare Losung,
die im Laufe der Zeit hochviskos wird. Die Kondensation wird durch Zugabe von
‘Vasser abgebrochen und der Ansatz mit Wasser auf 500 mi aufgefilit. Dic braune
*.8sung wird zur Entfernung niedermolekularer Verbindungen in einer Ultrafiltra-
« onszelle dber eine XM S0 Membran (Amicon) so lange bei 4 atii ultrafiltriert, bis
. as Eluat pyridinfrei ist (ca. 48 h). Zur hydrolytischen Entfernung der N-Benzoyl-
¢ hutzgruppen versetzt man die ultrafiltrierte L&sung mit dem vierfachen Volumen
¢ 1 Methanol, das mit NH; bei 0° gesittigt ist, und [4sst den Ansatz verschiossen drei
" ige bei Raumtemperatur stehen. Anschliessend wird das Methanol am Rotations-
v rdampfer weitgehend aus der Losung entfernt und der viskose Riickstand erneut
¢ r Ultrafiltration so lange unterworfen, bis das Eluat nur noch ¢.9 E, o-Einheiten
¢ fweist. Aus zwei Ansdtzen erhilt man ca. 21 000 E,q-Einheiten der polymergebun-
€ nen Oligodesoxyadenylsiuren.

£ ladung der DEAE-Zelfilose mit PV(pA). )
In die neutrale, ultrafiitrierte PV(pA},-L&sung werden bei Raumtemperatur
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ca. 100 ml in Wasser gequollens DEAE-Zellufose langsam eingerﬁh_rt: Hierbei nimmt
das Quelivolumen der DEAE-Zelluiose stark zu. Die Suspension wird 5 h langsam
bei Raumtemperatur gerithrt. Anschliessend filit man die PV(pA})~DEAE-Zellulose
in eine, mit Fritte (D1) und Kiithimantel verschene Chromatographiesiule (40 X 2 cm).
Die schwach absorbierten Polymere werden zundchst mit [ A4 TEAB‘, éz‘i_nn zm:: 1M
NzCl-Puffer bei Reumtemperatur ausgewaschen. Hierbei schrumpft die Sauiet}fuﬁfmg
auf das urspriingliche Volomen vor der Beladung. Vonr den ca. 21 600 E,4-Einheiten
der polymergebundenen Oligedesoxyadenylsiure bleiben nach dem Waschprozess
5660 E,.,-Einheiten irreversibel gebunden.

Femplate-Chromatograpkie an PV{(pA ) ~DEAE-Zellulose

Die PV(pA) -DEAE-Zellulose wird mit einer cz. 2 cm hohen Schicht unbe-
ladener DEAE-Zellulose fiberdeckt, um eventuelle Verunreinigungen aus den’ Proben
abzufangen. Probegemische, 5601500 E,q.-Einheiten/ml, trigt man in 0.5 M NaCl/
0.01 Af Na,HPO-Puffer, pH 6.8, bei 40° auf, lasst die Losung einziehen und eluiert
die auf 0° gekiihlte Saule mit dem gleichen Salzpuffer. Wihrend der Elution wird die
Wassertemperatur im Kithlmante!l der Saule stufenvweise mittels eines Thermostaten
{Haake) erhdht. Fraktionen zu 20 mi/h werden gesammelt. Bei allen Laufen wird der
Eintionsvorgang mit Hilfe eines UV-Messgerites (LKB Uvicord II} automatisch
registriert. Talls die Extinktionswerte der obere Erfassungsgrenze der automatischen
Registrierung &berschreiten, werden sie an einem Spektrophotometer (Zeiss PMQ II)
nachgemessen. Diese UV-RMesswerte sind in Fig. I. 2a, 3a, 5, 6a, 6b und 7 graphisch
gegen die Fraktionsnummer aufgetragen, wihrend in den dbrigen Abbirdungen
(Fig. 2b, 2¢c, 3b, 4, 8} dic automatisch aufgezeichneten Elutionsdiagramme wieder-
gegeben sind (der Masstab der Fraktionsnummer ist hierbei stark gestaucht). Die ver-
einigten Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung werden zur Entfernung
des Salzpuffers an einer UM 2 Membran (Amicon) bei 4 atit ultrafiltriert. Bei diesem
schnellen, cinfachen Verfzhren gehen mitunter vermutlich durch unbekannte Enzym-
aktivititen bis zu 209 der Oligodesoxyadenylsduren verloren. Die Komponenten der
Peakfraktionen werden papierchromatographisch und enzymatisch identifiziert. Die
meisten Trennungen werden mehrmals wiederholt, so dass die Angaben in Tabelle I
Mittelwerte sind. ’

Enzymaetischer 4bbau mit afkalischer Phosphatase aus E. coli

Zur Entfernung der terminalen 5'-Phosphatschutzeruppe werden ca. 30 Esge-
Einheiten der entsalzten Oligodesoxythymidyisduren im Vakuum zur Trockene ein-
rotiert und anschliessend in 50 ¢l Wasser geldst. Die Lasung wird mit 10 gI I A Tris-
Puffer pH 8.1 und 20 gl kZuflicher EnzymlGsung versetzt, mit Wasser auf 120 gl
aufgefiilit und 6-12 h bei 37° inkubiert. Anschliessend wird der Ansatz papierchro-
matographisch aufgearbeiter. :

Enzymatische Spaltung mit Plesphodiesterase aus Schlangengift . -
Zur enzymatischen Spaltung der dephesphorylierten Oligodesoxythymidyl-
sguren werden ca. 30 Eyq-Einheiten nach der papierchromatographischen Reinigung
vom Papier eluiert und im Vakuum zur Trockene einrotiert. Der Rickstand wird in
5G pl Wasser gel6st, mit 10 gl | A7 Trispuffer pH 8.1, 10 21 0.1 ¢ MgCl,-Lésung und
50 pl kduflicher EnzymiBsung versetzt, auf 120 xI mit Wasser aufgefillt uad 12-24 h
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sei 37° inkubiert. Die Spaltprodukte T und pT werden papierchromatographisch im
sjystem 1 M Ammoniumacetat-Athanol (3:7) getrennt. Aus dem Verhiltnis der Eygam
ZYinheiten von pT/T errechnet sich die Kettenldnge der urspriinglichen Oligodesoxy-
nymidylsiure.

RGERBRNISSE UND DISKUSSION

PV(pA).~DEAE-Zellulose erhilt man in Analogie zur Darsteilung von PV-
pT},—DEAE-Zellulose®® aus h8hermolekularen Oligodesoxyvadenylsiuren auf fol-
rendem Weg. Zunichst werden Oligoadenyisiuren Gber ihre terminalen S-Phos-
-hatgruppen mit freien Hydroxylgruppen des PVOH verestert. Nach der Veresterung,
Jie in guten Ausbeuten verlduft, entfernt man niedermolekulare Verunreinigungen
und nicht gebundene Adenylsiuren weitgehend durch Ultrafiltration. Anschliessend
verden durch Zugabe von DEAE-Zellulose alie noch verbliecbenen Anionen an der
Zelinlosematrix adsorbiert. Die so erhaitene PV{pA) —DEAE-Zellulose wird schiiess-
lich in einer Sdule im Salzpuffer von schwach adsorbierten Polymeren und Verun-
reinigungen befreit und kann dann zur Template-Chromatographie verwendet
werden.
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21, Elutionsprofit der siulenchromatographischen Trennung von 2608 Em-Einixeiten einer O}zgc:
soxythymidylsiuremischung [(DT)., 1 = 4-6] an PV(pA),,—DEAE-.ZeEulose. Saulenmasse: 30 X
2 ~m. Wiahrend der Elution, die im 0.5 A NaCl-Puffer erfolgt, wird die }empem'tur stt}fcmve:se von
€ auf §° und 10° erkoht. Fraktionen zu 20 mi/h werden gesammeit. Die Fraktionen innechalb der
sinkrechten Strichelung bei 0° (A} und 16° (B) werden vereinigt.
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) Ble Trennezcenccﬁafzen der: P’\ {(PA)r -DEA‘:-Zeiiulose testen wu‘ mit synthe-?
“tischen Polykondensaten der 5" _Desoxythymidylsiure. Bei dér ckemischen Polykon-
‘densation  der. 5’ -Desoxvihvmcyisaz.re ‘bilden sich ‘meben - finearen auch zyklische

Oligothymidylsiuren sowie Pyrophosphatderivate: und eine- Vzeizahi unb?kannter
Verbindungen'®. An D_‘AE-LCHLJ.OSC die Cligonukleotide vorwzeoend nach Ladungs-
* unterschieden trennt, werdén die Kondensaaonsprodukte be* steigendem Salzgra-
,jdzenten in méhr oder weniger gut aufzwiaswn Peaks eluiert. Eiir die Trennuncen an
PV(pA)—DEAE-Zellulose wihlen wir drei T'nymldvlsaureﬁemﬁchp ‘aus, die an
‘DEAE-Zellulose nicht aufgetrennt werden und somit vermutlich’ Verbmdnneen
gleicher Ladung aber unterschiedlicher Struktfur enthalten. Im- papzerchromam-
graphischen Test, bei dem wir definferte, lineare ,Vergiexcbssubstanzen mitlaufen
fassen, zeigt sich, dass die drei Testgemische Oligomere der Desoxythymidylsiure mit
vier bzs sechs (Mischung I}, fiinf bis acht (Mischung II) pder mehr als acht Ketten-

T%.BEL._E B

DATEN DER “AULENCHROMKTOGR:‘P&SCHE\& TREK’\ZUP‘G VO'NI OLIGOD;:SOXY—
T'HYP«KDYLS-&L‘REGE\&SC:LE\ AN PV(pA).-DEAE- (P} UND DEAE-ZELLULOSE (Z}

Fig.  Nakdeotidmischung bzw. Enss-Einheiten Sérle
vereinigte Fraktionen
aus Peak Neo. (Fig.} Aufcetrager  Isglierf % Pro Peak
Peak  fsoliert %
i T} 2 = 4-6 26680 2436 933 A 2376 912 P
: B 6 23
22 {pT), 2 = 5-8 3600 346061 9608 A 2646 733 P
: A 590 164
B 160 - 44
: C 70 1.9
32 ©EDLr=8 s@0 480 360 A 120 340 P
c 006 400
B 166 120
3b  C {2, 33) 900 276 300 - HI 196 2L
: Iia &Q g
4 B {1, 22), T 3b) 1000 7560 750 I iz0 128 P
fa 8¢ 80 °
b 160 160
: o iI 390 390
5 1(2b, =; 35, &) 2300 §8s 302 15 87 . Z
I 20 0.9
4 196 83
L 1200 52
Is - 120 5.2
: . Is 236 - 100
6a Iz (2b,c; 4) 600 430 717 a, 190 . 317 Zz
: Ia. 130 . 200 ,
. , Iz 126 204 .
66 Ib{&) 160 195 657 {bj 3s zg.g L Z
L . - 4 o
7 IE (3B, 4) bl 138 600 ii :;g : 'Eglg iz
pugey 3¢ 58. ‘556 L, - SO . 556 . Z
D@y 70 40 . 572 Hia, & 512 0 Z-
§ DGaIV(h 80 - 45 563 Iva - 45 z

: 56:3'
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ghiedern (Mischung ITI) aufweisen, wobei lineare neben zyklischen und Pyrophosphat-
derivaten vorliegen. Da die Gemische in Papierchromatogramm Banden bilden, ist
die Identifizierung der einzelnen Komponenten nur bedingt mogiich. Anhand der-
artig komplex zusammengesetzter Mischungen, die weder an DEAE-Zellulose, noch
papierchromatographisch aufzutrennen sind, lassen sich Moglichkeiten und Grenzen
der Template-Chromatographie besonders deutlich aufzeigen, -

‘Die Elutionsprofile der drei Testmischungen (Fig. I-3) zeigen signifikante
Unterschiede. Aus Mischung I {(pT),. # = 4-6] wird nur ein ganz geringer Anteil
adsorbiert, wihrend aus den Mischungen II und IfI, die hShermolekulare Verbin-
dungen enthalten, deutlich mehr Substanz gebunden wird. Die Daten der sdulen-
chromatographischen Tremnungen sind in Tabelle I zusammengestellt. Im ersten
Lauf (Fig. 1} werden von 2600 E,s-Einheiten der niedermolekularen Oligodesoxy-
thymidylsduren nur 60 (2.3%) E,s-Einheiten an der PV(pA),~DEAE-Zellulose
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ig. 2. (g} Eluticnsprofil der sZulenchromatographischen Trennung vog 3600 E;w-Eingxeiten einer
digodesoxythymidyls@ure-Mischung {(pT)., # = 58] an P\’(pA},——DEA?-ZeHquse. SauIenmas§e1
3 x 2 cm. Wihrend der Elution, die im 0.5 Af NaCl-Puffer erfolgt, wird die Temperatur stufenweise
sn 0° auf 10° und 20° erhdht. Fraktionen zu 20 mi/h werden gesammelt. Die innerhalb der §ex_1k-
‘chten Strichelung gelegenen Fraktionen bei 0° (A, A,), 10° (B} und bei 20° gC} x.verden vereinigt,
1} Automatisch registriertes Elutionsprofil der Nachreinigung von 640 Ez&-Exinhezten aus den{ ver-
nigtens Fraktionen unter Peak A (Fig. 2a). (c) Automatisch registriertes Eluf:zo_nspmﬁ{ c%er I\af:h-
- *inigung von 360 E;s-Einheiten aus den vereinigten Fraktionen m}teg Pea.k As (F{cr. 2z). Die Ei'utxqrz
- ~folgr in (b} und (c) unter den in (a) genannten Bedingungen bef Q“. Die Fraktionen (f und Ia} in
' ig. 2k und ¢ werden innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt.



s . : H. SCHOTT

retardiert, wahrend 2370 (91.2%) E;c,-Einheiten dic Siule chne Retardierung pas-
sieren. Im zweiter Lauf (Fig. 2a) steigt der retardierte Anteil bereits auf 720 £3¢o-
Einheiten (22.7%/) und im dritten Lauf werden sogar 72% (360 E,g-Einheiten) der
aufeetragenen Nukleotidmischung adsorbiert. Ausserdem beobachtet man bei allen
drei Trennungen einen deutlichen Temperatureffekt. Die Verbindungen aus der ersten
Testmischung werden bereits bei 10° vollstindig eluiert, die der zweiten Mischung
bei 20° und die Oligothymidyisiuren der dritten Mischung veriassen erst bei 30°
vollstindig die Siule. Die Trennergebnisse zeigen, dass Otigothymidylsduregemische
dic man an DEAE-Zelluiose nicht trennen kann, an PV(pA)~DEAE-Zellulose im
Temperaturgradient in verschiedene Peaks getrennt werden.

Die Trennkapazitit der PV(pA)~DEAE-Zellulose Hsst sich aus dem zweiten
Lauf (Fig. 2a) ermittein. Die Verbindungen aus Peak A (Fig. 2a), welche die Saule
ungehindert passieren, werden bei der Nachtrennung tefiweise retardiert (Ia, Fig. 2b),
so dass die Szule im zweiten Lauf fiberiaden und damit die Trennkapazitit voll aus-
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Fig. 3. (a} Elutionsprofit der sZulenchromatographischen Trennung von 500 E.o-Einheiten eine.
Oligodesoxythymidyls@uremischung [pT),, 7 =&} an PY{pA},—DEAE-ZeRulgse. Saulenmasse
38 x 2 cm. Wahrerd der Elution, die im 0.5 A4 NaCl-Puffer ecfolgt, wird die Temperatur stufenweis<
vom 0° auf 20° und 30° erh3ht. Fraktionen zu 20 ml/h werden gesammelt: Die innerhalb der senk
rechten S.t.richeiung gelegenen Fraktionen bei 0° {A), 20° (C} und bei 30° (D) werden vereinigt. (b
Autofxxat:._seh registriertes Elutionsprofil der Nachirennung von 900 E:s-Einheiten aus den vereinig;
ien Eraktzoner_: unter Peak C (Fig. 2z und 33}, Die Elution erfolgt unter den in (@) genannten Be
dingungen. Die Temperatur wird stufenweise van 0° auf 16°, 20° und 30° erhiht. Die Fraktioner
mne_rhi& der senkrechien Strichelung bei 07 (1), 10° (A0, 20° (171 und Tila} und hei 30° {1V} werder
vereinigt, - )



]

"EMPLATE-CHROMATOGRAPHIE AN OLIGOADENYLSAUREN 469

:schépft ist. Die Rechromatographie von Peak A, (Fig. 2a), die zu einer deutlichen
cakaufspaltung fihrt (Ia, Fig. 2c) spricht ebenfalls fiir eine Uberladung der Saule
1 zweiten Lauf. Da im zweiten Lauf 720 E,(.-Einheiten (0.082 mMol pT-Monomer)
or Oligodesoxythymidylsduremischung adsorbiert werden, beteiligen sich somit 239
1 5600 E;g-Einheiten (0.36 mMol pA-Monomer) an der Basenpaarung, falls 1:1
omplexe gebildet werden.

Der Temperaturefiekt erklart sich aus dem Basenpaarungsmechanismus. Das
estreben geldster, komplementdrer Oligonukleotide Basenpaare zu bilden nimmt
t :kanntlich mit der Anzahl ihrer komplementiren Basen zu. TemperaturerhShung
v.irkt der Basenpaarung entgegen, da die Nebenvalenzbindungen zwischen gepaarten
Lasen instabil werden. Oberhalb einer sogenannten “Schmelztemperatur” liegen
Lurze, komplementére Oligonukleotide bereits ungepaart vor, wiahrend bei derselben
temperatur lingere Oligomere noch basengepaart sind. Bei der Template-Chromato-
graphie “schmelzen” adsorbierte Oligonukleotide je nach der Anzahl ihrer gepaarten
Monomereinheiten im Temperaturgradienten nacheinander ab. Die Peakauflsung
hingt somit entscheidend von der HGhe der gewihiten Temperaturstufen ab. So fiibrt
die Nachtrennung der vercinigten Verbindungen aus Peak C, die in Fig. 2a und 3a
bei 20° einheitlich laufen, bei einem flacheren Temperaturgradienten zu finf teilweise
aufgelésten Peaks (Fig. 3b). Ebenso erfahren die vereinigten Produkte (1000 E,go-
Eipheiten) aus Peak B (Fig. I und 2a} und Peak I (Fig. 3b), die bei 10° zunichst in
cinem einheitlichen Pezak eluiert werden, bei der Nachtrenaung eine deutliche Auf-
iasung (Fig. 4). Den hohen Anteil nicht oder nur schwach retardierter Substanzen,
der bei den Nachtrennungen in Peak [, Iz und Ib (Fig. 3b und 4) auftrite, fithren wir
darauf zurfick, dass sowcohl hohermolekulare Oligodesoxythymidylsduren als auch
Pyrophosphatderivate bei der Aufarbeitung teilweise depolymerisieren und dann
aicht mehr retardiert oder bereits unterhalb von 10° eluiert werden.

Die gepunktete Kurve in Fig. 4 zeigt das Elutionsprofil einer Desoxvadenyl-
sauremischung {(pA),. = 3-7)] an PV(pA).DEAE-Zellulose. Die Adenylsiuren
werden ebenso stark wie Thymidylsiuren aus Peak [a retardiert. Mischungen, in denen
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1. 4. Automatisch registriertes Flutionsprofil der Nachirennung von 160G E;so-J?MheiFen einer
schung, in der alle Produkte, die in den Gbrigen Laufen bel 10° eluiert werden, vereinigt sind (Peak
Fig. t und 2a; Peak II, Fig. 3b). Wahrend der Elution, die im 6.5 @[ NaCI—Puﬁ';_r an_PV(gA},,—
ZAE=Zellulose erfolgt, wird die Temperatur stufenweise vor 0% auf 5° und 10° erhshe. r_zaigtzcnerz
z' 20 mi/h werden gesammeit. Die Fraktionen innerhalb der senkrechten Strichelung bei 0° (, I2
v. 4 Ib) und bei 10° (II) werden vereinigt. Das gepunktete Elutionsprofil (-~~~ ) zeigt den Elutions-
virauf einer Ofigodesoxyadenylsiuremischung KpA)., # = 3-5} unter analogen Bedingungen.
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TABRELLE If . .
DATEN DER PAPIERCHROMATOGRAFPHISCHEN USTERSUCHUNGEN YON FEAK-
FRAKTIONEN AUS FIG. 5-8. - :
Laufmittelsysteme: (A) Athanol-t A Ammaniumacetat (oH 7.5} (7:3); (B} n-Propanol-NH,OH
(‘KGSZ.)—“"&;.SCE' (SS:iGESS), absteigand, Papier: Schleicher und Schill 20430,

Pegk:  Fig. No. System Arzaklder Re-Werte relariv zu Oligonukleotid

)’ ’_’, -
Frecker 5T pT. pTe
I 3 A ] G447 206 — pT.”
B i 83y —
i, 3 A 1 026 114 — pT.
B 3 0.6% :
I 5 A 1 612 0353
B i 0.52 1.32 pTs
kL 5 B 1 0.66 1.08
s 5 B 1 — 0.63 097
Is 5 B H — — .17
Ia, éa B t 040 — 1.02 pTs
Iz, Ga B H] - — 6.75
as 6a B i - — G.42
by, 6b . B 1 - - 144 pTs
Ib: 6b B 1 .. - 0.84 pT:~
111 7 B i - — C.65 pT-
T, 7 B 301 -~ — 0.82 P
2 — - 041
3. - — 0.13
Tia, 7 B 21 — — 6.72
2 — - 0.35 pTe™
iv, 8 B 2 1. - — 0.62 pT:™
2. ~  — 018

* Vermutlich Spaitprodukt eines Pyrophosphatderivates der DesoxythymidylsZure.

beide Verbindungen gemeinsam enthalten sind, werden an PV(pA),~DEAE-Zellulose
nicht getrennt, wihrend sie an PV(pT) ~DEAE-Zeliulose ohne weiteres zu trennen
sind, da Oligothymidylsiure an PV{(pT),~DEAFE-Zellulose nicht retardiert werden®®.
Die starke Retardierung von Oligoadenylsiuren an PV{(pA)~DEAFE-Zellulose be-
rubt mdglicherweise auf einer Eigenassoziation zwischen gelésten und stationdrge-
bundenen Adenylsiuren. Wir nehmen aber an, dass Adenylsiuren vor allem mit der
DEAE-Zellulose-Matrix in zusiizliche Wechselwirkungen treten, da bekanntlick
Polyadenyisduren an, Zellulose unter bestimmten Bedingungen adsorbiert werden!®!”.

Zur Klérung, welche Verbindungen die verschiedenen Elutionspeaks enthalten
werden! die Frakrionen gleichnamiger Peaks vereinigt und an DEAE-Zeilulose nach-
getrennt. Hierbei erhdlt man Elutionsprofile (Fig. 5-8} mit mehr oder weniger gu
aufgelésten Peaks. Die Verbindungen der einzelnen Peaks werden papierchremato-
graphisch mit Hilfe von Vergleichssubstanzen charakterisiert und falis m&giich durct
enzymatischen Abbau identifiziert. In Tabelle I[ und I sind die Daten dieser Unter
suchungen zusammengesteils. .

Die Elutionsprofile der Nachtrennungen zeigen besonders deutlich, dass dis
PV{pA},~ und DEAE-Zellulose nach unterschiedlichen Mechanismen trennen. Rei
spielsweise werden die vereinigten Produkte aus Peak (Fig. 2b, 2c, 3b und 4). dic
an PV(pA}~DEAE-Zeliulose nicht retardiert werden, an DEAE-Zellulose in sechs
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Hauptpeaks I; _¢ (Fig. 5) eluiert. Wahrend die DEAE-Zeliulose Oligonukleotide vor-
wiegend nach ihrer Anionenladung unterscheidet, trennt PV(pA),~DEAE-Zellulose
beispielsweise Oligothymidylsduren in hybridisierfihige und nicht hybridisierfihige
Verbindungen. Zyklische Oligomere der Thymidylsiure werden an PV{pA),-DEAE-
Zeliulose nicht retardiert, da man sie ausschliesslich unter den Komporenten in
Peak A (Fig. 1-3) findet. Dagegen gehen lineare Oligothymidylsiuren ebenso wie
ihre Pyrophosphatderivate mit den stationdrgebundenen Adenylsiuren unterschied-
lich starke Wechselwirkungen ein. Entscheidend fiir die Stiirke der Wechselwirkung
ist die Zahl komplementir gepaarter Basen.

Die Identifizierung der Produkte aus den Peaks I, _g ist nur teilweise mdglich
und zeigt zum Beispiel, dass in Peak I, pTs enthalten ist. Das bedeutet, Oligothymidyi-
siuren mit fiinf ungd weniger Monomereinheiten werden an PV(pA),~DEAE-Zellulose
nicht retardiert, bilden somit keine Basenpaare mit der stationdren Phase. Dieses
Ergebnis lasst sich nicht mit den Trennungen von Qligoadenylsiuren an PV{(pT).~

TABELLE III

R~WERTE DER PEAKFRAKTIONEN NACH ENZYMATISCHER ENTEFERNUNG DER
TERMINALEN PHOSPHATGRUPPEN MIT ALKALISCHER PHOSPHATASE UND ER-
GEBNISSE DER ENZYMATISCHEN SPALTUNG MIT PHOSPHODIESTERASE AUS
SCHLANGENGIFT

Peak  Fig. No. Fleck aus Flecken Re-Werte System™ Hydrolyse~- Oligo-
Tabelle I ——————— relativ zu pT produkte nukleotid
Anzaihl % T:pT
Iy 5 1. i 95 0.83 A 1:2.87 TpE: "
I 5 t. 2 i. 8o 0.22 A 1:2.87 TpT;
2. 26 0.67 A
Is 5 1. 2 1. 68 0.78 A 1:3.86 TpT:
2. 32 6.4 A — —
i, s 1. 3 1. 25 Q.82 A — —
2. 34 .62 A — —
3. 24 G.19 A — —
is 5 i. 2 t. 35 049 A — —
2. 65 0.19 A — —
Is s i. Bande — A B — -
fa, 6a t. 1 95 C.44 A 1:5.40 TpTs
{a, 6a i Bande — A — —
33-3 &z i. Bande — A — —_ .
1b, 6b 1. H Q5 .58 A 1:4.20 TpT:
Thy 6 1 2 . 80 0.58 A 1:4.18 TpT. "
2. 20 0.20 — —_
I 7 i. 1 95 0.31¢ A 1:6.2 TpTG“
I, ¥i 1. i 95 6.1 B 1:6.7 TpT,
2. i 95 0.25 B — —
3. 2 1. a.12 B
2. 0.26 B
Ha, 7 . 1 95 g.16 B — - .
2. 1 g5 0.19 B 1:6.7 . TpT-
¥ . 8 i. 1 a5 .10 B 1:129 TpTe
2. 1 95 Bande B — —
* Siehe Tabelle I1.

“* Vermutlich Spaltprodukt eines Pyrophosphatderivates der Desoxythymidylsaure.



H.SCHOTT

472
gz
%3 Is
H
A
o7 Eoox ; Ik
i i i
1 : ¢
i f‘{ E ;%’ 05
= IS
= L7y g%
i AERR |
x b3 }" .
In P 43 :
g SRR 04
i3] ?g:
: \{‘ { i
1

E
2&0

: : [ i : I B |
10C 203 200 400 500 600
FRAKTIONSNUMMER

Fig. 5. Eiutionsprofil-der sZulenchromatographischen Nachtreonung ven 2300 E-sx-Einheiten einer
Oligodesoxythymidyisiure-Mischung an DEAE-Zellulose. S2ulenmasse: 40 x 5cm. Inder Mischung
sind alle Produkte vereinigt, die bei 0° an PV(pA).~DEAE-Zellulose nicht retardiert werden (Peak
i, Fig. 2B, 2¢ und 3b uad 4). Die Elution erfolgt im linear steigenden (TEAB}) Gradienten. Hierbei
wird die Szule zunidchst mit 51 0.2 A TEAB im Mischgefdss, 51 0.5 M TEAB im Vorratsgeféss,
dans mit 1.51 0.5 3 TEAR im Mischgefiss, 1.510.6 3f TEAR im Vorratsgefdss eluiert. Fraktionen
zu 20 mi/10 min werden gesammelt und innerhaib der senkrechten Strichelung vereinigt. Diz Pro-
dukte aus Peak ;¢ werden papierchramatographisch indentifiziert. Die Ergebnisce sind in den Ta-
beilen if vnd 111 zusammengefasst,

DEAE-Zeliulose vereinbaren, in denen Qligomere der Desoxyadenylsiure mit nur
drei Monomereinheiten bereits deutlich retardiert werden®®. Diese unterschiedlichen
Trennergebnisse werden vermutlich nicht durch einem unterschiedlichen Basen-
paarungsmechanismus bedingt. Wir nehmen daher an, dass niedermolekulare
QOligoadenylsiuren im Gegensatz zu Qligothymidylsguren mit der Zellulosemartrix in

zusdtzliche Wechselwirkungen treten, die eine Basenpaarung vortiuschen. Fiir unsere
Annchme spricht, dass einerseits Zellulose, wie bereits erwihnt, unter bestimmten
Bedingungen PolyadenyisZuren adsorbiert®®!? und dass andererseits kompiementare
Oligomere der Adenyl- und Thymidylsiure mit nur fiin{ eder weniger Monomer-
einheiten in Lasung nicht basengepaart aufrreten®®. 600 E,¢-Einheiten der Oligo-
thymidyisuren aus Peak Ia (Fig. Zb, 2c und 4) und 160 E..-Finheiten zus Peak Ib
(Fig. 4). die an PV(pA),~DEAE-Zellulose bet 0° retardiert werden, erfahren bei der
Nachtrennung an DEAE-Zellulose (Fig. 6} eine deutliche Auftreanung in mehrere
Eiuiiensgeaks. Die Rg-Werte, sowie der enzymatische Abbau (Tabelle I und III}
zeigen, dass die Produkte aus Peak Ia,_; und Ib, . neben pTg vor allem symmetrische
und asymmetrische Pyrophosphatderivate mit iber sechs Monomereinheiter auf-
weisen,

Die Nachtrennung der vereinigten Produkte aus Peak II (Fig. 3b and 4} fihrt
an DEAE-Zeliulose zu einem fast einheitiichen Peak {I1,. Fig. 7). Papierchromato-
gapum:h und nach enzymatzsche‘ Entfernung der terminalen Phosphatgrubpen sind
die Produkte im Peak Ii, cinheitlich und werden als pT, identifiziert. Aus der Elu-



TEMPLATE-CHROMATOGRAPHIE AN OLIGOADENYLSAUREN 473

(c}

&

logp GANMLATRLN

2

FRAKTIONSNUMMER

-EINHEITEN

E 250

(]
P

y : ' : $ :
b 50 100 50 200
FRAKTIONSNUMMER

Fig. 6. (a) Elutionsprofit der sdufenchrematographischen Nachwrennung von 600 Ex¢-Einheiten einer
Qligodesoxyvthymidylsduremischung an DEAE-Zellulose. SZulenmasse: 20 X 5 cm. In der Mischung
sind alfe Produkte vereinigt, die bei ¢° an PV{pA),-DEAE-Zellulose geringfiigig retardiert werden
{Peak Iz in Fig. 2b, 2¢ und 4). Die Elution erfolgt im Iinear steigenden (TEARB) Gradienten, der 51
0.3 Af TEAB im Mischgefdss und 51 0.5 3f TEAB im Vorratsgefass aufweist, Fraktionen zu 20 ml/
0 min werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung verainigt. Die Produkte aus
Peak Ia, ; werden papierchromatographisch identifiziert. Die Ergebnisse sind in den Tabellen I
vnd IIT zusammengefasst. {b) Elutionsprofil der sjulenchromatographischen Nachreinigung von 160
F.~Finheiten der Oliodesoxythvmidylsiuremischung aus Peak Ib (Fig. 4) an derselben DEAE-
Zellulose-S3ule. Die Elution erfolgt mit 2.51 0.3 Af TEAB im Mischgefdss und 2.51 0.4 Af TEAB
i—1 Vorratsgefiss. Fraktionen zit 20 m!/1¢ min werden gesammelt und die innerhalb der senkrechien
¢ szichelung vereinige. Die Produkte aus Peak Ib, und Ib. werden papierchromatographisch identifi-
art. Die Ergebnisse sind in den Tabellen IT und IH zusamrmengefasst.

8

t onstemperatur ergibt sich, dass pT; an der PV{(pA).-DEAE-Zellulose bei 10°
‘bschmilzt”, wahrend kirzere Oligothymidylsiuren und Pyrophosphatderivate mit
irzeren Segmenten bereits unterhalb 10° eluiert werden.

Die Verbindungen aus Peak IIT und Ifla (Fig. 3b), werden bei der Rechro-
itographie an DEAE-Zellelose (Fig. 7) nicht aufgetrennt, obwohl papierchromato-
aphisch in Peak III, drei und in Peak IIla, zwei verschiedene Produkte nachzu-
sisen sind (Tabelle IT und [I). Der enzymatische Abbau dieser QOligonukleotide
igt, dass in Peak IIE, und Ilfa, wiederum lneare neben Pyrophosphatderivaten
iert werden, die vermutlich Segmente bis zu acht Monomereinheiten aufweisern.

Die Nachtrennungen zeigen deutlich, dass DEAE-Zellulose zur Trennung

e
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Fig. 7. Elutionsprofile der saulenchromatographischen Nazachtrennungen von Oligodesoxythymidyi-
sZuregemischen an DEAE-Zellulose. SZulenmasse: 20 X Scm. O—C, 200 E.e-Einheiten aus Peak
II (Fig. 3b und 4) die bei 10° eluiert werden; §---@, 50 Ex-Einheiten aus Pezk FEE (Fig. 3b); X—X,
70 E..-Finheiten aus Peak Iz (Fig. 3b), die alle bei 20° die PV(pA}).! EAE-Zelulose-Szule ver-
lassen. Die Elution erfoigt im linear steigenden (TEAB) Gradienten, der in allen drei L3ufen 21
0.3 A TEAB im Mischgefdss und 21 0.4 3f TEAR im Vorraisgefiss aufweist. Fraktionen zu 20 mi/
16 min werden geszmmeit und innerhalb der senkrechten Strichelung vereinigt. Die Produkte aus
Peak IE,, I, und Iffa, werden papierchromatographisch identifiziert. Bie Ergebnisse sind in den
Tabellen 11 vnd TIE zusammengefassi.

hahermolekularer Oliconukleotide nur bedingt gecignet ist. An DEAE-Zellulose
werden Gemische der Produkte aus Peak I, I und I1Iz nicht mehr aufgetrennt, da
die Elutionsprofife der Einzelidufe (Fig. 7) dberiagert sind. Dagegen kann man an
PV(pA),~DEAE-Zellulose diess Mischungen teilweise trennen. Im Tomperatur-
cradient schmelzen die Produkte am Peak Ff bei 10° ab, wihrend die Produkte aus
Peak IIf und Iz erst bei 20° eluiert werden, Die Oligothymidylsiuren aus Peak i
kénnen somit guantitativ von den Verbindungen aus Peak III und Illa abgetrenr:
werden. Die Trennung der Verbindungen aus Peak III und [IIa ist aber selbst a
PV(pA).—DEAE-Zeilulose nur beschrinkt m&glich.

Dic Nachirennung der vereinigten Verbindungen aus Peak D (Fig. 3a) un'!
Peak IV (Fig. 3b} fithrt zwar an DEAE-Zellulose zu teilweise aufgeidsten Fraktion:-
bereichen (Fig. 8), aber Peak [V, ist bereits so schlecht aufgeldst, dass seine Kompc -
nenten papierchromatographisch Banden bilden und nicht niher zu identifiziere:
sind. Der enzymatische Abbau dieser Oligothymidyisiuregemische zeigt, dass d:®
Oligomeren im Schaitt Uber dreizehn Monomereinkeiten aufweisen. Die ﬁnbefried -
ge.nden Ergebaisse bei der Template-Chromatographie héhermolekularer Oligoth: -
midyisduregemische an PV(pA},~DEAE-Zellulose sind im Basenpaarungsmechani: -
mus begriindet. Die Schmelzbereiche komplementsr gepaarter Oligonukleotide ve:-
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Fig. 8. Automatisch registriertes Elutionsprofi! der Nachtrennung von 80 E.s-Einheiten einer Oli-
godesoxythymidylsdure-Mischung an DEAE-Zellulose. Saulenmasse: 20 X Scm. In der Mischung
sind alle Produkte vereinigt, die bei 30° die PV(pA).~DEAE-Zellulose verlassen {Peak D in Fig. 32
und Peak IV in Fig. 3b}. Die Elution erfolgt im linear steigenden (TEAB) Gradienter. der 21 0.3 Af
TEAB im Mischgefdss und 21 0.5 M TEAB im Vorratsgefass aufweist. Fraktionen zu 20 mi/10 min
werden gesammelt und innerhalb der senkrechten Strichelung vereiniet. Die Produkte aus Peak IV,
werden papierchromatographisch identifiziert. Die Ergebnisse sind in den Tabellen IT vad I zu-
sammengefasst.

schieben sich zwar bei zunehmender Zahl gepaarter Basen zu hheren Temperaturen,
riicken aber gleichzeitig enger zusammen. Im Temperaturgradient “schmelzen™ daher
hybridisierte Oligonukleotide mit steigender Monomereinheit in immer stirker tiber-
lappten Schmelzbereichen ab, so dass Elutionsprofile resultieren, die nur teilweise
oder nicht aufgeldst sind. Zusétzlich verbreitern sich die Schmelzbereiche vermutlich
dadurch, dass die Oligonuklectide der stationdren Phase molekularuneinheitlich bzw.
unterschiedlich gut zuginglich sind. Hierdurch wird cine Teithybridisierung zwischen
mobiien und stationZrgebundenen, komplementiren Oligonukieotiden begiinstigt.
Partiell hybridisierte Oligonukleotide schmelzen niedriger als im vollstindig hybridi-
sierten Zustand. Diese Teilhybridisierungen k&nnen dazu fithren, dass héhermole-
kulare Oligenukleotide, die nur teilweise hybridisieren, gemeinsam mit niedermole-
kularen, vollstandig hybridisierten Oligonukleotiden eluiert werden. Selbst wenn die
stationdre Phase ausschliesslich molekulareinheitliche Oligonukleotide aufweist, ist
vermutlich aus sterischen Griinden eine partielle Hybridisierung nicht ganz auszu-
schiiessen. Der grosse Aufwand, den der kovalente Einbau molekulareinheitlicher
Oligonukleotide in die Trigermatrix erfordert, zahlt sich unserer Ansicht nach nicht
in besseren Trennergebnissen aus. Far unsere Ausnahme spricht, dass Astell und
Smith” und Astell ef al.® bei analogen Trennungen an Oligonukleotidzeliulosen, die
mit efnheitlichen Oligonukleotiden substituiert sind. Schmelzpunkibereiche finden,
die sich kaum von unseren Werten unterscheiden.

Aus den Trennergebnissen an PV(pT),~ und PV(pA),~DEAE-Zellulose sicht
man, dass es mit Hilfe der Template-Chromatographie méglich ist, aus Polykonden-
saten der Thymidyl- und Adenylsiure, die weder an DEAE-Zellulose noch papier-
‘hromatographisch aufzutrennen sind. definierte Nukieotide mit drei bis zehn
Yonomereinheiten selektiv im priiparativen Masstab zu isolieren. Besonders die von
s geplante Isolierung definierter Oligonukieotide aus DNA- und RNA-Hydrolysa-
en, die beispielsweise nur lineare, niedermolekulare Nukleinsgurefragmente ent-
“alten, solite mit Hilfe der Template-Chromatographie realisierbar sein. |
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Peolykondensate der Desoxyadenylsdure werden kovalent mit Polyvinylalkohol
verkniipfi. Diese polymergebundenen Oligonuklectide werden an DEAE-Zellulose so
stark adsorbiert, dass eine teilweise Desorption bei neutralems pH mit 1 7 NaCl erst
oberhalb von 60° erfolet. Die Verwendbarkeit dieser PV(pA),~DEAE-Zellulose zur
szulenchromatographischen Trennung synthetischer Polykondensate der Desoxy-
thymidylsdure pach dem Prinzip der Basempaarung wird anhand von Beispielen

diskutiert. ) ) o
Sowoh! lineare, als auch Pyrophosphatderivative der Thymidylsdure mit diber

finf Monomereinkeiten werden unter Redingungen der Basenpaarung unterschiedlich
stark retardiert, wihrend zyklische Oligonukleotide keine nachweisbaren Wechsel-
wirkungen mit der stationfiren Phase eingehen. Daher gelingt es im steigenden Tem-
peraturgradienten Polykondensate der Desoxythymidylsiure mit eimem mittleren
Polymerisationsgrad von 6-10 an PV(pA), fraktioniert zu trennen.
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