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Zwei neue Methoden zur Verknupfung von Nucleotiden uber die 5’-Phosphatgruppe mil 
einem polymeren Trlger werden beschrieben: In einen Falle dient ein Ribocytidin als 
Zwischenglied und erfolgt die Wicdcrabspaltung durch Hydrolyse mit Trifluoressigsaure, 
Perjodat-Oxidation und P-Eliminierung, im rweiten Falle wird ein Nucleosid-5’-phosphoro- 
thioat mit einem Chlormethylpolystyrol unter S-Alkylierung umgesetzt, und die Abspaltung 
gelingt unter milden Bedingungen mit Jod/Wasser. 
Die Brauchbarkeit beider Konzepte fur die Darstellung von Oligonucleotiden mit 5’-Phos- 
phatgruppc wurde durch die Synthese der Oligonucleotide (pdT)5. pdTpdApdT, pdTpdCpdT 
und pdTpdGpdT demonstriert. 

Chemical Synthesis of Deoxyoligonucleotides with 5’-Phosphate Group on a Polymer Support 

Two new methods are described for attaching nucleotides v i a  the 5’-phosphate group to a 
polymer support: The first procedure uses a ribocytidine as connecting link; cleavage is 
carried out by hydrolysis with trifluoroacctic acid. periodate oxidation and $-elimination. 
The principle of the second method is the reaction of chloromethyl polystyrene with a nucleo- 
side-5’-phosphorothioate leading to a S-alkyl-5’-phosphorothioate; cleavage occurs under 
mild conditions with iodine/water. 
Both concepts were successfully used for synthesizing of the 5’-phosphate containing oligo- 
nucleotides (pdT)S, pdTpdApdT, pdTpdCpdT, and pdTpdGpdT. 

Zur Darstellung von Oligonucleotiden **) ist die Synthese a m  polymeren Trager 
(Merrifield-Methode) vorteilhaft veruendbar,  da sie irn Vergleich zur konventionellen 
Methode in Losung relativ gute Ausbeutcn unter Zeit- und Arbeitsersparnis erbringt. 
Diese Oligonucleotide konnen ansch l i eknd  zu langeren Nucleinsaureketten zusam- 
rnengesetzt werden (Blockkondensation 1.2)). 

*) Z.Zt. University of California, San Francisco Medical Center, School of Medicine, 
Dept. of Biochemistry, San Francisco, California 94 122, USA. 

**) Abkurzungen der Oligonucleotide nach IUPAC-IUB Literature Recommendations, 
Eur. J. Biochem. 15, 203 (1970): 
dA = Desoxyadenosin, dG = Desozyguanosin, dC 7 Desoxycytidin, dT  = Thymidin; 
dbz6A = N6-Benzoyl-dA, daczG - Nz-Acetyl-dG, dan4C : N4-Anisoyl-dC; dA(Ac) = 
3‘-O-Acetyl-dA; pdA : dA-5‘-phosphat, dAp - dA-3‘-phosphat; pdbzbA(Ac) = N6- 
Benzoyl-3’-O-acetyl-dA-5‘-phosphat. 

1) A. Kumar und H. G.  Khorana, J. Amer. Chem. Soc. 91, 2143 (1969); J. Hachmann und 
H .  G .  Khorana, ebenda 91, 2749 (1969). 

2) S. A.  Narang und S. K. Dheer, Biochemistry 8, 3443 (1969). 
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Bei der Mehrheit der bisher beschriebenen MethodenJ--S) wird im ersten Schritt ein 
Nucleosid an einem polymeren Trager befestigt, so daB man am Ende der Synthese 
und nach Abspaltung vom Trager Oligonucleotide mit freier 5'-OH-Gruppe erhalt. 
Bei weiteren Arbeiten wurde im ersten Schritt ein Nucleotid uber seine 5'-Phosphat- 
gruppe rnit primaren Amino- bzw. Hydroxygruppen des Tragers umgesetztp-1'). 

In dieser Arbeit werden nvei neue Moglichkeitenl2) beschrieben, geschutzte Des- 
oxyoligonucleotide mit 5'-Phosphatgruppe zu synthetisieren, welche direkt in Block- 
kondensationen eingesetzt werden konnen. Die A bspaltung der geschutzten Oligo- 
nucleotide vom Trager erfolgt wesentlich milder als bisher9-11) beschrieben, so daB 
keine Gefahr der Spaltung der N-glycosidischen Bindung von N6-Benzoyldesoxy- 
adenosin und der ungewollten Abspaltung von Schutzgruppen besteht 12). 

Ergebnisse 
Divinylbenzol vernetztes makroporoses 

PoIystyroW 13) venvendet, das in unpolaren organischen Losungsmitteln gut quellbar 
ist, dagegen in polaren Losungsmitteln - wie Wasser oder Methanol - nicht quillt. 
In dieses Polymere wurden nach beschriebenen Methoden p,p'-Dimethoxytrityl- 
chlorid-Gruppen als funktionelle Gruppen eingefuhrt3.4). Als Bindeglied, das am 
Ende der Synthese die Abspaltung des Produkts erlaubt, wurde zwischen die Dimeth- 
oxytritylgruppe und das erste Desoxynucleotid der aufzubauenden Desoxyoligo- 
nucleotidkette geschutztes Ribocytidin eingefuhrt. Die freie 5'-OH-Gruppe von 2',3'- 
(2,4Dimethoxybenzyliden)-cytidin (1) 14) wurde mit der Pseudosaccharyl-Gruppels) 
geschutzt (2), und 2 mit der Dimethoxytrityl-Gruppe des Polymeren umgesetzt (3). 
Danach wurde die Pseudosaccharyl-Schutzgruppe ammonolytisch entfernt (4). Mit 
der Veresterung der freien 5'-OH-Gruppe von 4 mit 3'-O-Acetyl-thymidin-5'-phosphat 
[pdT(Ac)] in Gegenwart von 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid (TPS-CI) als 
Kondensationsmittel begann der Aufbau der Nucleotidkette (5). Nach der Abspaltung 
der 3'-O-Acetylgruppe mit Tetraathylammoniumhydroxid/F'yridin (6) wurde der 
nachste Kondensationsschritt durchgefuhrt (7). 

Als polymerer Trager wurde ein rnit 5 

H. Hayatsu und H .  G .  Khorana. J. Amer. Chem. SOC. 88, 3182 (1966). 
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Die Abspaltung der Desoxyoligonucleotidkette vom Polymeren erfolgte mit Tri- 
fluoressigs&ure/CH2C12, wobei gleichzeitig die Dimethoxybenzyliden-Gruppe am 
Ribocytidin entfernt wurde (7 + 8). Eine anschlieknde Perjodatspaltungls) der 
cis-Diolgruppierung des Ribocytidin-Restes und nachfolgende @-Eliminierung des 
Dialdehydes 9 mit Ammoniak lieferte die Desoxyoligonucleotide mit freier 5’-Phos- 
phatgruppe. Dabei werden gleichzeitig die N-Schutzgruppen der Basen abgespalten; 
wenn dies vermieden werden soll, kann fur die P-Eliminierung statt Ammoniak ein 
Anilinacetat-Puffer 17) verwendet werden. 

Die Synthese verschiedener Oligothymidylsauren, (pdT)2, (pdT)3, (pdT)4, (pdT)s 
und ,,gemischter“ Desoxyoligonucleotide mit Desoxyadenosin und Desoxyguanosin 
- pdTpdApdT uber pdTpdA und pdTpdGpdT iiber pdTpdG - gelang an  diesem 
Polymeren. Als geschutzte Nucleotide wurden noch 3’-O-Acetyl-N6-benzoyl-desoxy- 
adenosin-5’-phosphat [pdbzaA(Ac)] und 3’-O-,N2-Diacetyl-desoxyguanosin-5’-phos- 
phat [pdaczG(Ac)] eingesetzt, die nach beschriebenen Verfahrenls. 19) dargestellt 
waren. 

Die analytische Charakterisierung der Oligonucleotide erfolgte durch Papier- 
chromatographie und enzyrnatische Spaltung mit Phosphodiesterase aus Schlangen- 
gift zu 5’-Nucleotiden. Quantitative Spaltbarkeit beweist die 3‘,5’-Verknupfung der 
Bausteine; das Verhaltnis der entstehenden Mononucleotide gibt die Zusammen- 
setzung der gespaltenen Kette wieder (s. exp. Teil). 

Eine einfachere Moglichkeit. eine Desoxyoligonucleotidkette uber die 5‘-Phosphat- 
gruppe an  einem Polymeren zu befestigen, bietet ein chlormethyliertes, mit 5 % Divinyl- 
benzol vernetztes Polystyrol20). Alkylhalogenide reagieren mit Thiophosphaten 21) 

n 

OH 6 H  

11 12 

13 14 
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(PWS 
pdT pdC pdl‘ 
pdTpdApdT 

16) F. Kuthuwulu und F. Crumer, Liebigs AM. Chem. 709. 185 (1967); 712, 195 (1968). 
17) H. C. Neu und L. A .  Heppel. J. Biol. Chem. 239, 2927 (1964). 
18) H. Schuller, G.  Weimunn. B. Lerch und H. G. Khorunu, J. Amer. Chem. Soc. 85, 3821 

19) S. A .  Nurung, T. M .  Jucob und H. G. Khorunu, J. Amer. Chem. Soc. 87, 2988 (1965). 
20) R.  B. Merrifield, Biochemistry 3, 1385 (1964). 
21) S. AkerfeIdt, Acta Chem. Scand. 16. 1897 (1962). 

(1963). 
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wie Thymidin-5’-phosphorothioat 22) bei 50 60 C in Dimethylformamid unter 
S-Alkylierung23) (11 -+ 12); 0-Alkylierung wurde nicht beobachtet. Die Ketten- 
verliingerung erfolgte wie oben (12 -+ 13). 

Die Abspaltung vom Polymeren gelang mit Jod22) in Pyridin/Wasser, wobei die 
P - S-Bindung gelost wird und eine normale Phosphatgruppe am Oligonucleotid 
entsteht (14). Der Mechanisrnus dieser Reaktion ist noch nicht eindeutig geklart 24). 

Mit Iiilfe dieser Verankerung uurden die Oligothymidylsiiuren his (pdT)S und die 
Oligonucleotide pdTpdCpdT uber pdrpdC und die Vorstufe 3’-O-Acetyl-N4-anisoyl- 
desoxycytidin-5’-phosphat [pdan4C(Ac)] 18.1‘)) sowie pdTpdApdT iibcr pdTpdA 
dargestellt. 

Diskussion 
Beide hier beschriebenen Methodm gestatten die polymer-gebundene Synthese 

von geschut7ten Desoxyoligonucleotiden mit 5‘-Phosphatgruppen und beliebigen 
Nucleotid-Sequenzen. Die Abspaltutig der uber Ribocytidin verankerten Oligo- 
nucleotide vom Polymeren wird mit 7 rifluoressigsaure eingeleitet, wobei in geringem 
Ma& Eliminierung der N-geschutzten Purinbasen Ns-Benzoyl-adenin und N2-Acetyl- 
guanin beobachtet wurde, die sich durch die extreme SSureempfindlichkeit der N-glyco- 
sidischen Bindung erklart. Die nachfolgende Perjodatspaltung und ?’-Eliminierung 
zum freien Oligonucleotid wirft keine Probleme auf. 

Die Tweite Methode, bei der die Oligonucleotidkctte uber eine 5’-Thiophosphat- 
Gruppe an ein Chlorniethyl-Polymcres gebunden wird, ist einfacher, erfordert aber 
zuniichst die Synthese eines Nucleosid.5’-phosphorothioates. Diese ist selbst in g rok-  
rern Manstab kein Problem. Vorteilhaft sind die milden Abspaltbedingungen mit 
Jod/HzO, die die Purinbasen nicht angreifen; eine eventuell 7u befiirchtende Jodierung 
der Nucleobasen war nicht zu beobachten. 

Experimenteller Teil 
Papierchromatographie erfolgte absteigend auf dem Papier 2043b (gewaschen, Schlei- 

cher & Schull. Ihssel ,  BRD) in: A A hanol,!l M Ammoniumacetat (5:2. v/v) pH 7, B .: 

lsopropylalkohol/konz. NH,/Wasser (7 I :2. v,‘v), C - n-Propanol’konz. NH,/Wasser 
(55: 10:35, vjv), D - Athanol/l M Arnnioniumacetat (7 :3 .  v/v) pH 7.5 und E Chloro- 
forrnj’Mcthanol (9: I ,  v/v). Fur 1)unnschichtchramatographie wurden DC-Fertigplatten 
Kieselgel F 254 (Schichtdicke 0.25 mrn) tind I’SC-Fertigplatten F 254 (Schichtdicke 2 mm, 
fur prlparative Zwecke, Merck, Darmstadt, BK I)) verwendet. 1R-Spektren wurden von 
KBr-PreBlingen im Perkin-Elmer .,Infracord*’ gemessen. UV-Spektren wurden im Cary 14 
oder Unicam SP 1800 aufgenommcn. Gehaltsbestimmungen erfolgten in A,,,,,-Einheiten 
(Absorption von I ml Losung bei der  Schichtdickc 1 cm) im Zeiss P M Q  11-Spektralphoto- 
meter. Elcmentaranalysen wurden irn Mikroanalytischen Laboratorium J. Beller, Cottingen, 
durchgcfuhrt. I’yridin wurde getrocknet durch 1)estillation von K O H  und uber ,,Linde“- 
Molekularsieben (Typ 4 A) aufbewahrt. Schlangengift-I’hosphodiesterase (E. C. 3.1.4.1 .) 
wurde von Boehringer (Mannheim, B R D j  bezogcn. 

22) A. F. Cook, M. J. Holnrun und A .  L. Nnssbauin, J. Amer. Chem. SOC. 91, 6479 (1969). 
2)) A.  W. Murray und M. R. Arkinson, Biochemistry 7,  4023 (1968). 
24) V .  M .  Clark, D .  W.  Hurchinson, ti. I+’. Kirby und A.  R. Todd, J. Chem. Soc. 1961, 715; 

D .  il.1. Brown, J. A. Flint und N. K. Hoiner, ebenda 1964, 326. 
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Darstellung des Polymeren: In einem 4-Liter-Dreihalskolben rnit Hcizpilz auf einer Schiittel- 
mdschine wurden 33 g Moviol (Polyvinylalkohol) in 1.5 Liter bidest. Wasser bei 80°C unter 
RiickfluB und unter N2 gelost. Ein Gemisch von 66 g liislichem Polystyrol (Mol.-Masse 
170000) in 133 g Dilthylbenzol, 36.8 g Divinylbenzol (Sproz.), 364 g Styrol (Divinylbenzol 
und Styrol entstabilisiert und destilliert) und 3 g Azoisobutyrodinitril wurde unter kraftigem 
Schiitteln in 15 rnin bei 80°C zugetropft und dcr Ansatz dann 24 h bei 80°C geschiittelt. 
lnnerhalb von 90 rnin setzte die Polymerisation ein. Nach Beendigung der Reaktion wurde 
das Polymere auf ciner Fritte mehrmals rnit hciBem Wasser, Methanol und Benzol gewa- 
schen, bis es von allen loslichen Bestandteilen befreit war, und bei I O O T  i. Vak. iiber P4O10 
gctrocknet. Ausb. 95%. 

Dirnerhoxyrrirylalkohol-Polymeres: 45 g Polystyrol (0.425 mol) licD man in 300 ml Nitro- 
benzol 1 h vorquellen, setzte 25.5 g p-Anisoylchlorid (0. I5 mol) und 14.0 g AICI3 (0.098 mol) 
zu und schiittclte 15 h bei Raumtemp. untcr AusschluB von Feuchtigkeit. Dann wurden 
100 ml Wasscr und 25 ml konz. Salzsaure zugegeben und nochmals 30 rnin geschiittelt. 
Das Polymerc wurde auf einer Fritte intensiv rnit 0:5 N HCI, Tetrahydrofuran 4- HCI, 
Methanol, Benzol und Ather gewaschen und bei 80°C i.Vak. getrocknet. Ausb. 51 gp-Meth- 
oxybenzophcnon-Polymeres. Elementaranalyse: C 88.40, H 7.34, 0 4.1 1 ; daraus bcrcchnen 
sich 16% funktionelle Gruppcn. Im IR tritt die C-0-Bande bei 1660 cm--l auf. 

10 g p-Methoxybcnzophenon-Polymeres lieR man in 30 ml absol. Tetrahydrofuran vor- 
quellen. Aus 1.07 g Mg-Spanen (0.053 mol) und 10.0 g p-Bromanisol (0.053 mol) in 20 ml 
absol. Tetrahydrofuran wurde eine Grignard-Losung bereittt und zur Suspension des Polymer- 
Ketons gegeben. Das Gemisch wurde 20 h bci Raumtemp. geschiittelt, dann mit Wasser 
zersetzt und Essigsaure zugefiigt. Das Polymere wurde intensiv rnit verd. Essigsaurc, Tetra- 
hydrofuran und Athanol gewaschen und iiber P4010 i.Vak. bei 70°C getrocknet. Ausb. 
1 1 g Dimethoxytritylalkohol-Polymeres. Elementaranalysc: C 87.20, H 7.26, 0 5.45; daraus 
berechnen sich 16.4% funktionelle Gruppen oder 1 . 1  mmol/g Polymeres. Im 1R zcigt sich 
keine Bande bei 1660 cm-1 (C=O) mehr. 
p,p’-Diri~erhoxyrriry/chlorid-Po/yriieres: 1 1 g gut getrocknetes Dimethoxytritylalkohol- 

Polymeres wurden mit 100 ml absol. Benzol und 20 ml Acetylchlorid 2 h unter RiickfluB 
erwarmt. Nach Abkiihlcn wurden die fliichtigcn Bestandteile so weit wie moglich entfcrnt, 
das Polymere mit 100 ml absol. Bcnzol gewaschen und erncut abgedampft. Zur CI-Bestim- 
mung wurden 500 mg rnit 20 ml Tetrahydrofuran und 3 ml 1 N NaOH 30 rnin geschiittelt und 
titrimetrisch mit 0.1 N AgNO3 nach Volhord 1.15 mmol Cl-/g Polymeres bestimmt. 

Chlornierhyl-Polymcres (P) - CH2Cl: 5 g Polystyrol (mit 5 % Divinylbenzol vernctzt) lieu man 
1 h in 25 ml CH~OCHZCI vorquellen, kiihltc auf O”Cldb, gab 0.4 ml SnC14 in 10 ml 
CH30CH2CI zu und ruhrte untcr FcuchtigkeitsausschluR 30 rnin bei 0°C. Das Polymerc 
wurde auf einer Frittc intensiv mh Dioxan/Wasser (3:l), Wasser, Dioxan sowie Aceton 
gewaschen und bei 100°C i.Vak. iiber P4O10 getrocknct. Elcmcntdrandlyse: CI = 2.67%; 
daraus berechnen sich 0.75 mmol funktionelle Gruppen/g Polymcres. 

2’,~-(2,4-Dimerhoxybenzy/iden)-5‘-pseudosaccharyl-cyfidin (2) : 3.9 I g 2’,3’-(2,4-Dimcthoxy- 
benzyliden)-cytidin (1) (10 mmol) in 250 ml absol. Pyridin wurden mi1 ca. 5 g Molekularsiebe 
(4A,  Merck, Darmstadt, BRD) versetzt und iiber Nacht geriihrt. Dann wurde auf -18°C 
abgckiihlt (Aceton/Trockeneis), 2.21 g Pseudosaccharinchlorid ( I  I mmol) zugegeben, 10 h 
bei - 17 bis - 18°C geriihrt, die Molekularsiebe abfiltriert und die Losung i. Hochvak. ein- 
gedampft. Bei Zugabe von 200 ml Wasscr fie1 ein rosagefarbter Niederschlag am, der abfil- 
triert und mehrmals rnit Wasser gewaschen wurde. Nach Trocknen i.Vak. iiber KOH wurden 
5.53 g Rohprodukt erhalten, durch PSC an Kieselgel im Laufmittel E (RP 0.56, RP von 1 0.28) 
gereinigt und mit Aceton 3.88 g = 70% glasartiges, chromatographisch reines Produkt 
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eluiert. Die Substanz konnte nicht kristallisiert werden. IR (KBr): intensive Bande bei 
3250 cm-1 (NH2-Gruppe); UV (Methanol): A,,, 274 nm, Amin 253 nm, A,, 233 nm. Bei 
Zstdg. Behandlung rnit konz. NH3 in Pyridin wurde die Pseudosaccharyl-Gruppe aus 2 
(RF 0.56) nach chromatographischer Ana.lyse quantitativ zu 1 (RP 0.28) abgespalten. 

Thymidin-5'-phosphvrvthivar (1 1): 570 mg (2 mmol) 3'-O-Acetyl-thymidin wurden in 5 ml 
Trilthylphosphat gclBst, auf 0°C abgekuhlt und 0.7 ml(6.5 mmol) PSC13 und 0.24 ml(3 mmol) 
Pyridin zugegeben. Nach langsamem Ekwarmen auf Raumtemp. wurde es dabei 51/2 h 
belassen. Dann versetztc man unter Kiihlung rnit 20 ml IOproz. Bariumacetatlasung und 
hielt die LBsung durch mehrmaliges Zufugen von wenig Pyridin auf pH 1.5 -2. Nach 50 min 
wurden 5 ml Trilthylamin und 90 ml Athanol zugesetzt, der Niederschlag abfiltriert und 
dreimal rnit je 40 ml 8Oproz. Athanol gewaschen. Danach extrahierte man dreimal rnit je 
50 ml Wasser. Die wlBr. LBsung, die aiiRer 3'-O-Acetyl-thymidin-5'-phosphorothioat auch 
deacyliertas Produkt enthielt, wurde eirigeengt und 2 h rnit konz. NH3 behandelt, dann 
eingedampft, auf eine DEAE-Cellulose-Siiule (HCOJQ-Form, 2.5 x 35cm) gegeben, mit einem 
Gradienten (750 ml Wasser + 750 ml 0.5 M Ammoniumhydrogencarbonat) eluiert und 
Fraktionen von etwa 10 ml gesammelt. Das Produkt wurde bei einer Pufferkonzentration 
von 0.24- 0.32 eluiert. Die Fraktionen wurden vereinigt, das Salz durch mehrmaliges Ein- 
engen rnit Wasser, Athanol am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt in das Na- 
triumsalz ubergefuhrt und im Kuhlschrank aufbewahrt. Ausb. 14200 A267-Einheiten 
(1.48 mmol) = 74%. 

N ~ ~ [ C I ~ H I S N ~ O ~ P S ] .  HzO (N2.3) Ber. C 29.9 H 4.2 P 7.7 S 8.0 
Gef. C 29.8 H 4.0 P 7.9 S 7.8 

Beladung des Dimethoxytritylchlorid-Polymeren tnir 2 zu 4 uber 3: 330 mg 2 (0.60 mmol) 
wurden dreimal rnit 5 ml absol. Pyridin ahgedampft, in 4 ml absol. Pyridin aufgenommen und 
300 mg Dimethoxytritylchlorid-Polymeres ( I .  I mmol Dimethoxytrityl-Gruppenlg Polymeres) 
zugegeben. Der Kolben wurde fest verschlossen, 6 d bei Raumtemp. geschuttelt, dann I ml 
Methanol zugesetzt und nochmals 2 h geschuttelt. Das Polymere wurde auf einer Fritte 
funfmal mit Pyridin, dreimdl mit Tetrahydrofuran und zweimal mit PetrolPther (30--60°C) 
gewaschen. Im 1R traten starke Banden bei 1660 (C =0) und 1630 (C=N) sowie eine schwache 
Bande bei 1710 cm-1 (C-N der Pseudosaccharyl-Gruppe) auf. 

Zur Abspaltung der Pseudosacchuryl-Critppe (3 + 4) wurde das beladene Polymere in 10 ml 
Pyridin rnit 5 ml konz. NH3 versetzt, 15 h bei Raumtemp. geschuttelt und danach wie oben 
gewaschen. Im I R  war die Bande bei 1710 cm-1 vcrschwunden. 

Zur Eestimmung des Eeludungsgrades wurden 10.4 mg beladenes Polymeres 15 min mit 
5prOZ. CF3C02H/CH2C12 bei Raumtemp. hydrolysiert und dann 3 Tropfen konz. NH3 und 
3 -4 ml Methanol zugegeben. Nach 10 niin wurde das Polymere abfiltriert und funfmal mit 
Pyridin sowie dreimal rnit Methanol gewaschen. Die Filtrate wurden vereinigt, eingeengt 
und der Ruckstand papierchromatographisch im Laufmittel A aufgearbeitet. Der Cytidin- 
Fleck wurde rnit Wasser eluiert und das Cytidin spektrophotometrisch bestimmt ( ~ 2 7 ,  nm = 

9 100). Ausb. (Mittel aus zwei Bestimmurigen): 4440 A271-Einheiten = 0.49 mmol 2jg Poly- 
meres. Weitere Ergebnisse s. Tab. 1. 

Darstellung vvn Oligonucleotiden durcli Imehrfache) Kondensation von 4 rnit geschlitzten 
Nucleotiden (4+7) und nuchfvlgendes Abspalten der Schutzgruppen sowie Abspalten vom 
Polymeren (7+10): 250 mg 4 (0.36 mmol Cytidinlg Polymeres) und 0.5 mmol 3'-O-Acetyl- 
thymidin [pdT(Ac)] (- 5facher UberschuD, bez. auf Cytidin) wurden durch dreimaliges 
Abdampfen rnit je 10 ml absol. Pyridin azeotrop getrocknet. Zum Ruckstand gab man eine 
LBsung von 450 mg ( I  .5 mmol) 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid (TPS-CI) in 7 ml 
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Tab. 1. Beladung des Dimethoxytritylchlorid-Polymeren mit 2 bei Raumtemperatur 

Funktionelle Gruppen OberschuD an 2 Beladungsgrad 

(mmol/g Polymeres) Gruppen am Polymeren) 0) Polymeres) 
am Polymeren eez. a d  funktione~~e Reaktionszeit (-01 2/g 

1.1 
1.1 
0.8 
1.1 

2fach 
1.2fach 
Zfach 
1.3fach 

144 

100 

86 
144 

0.49 
0.35 
0.26 
0.29 

absol. Pyridin und schuttelte das Gemisch 9 h bei Raumtemp. Darauf wurde die Usung 
vonichtig vom Polymeren dekantiert. 10 ml Pyridin/Wasser (9: 1, v/v) zugesetzt und 2-3 h 
geschiittelt. Dann wurde das Polymere auf einer Fritte dreimal mit Pyridin, dreimal mit 
Pyridin/Wasser (9: 1, v/v), zweimal mit Tetrahydrofuran, zweimal mit Methanol und zum 
SchluB mit Petrolather gewaschen. IR: starke Bande bei 1740 cm-1 (3’-O-Acetyl). 

Die Abspuftung der 3’-O-Acetyl-Gruppe (5+6) erfolgte mit Pyridin/25 proz. ( C ~ H S ) ~ N @ O H ~  
(9: I ,  v/v) durch 30 min Schiitteln bei Raumtemp. und Waschen wie oben. Danach konnte 
der nachste Kondensationsschritt durchgefuhrt werden. 

Zur Bestimmung der Kondensurionsuusbeute wurde eine kleine Menge (I 1.8 mg) Polymeres 
mit I ml Sproz. CF3C02H/CH2C12 20 min bei Raumtemp. hydrolysiert (s. oben). Das 
Nucleotidmaterial wurde mit 0.5 ml 0.05 M CH3C02Na sowie 0.5 ml 0.2 M NaJ04 versetzt, 
nach 2 h wurde 0.5 ml 0.05 M Glucosel6sung zugegeben und noch 1 h stehengelassen. Dann 
wurden 1.5 ml konz. Ammoniak zugefugt, die Lasung I5 h bei Raumtemp. belassen, ein- 
geengt und der Ruckstand an Papier im Laufmittel A chromatographiert. Der Thymidin- 
Fleck wurde mit Wasser eluiert und spektrophotometrisch bestimmt. Ergebnis: 20.8 A267-Ein- 
heiten = 1760 Az&inheiten/g Polymeres. 

Die Oligothymidylsauren bis (pdT)s sowie die gemischten Oligonucleotide pdTpdApdT und 
pdTpdCpdT wurden durch mehrfache Wiederholung des Kondensationszyklus in analogen 
Ansltzen und nachfolgende Abspaltung synthetisiert, wobei in den letzteren FHllen anstelle 
von pdT(Ac) die geschutzten Mononucleotide pdbSA(Ac) bzw. pdaczG(Ac) eingesetzt 

Tab. 2. Charakterisierung der iiber 4 dargestellten Demxyoligonucleotide 

nucleotid % *) (Laufmittel C) Phosphodiesterase 
Desoxyoligo- RpWert * *) Spaltung mit 

~- 

@dV2 
WV3 
WV4 
@dVs 
pdTpdA 
pdTpd ApdT 
pdTpdG 
pdTpdGpdT 

51 
49 
34 
26 
28 
25 
21 

26 

0.89 
0.73 
0.64 

0.54 
0.5 I 
0.35 
0.43 
0.32 

quantitativ 
quantitativ 
quantitativ 
quantitativ 
pdT : pdA (I .O: 0.95) 
pdT:pdA (2.0:0.87) 
pdT:pdG (1.0:0.95) 
pdT:pdG (2.0:0.90) 
.. . _ _  

* I  Bezogcn auf die vorhcrgchcndc Stufe. 
* * I  &zogcn auf pdT. 
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wurden. Die Bestimmung der Ausbeute erfolgte wie oben; die Extinktionskoeffizienten der 
Oligothymidylsluren wurden aus der Literaturs), die der gemischten Oligonucleotide durch 
Addition der Werte der Monomeren chne Berucksichtigung der Hyperchromie erhalten. 
Die Oligonucleotide wurden in Mengen zwischen 0.1 und 0.7 mg isoliert. 

Zur Charukrerisierung der Produkte s. Tab. 2. 
Beladung des Chlormerhyl- Polyrneren (P) - CHZCI mit Thymidin-5'-phosphorothioat ( I  1) 

zu 12: I g (P)-CHzCI (0.75 mmol Cl-/g Polymeres) wurden zu einer Losung von I .04 mmol I 1  
(Na-Salz) in 5 ml Dimethylformamid grgcben und das Gemisch 24 h bei 60°C geschuttelt. 
Das Polymere wurde danach rnit Pyridin/Wasser (3: I ,  v/v), Methanol und Petrolather 
gewaschen. Im IR  zeigte sich eine intciisive Hande bei 1670cm 1 (C-0 von Thymidin). 
Dieselbe Synthesc rnit einem kauflichen Polymeren (BioRad Laboratories, Richmond, 
California, USA) lieferte schlechtere Ausbeuten. 

Utn die nicht irnrgeserzren CHzCI-Gricppen zu blockieren, wurde das Polymere I h rnit 
Pyridin/2 N Na-Methylat in Methanol (6: 1, v/v) geschuttelt. 

Ziir Bestiminung des Beludungsgrades wurden 10.4 mg 12 rnit 10 mg Jod in 2 ml Pyridinl 
Wasser (3: I ,  v/v) 22 h bei Raumtemp. geschuttelt. Man filtrierte das Polymere auf einer 
Fritte ab, wusch je dreimal rnit Pyridin. Pyridin/Wasser (4: 1, v/v) sowie Wasser und engte die 
Filtrate ein. Der Ruckstand wurdc rnit 5 rr.1 Wasscr aufgcnomrnen undzweirnal rnit 30 ml Ather 
extrahiert. Die wlRr. Phase wurde eingeengt und im Laufmittel C chromatographiert. Ergeb- 
nis: 29.6 A267-Einheiten pdT sowie 3.30 A267-Einheilen pdTp [ R P  0.54, idcntifiziert durch 
chromatographischen Vergleich mit pdTp im System C und in Athanolll M Ammoniumacetat 
(7:3, v/v) pH 3.5; bei der Behandlung rnit Acetanhydrid/Pyridin nach I5 h unverandert; 
mit alkalischer Phosphatase (Tris-Puffer p H  8.6, 3 h, 37°C) quantitative Bildung von Thymi- 
din] d. h. insgesamt 3200 A267-Einheilen/g Polymeres == 0.33 mmol pdT/g Polymeres. 
Weitere Beladungen s. Tab. 3. 

Tab. 3. Beladung des Chlormcthyl-Polymeren (P)- - CHzCl rnit Thymidin-5'-phosphorothioat 
(1 1) 

Funktionelle 'berschuB an" Beladungs- 

am Polymeren (h 1 mittel ("0 (mmol pdT/g 
Pol ymcres) 

Temperalur grad (bez. auf Gruppcn funkt,onelle Rcaktiorsreit I osungs- 

(mmol/g Polymcrcs) am  en) 
1.2 1.4fach 45 l>M F *I 60 0.41 
0.75 1.3fach 24 DMF.1 60 0.33 
0.75 I.0fach 12 D M  F/HPT **I 60 0.27 
0.75 1.Ofach 6 DMF.1 60 0.26 
0.75 0.75 fach 4 D M F "  50 0.08 
0.75 Ohfach 7 5  D M F "  50 0.18 

* I  DMF i: Dimethylformamid. 
* * I  DMF/HPT = Dimethylformamid/Hexameth~lphosphorsiurelriamid (3.5: I ,  v/v). 

Durstellung von Oligonucleotiden durcli (mehrfache) Kondensarion von I2 init geschiirzten 
Nucleoriden und nuchfolgendes Ahspalten der Schurzgruppen so wie Abspalriing vom Polymeren 
(13-+14): 100 mg I2 (0.175 mmol pdT/g Polymeres) und 0.1 75 rnmol 3'-O-Acetyl-thymidin 
[pdT(Ac)] wurden rnit absol. Pyridin azeotrop getrocknet und nach Zugdbc von 0.44 m o l  
(133 mg) TPS-CI in 1.5 ml absol. Pyridin 6 h umgesetzt. Dann folgte die schon beschriebene 
Aufarbeitung. 

Die Abspultiing der 3'-O-Acery/gritppe gelang durch 25 min Schutteln in 5 ml absol. Pyridinl 
2 N Na-Methylat in Methanol (9: I ,  v / f )  bei Raumtemp. AnschlieBend wurde wie oben 
beschrieben gewaschen. 
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Die Abspaltung des Oligonucleotides vom Polymeren und die Bestimmung der Ausbeute 
erfolgte wie bei der Errnittlung des Beladungsgrades. 

(pdT)s und die gemischten Trinucleotide pdTpdon4CpdT und pdTpdbz6ApdT wurden in 
analogen Ansltzen unter z. T. leicht veranderten Bedingungen (Tab. 4) durch wiederholtes 
Ankondensieren der geschiitzten Nucleotide pdT(Ac) bzw. pdanC(Ac) bzw. pdbzaA(Ac) 
synthetisiert. Die Bestimmung der Ausbeuten erfolgte wie oben. 

Die Abspaltung der N-Schutzgruppen erfolgte mit konz. Ammoniak wiihrend 48 h bei 
Raurntemp. vor der enzymatischen Spaltung und der chrornatographischen Trennung. Die 
Bestimmung der Ausbeuten erfolgte wie oben. Die Oligonucleotide wurden in Mengen 
zwischen 0.1 und 0.7 mg isoliert. 

Zur Charakterisierung der Oligonucleotide s. Tab. 4. 

Tab. 4. Charakterisierung der iiber 12 dargestellten Desoxyoligonucleotide 

Spaltung mit 
Phosphodiesterase % Ausbeute *) RrWert Desoxyoligo- 

nucleotid 

@dT)Z 
w - 3  

@d714 
@dT)s 
pdTpdC 
pdTpdCpdT 
pdTpdA 
pdTpdApdT 

39 

25 
19 

21 

23 
18 
21 
25 

0.70 * *) quantitativ 
0.39 **) quantitativ 
0.64 ***) quantitativ 
0.54 *) . quantitativ 
0.48 *) 
0.34 *) pdT:pdC (2.0:0.90) 
0.49 *) 
0.34 **) pdT:pdA (2.0:0.95) 

*I Bczogen auf die vorhcrgehcndc Stufe. 
0.1 Rclativ N pdT im Laufmittcl B. 

***) Relativ zu pdT im Laufmittel C. 
[297/73] 
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