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Die Richtigkeit der Analysenresultate wird weitgehend bestimmt durch die Gute 
des verwendeten Standardbleis (Homogenitat und Richtigkeit der Gehaltsangabe). 
Die Homogenitat wurde zu < &3y0 gefunden, was auch durch die Werte in Tab. 3 
bestgtigt wird. Die Richtigkeit der Gehaltsangaben fur das Standardblei wurde 
dagegen nicht iiberpriift, sie w i d  auf < +loyo geschatzt. 

Kupazitut: Mit der beschriebenen Methode lassen sicli pro Tag 10-15 Proben voll- 
standig analysieren, so dass auch grosseren Probezahlen in kurzer Zeit bestimmt wer- 
den konnen. 

€Term Dr. J .  Putry und Herrn dipl. phys. S.  Chakraborty wird fur die wertvollen Diskussionen 
in der Programni-Testphase und Herrn M .  Kuhizle fur seine nertvolle Hilfc bestens gedankt. 
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66. Nucleoside und Nucleotide. Teil4. Festphasensynthese von 
Oligonucleotiden an einem unloslichen, makroporosen Trager 1) 

VOII Remo Glaser, Urs Sequin und Christoph Tamm 
Institut fur Organische Chcmie d r r  LJniversitat Rase1 

(28. 11. 72) 

Summary .  Insoluble, niacroreticular, highly cross-linked polystyrene with projecting inono- 
methoxytrityl chloride groups 4 was prepared and condensed with thymidine (Td) as well as with 
l-(Z’-deoxy-p-D-ribofuranosyl)-Z(I El)-pyridone ( n d )  to give thc polymers 5 and 6 respectively, 
containing approximately 465 pmoles resp. 650 pniolcs of bound nucleoside per gram of polymer. 
A standard procedure for removal of the products from the support is described. Condensation of 
the polymer-bound inucleosidcs 5 and 6, respectively, with 3’-O-acetyl-thymidine-5’-phosphate 
(7) in the presence of inesitylenesulfonyl chloride (MS) and subscquent removal from the polymer 
yielded the dinucleoside phosphates Td-Td (9) and Dd-Td (11) respectively. 

Condensation of the polymer 8 with 3’-O-acetvl-thymidine-5’-phosphatc (7) in the presence 
of MS and cleavage of the polymer linkage gave the trithymidine diphosphatc (Td-Td-Td) (13). 
Phosphorylation of the polymer-bound nucleosides 5 and 6 with P-cyanoethyl phosphate in pres- 
ence of MS took p1ac:e in 3’-positjon. Similarly the pcilyrne~-br~uiid dinucleoside phosphates 8 and 
10 gave 16 and 17 respectively. 

1) Tc,il 3: s.  [l], 
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1. Einleitung. - Bei der Synthese von kettenartigen Biopolymeren wie Poly- 
peptiden, Polysacchariden und Polynucleotiden wiederholen sich bei jeder Verlange- 
rung durch Kondensation gleiche Arbeitsgange, wobei das neue Kondensations- 
produkt jeweils durch zeitraubende Trennungsvorgange isoliert werden muss. Die 
von Merrifield [2] fur Polypeptide entwickelte Festphasensynthese (((solid phase syn- 
thesis ))) hat beachtliche Erfolge zu verzeichnen (vgl. auch [3]). Demgegeniiber ist die 
Synthese von Oligonucleotiden nach diesem Prinzip bisher weniger erfolgreich ver- 
laufen. 

Versuche von Letsinger [4] [5] rnit einem unloslichen *Popcorn*-Polystyroltrager, der rnit 
einer Benzoylgruppe funktionalisiert wurde, fiihrten unter anderem zu Trithymidin-diphosphat 
(Td-Td-Td) *). Das gleiche Oligodesoxyribonucleotid wurde auch von Khorana [6] und Cramer [7] 
synthetisiert, die jedoch im Gegensatz zu Letsinger einen loslichen Polystyroltrager und die 
Monomethoxytritylgruppe verwendcten. Ein unloslicher, jedoch stark quellbarer Trager mit ver- 
schiedenen funktionellen Gruppen wurde von MeZby & Strobach [8] wie auch von Hayatsu [9] ein- 
gesetzt. So synthetisierte Hayatsu ein Hexanucleotid, dessen Startnucleosid mittels einer Ren- 
zoylgruppe am Trager befestigt war, Das Startnucleosid wurde von MeZby & Strobach iiher eine 
Monomethoxytritylgruppe mit dem Trager verkniipft und konnte so zu einem Pentanucleotid 
aufgebaut werden. Cramer hat die Idee der Unioslichkeit des Tragers ubernommen und einen 
starren, unquellbaren und makroporosen polymeren Trager mit einer Dimethoxytritylgruppe [lo] 
hergestellt. Mit diesem neuen Tragertyp gelang ihm dic Synthese des Hexanucleotids von Thy- 
midin (Td-Td-Td-Td-Td-Td). Mit dem gleicheu Tragcr, jedoch mit 2-(a-Pyridy1)-athanol als 
funktionelle Gruppe, konnte er die Hexathymidylsaure synthetisieren [l l] .  In Abweichung von 
den bisherigcn organischen Tragern verwendete K d s t e r  [12] einen Kieselgeltragcr rnit Tritylgrup- 
pen. Die direkte Kondensation von Nucleosiden resp. Nucleotiden mit einem Chlorderivat des 
Kieselgels wurde ebenfalls versucht, war aher wenig erfolgreich, da die entstandenen Silicium- 
Sauerstoff- resp. -Phosphor-Bindungen sehr labil waren. 

2. Der' verwendete polymere Trager. - Die Abhangigkeit vom Losungsmittel 
bei der Verwendung von loslichen oder stark quellbaren Tragern wird durch den 
Einsatz von starren und unloslichen polymeren Tragern umgangen. Durch sie lassen 
sich auch Einschliisse von Reagenzien, wie sie z. B. beim Fallen des loslichen Trager- 
materials auftreten konnen, vermeiden. Fur beide Tragertypen sind die Reaktions- 
dauern gleich lang. Die schlechte Benetzung des unloslichen, unquellbaren Tragers 
in den verschiedenen Reaktionsschritten ist ein Nachteil. Die gleiche Schwierigkeit 
tritt bekanntlich auch bei den Ionenaustauscherharzen auf und wird dort durch die 
Verwendung eines Tragers rnit makroporoser Struktur [13] iiberwunden. Cramer [lo] 
1113 hat solche Trager fur die Festphasensynthese von Oligonucleotiden verwendet 
und damit bemerkenswerte Resultate erzielt. 

Auf Grund dieser Erfahrungen entschlossen wir uns, einen grossporigen und star- 
ren polymeren Triiger, der rnit einer Monomethoxytritylgruppe funktionalisiert ist, 
zu verwenden. Die Herstellung des Festkorpers, der fur die spatere Einfuhrung der 
Tritylgruppe Brom als reaktive funktionelle Gruppe enthielt, entsprach in poly- 
merisationstechnischer Hinsicht der von Braun (141 angewandten Methode. Die Poro- 
sitat 3, wurde analog zum Verfahren von Kunin [15] walirend der Polymerisation 
durch Zugabe von Decalin erzeugt. Zu diesem Zweck wurde eine Mischung von Styrol, 
$-Bromstyrol, Divinylbenzol und Decalin im Mol-Verhaltnis 8 : 2 : 0,6 : 10 in einer 

2, 

3, 

Nomenklatur nach IUPAC-IUB Empfehlungen. Vgl. Biochemistry 9, 4022 (1970). 
Anm. ber der Korrektur : Vorliiufige Untersuchungen mit Hilfe der Raster-Elekronenmikros- 
kopie haben bisher keine eindeutigen Schliisse iiber die PorengriSsse erlaubt. 
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10proz. wiisserigen PoIyvinylalkoliollosung rnit 0,5 Mol-Y0 (bezogen auf die Mono- 
meren) Dibenzoylperoxid als Initiator polymerisiert . Da% farblose Polymerisat, das 
in Form von Perlen mit einem Durchmesser von 0,06-0,6 nim anfiel. wies einen Brom- 
gehalt von 1,5 mniol pro Gramm Polymer auf. Der Aufbau der Monomethoxytrityl- 
gruppe am Polymeren wurde nach einem niofidizierten Vcrfahren, das Melby & Stro- 
bach 161 bei einem rnit 1 % Divinylbenzol vernetzten Poly-6-jodstyrol verwendet 
hatten, vorgeno~ntiie~i. n e r  Syntheseweg ist in Schema 1 zusammengefasst. 

SrlLellza 1 4 )  

CHf3iz CHZCyLi  
- 8 ,  - 

1 2 

3 4 

Mit eineni ifberschuss an 1-Butyllithium wurde das bromhaltige Polymer 1 in 
trockenem Benzol in das farblose Lithiumderivat 2 ubergefuhrt, welches nicht isoliert 
wurde. Nach sorgfaltigem Entfernen des uberschiissigen 1-Butyllithiums entstand 
durch Umsetzung von 2 rnit P-Methoxybenzophenon der Alkohol 3. Das 1R.-Spek- 
trum des gelb gefarbten Polymeren 3 in KRr wies charakteristische Banden bei 3550, 
1500, 1290 und 820 cm-l auf. Die Methoxylbestimmung durch Spaltung von 3 mit 
HJ ergab einen VC'ert von 1,04 mmol pro Gramm des Polymeren. Da das Produkt 
bromfrei, aber der Methoxylwert kleiner als der ursprungliche Brorngehalt des Fest- 
korpers 1 war, durfte die Umsetzung von 1 rnit 1-Butyllithium zwar quantitativ er- 
folgt sein, jedoch scheint die Reaktion von 2 rnit P-Methoxybenzophenon von einer 
Reduktion, wie sie auch Melby & Strobach [I61 festgestellt hatten, begleitet zu sein. 
Nach Behandlung von 3 rnit Acetylchlorid in siedendem Benzol resultierte das Poly- 
mere 4, dcssen Chlorgehalt zwischen 915 und 940 pmol pro Gramm 4 schwankte. Zur 
Bestimmung der tatsachlich umsetzbaren Monomethoxytritylchloride am polymeren 
Triiger wurde das Chlorid 4 einer Methanolyse unterzogen, worauf ein totaler Metho- 
xylgehalt von 1790 pmol pro Gramm 4 festgestellt wurde. Die Differenz der Methoxyl- 
werte des Produkts 4, das einer Methanolyse unterzogen wurde, und des Polymeren 4 
in Chloridform ergab somit einen Gehalt von 750 pMol funktionelle Gruppen pro 
Gramm. Der zu hohe Chlorgehalt von 4 im Vergleicli zuin Methoxyl-Differenzwert 
lasst sich nur durc h Einschluss von Acetylchlorid im polymeren Trager erklaren, da 
man kauni annelirnen kann, dass bei der Synthese von 4 die atherische Bindung 
gespalten wircl. Fur die Reladungsversuclie wurde dahcr rnit einem Gehalt von 750 
pmol funktionelle Gruppen pro Gramm des Polymeren 4 gerechnet. Das 1R.-Spektrum 
von 4 entsprach dem von 3, wobei jedoch die HO-Scliwingung bei 3550 cm-I felilte. 

4 )  @] 7 InakroporGscs vcrnrtztcs Polystyrol. 
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Die Einfulrung einer Monomethoxytritylgruppe mittels einer Friedel-Crafts- 
Reaktion mit Benzoylchlorid und einer anschliessenden Grignard-Reaktion rnit 9- 
Bromanisol, wie sie von Cramer [lo] beschrieben wurde, gelang weder auf einem ((Pop- 
corn e-Polystyroltrager [17], noch auf einem rnit 6% Divinylbenzol vernetzten Poly- 
styrol (vgl. exp. Teil). 

3. Synthese der Oligodesoxyribonucleotide. - Die Beladung des Tragers 4 
mit den Nucleosiden Thymidin und 1-(2'-Desoxy-P-D-ribofuranosy1)-2( 1 H)-pyridon 
(Ud) 5, [18] wurde in wasserfreiem Yyridin bei Kaumtemperatur wahrend 48 Std. 
vorgenommen, wobei jeweils ein zweifacher Uberschuss an Nucleosid (bezogen auf 
festkorper-gebundene funktionelle Gruppen) eingesetzt wurde. Durch Zugabe von 
Methanol liessen sich die nicht umgesetzten Monomethoxytritylchlorid-Gruppen in 
die entsprechenden Methylather iiberfuhren. Der beladene polymere Trager setzte 
nach Stehen mit 50proz. wasserigem Pyridin wahrend zwei Tagen bei 70" kein nucleo- 
sidisches Material frei, was die kovalente Bindung zwischen der Schutzgruppe und 
der Zuckereinheit bestatigte. Die Stickstoffwerte der mit Nucleosid beladenen Fest- 
korper liessen auf eine Beladung von 465 pmol Thymidin resp. eine solche von 650 
pmol nd pro Gramm Tragermaterial schliessen. Thymidin konnte rnit 8Oproz. was- 
seriger Essigsaure innerhalb 2 Tagen bei 70" bis zu 95% abgelost werden; unter glei- 
chen Bedingungen wurde nd jedoch vollstandig zerstort. Als sehr gutes Reagens f i i r  
die Ablosung von Nucleosiden vom Trager erwies sich auch 0,14~ HC1 in trockenem 
Benzol. Die Abspaltung des Thymidins erfolgte innert 30 Min. quantitativ, diejenige 
von innert einer Stunde zu 93%. Nucleotide liessen sich jedoch auch bei langerer 
Keaktionsdauer nur bis zu 40% ablosen. Am giinstigsten fur die Abspaltung der 
Pyridon-Nucleoside und -Nucleotide erwies sich das Gemisch Essigsaure/Pyridin 8 : 2 
vom pH = 4,4. Die Spaltung erfolgte allerdings nicht quantitativ. Nucleoside konnten 
zwar stets zu 90-95y0, Nucleotide jedoch nur zu 60-80y0 abgelost werden. Zur Ermitt- 
lung der vom jeweils verwendeten Trager ablosbaren Nucleosidmenge, die die Grund- 
lage fur die Berechnung der Mol-Verhaltnisse fur die anschliessenden Kondensations- 
reaktionen bildete, wurde als Ablosungsreagenz 0,14 N HC1 in trockenem Benzol ver- 
wendet. Der fld-Gehalt variierte zwisclien 540 und 600 pmol und der Thymidin- 
Gehalt zwischen 430 und 460 pmol pro Gramm mit Nucleosid beladenem Trager. 

Die internucleotidischen Bindungen zur Bildung der Oligonucleotide wurden ana- 
log zu Khoralza r19] und Blackbwn [20] gekniipft, indem der mit dem Nucleosid be- 
ladene Trager 5 resp. 6 in wasserfreiem Pyridin mit einem 3fachen Uberschuss des 
Pyridiniumsalzes von 3'-O-Acetyl-thymidin-5'-phosphat (7, pTd(Ac)) [21] und einem 
6fachen Uberschuss an Mesitylensulfonylchlorid (MS) wahrend 28 Std. bei 23" unter 
Lichtausschluss behandelt wurde (siehe Schema 2). Nach Entfernen der uberschussi- 
gen Reagenzien (vgl. exp. Teil) wurden die Produkte mit 25proz. wasserigem Ammo- 
niak entacetyliert. Die Abspaltung vom Trager erfolgte bei 8 mit 80proz. wasseriger 
Essigsaure, bei 10 mit EssigsaurelPyridin 8:2 wahrend 48 Std. bei 70". Das abgeloste 
nucleotidische Material wurde auf einer DEAE-Cellulose-Saule resp. DEAE-Sepha- 
dex- Saule rnit einem linearen Ammoniumhydrogencarbonat-Gradienten von 0-0,2 M 

eluiert. Dabei wurde auch Thymidin-5'-phosphat gefunden, was zeigt, dass trotz 
intensivem Waschen der polymeren Trager eine betrachtliche Menge an Reagenz 

6, Wir danken Hcrrn W. Ziircher itir die uberlassung van IIa. 
42 
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Schema 26) 

6Ac 

5 R = Thymin-1-yl 
6, R = Z(lH)-Pyridon-l-yl 7 
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6, Abkiirzungcn: MeOTr = +-Methoxytrityl; T = l‘hymin-1-yl 
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eingeschlossen worden war. Die Verwendung eines festen Tragers hat dies offenbar 
nicht verhindern konnen. Die isolierten Dinucleosid-monophosphate Td-Td (9) und 
Ud-Td (1 1) wnrden mit Phosphodiesterase inkubiert. Mit Schlangengift-Phospho- 
diesterase wurden 9 und 11 vollstandig in die entsprechenden Nucleosid-5'-phosphate 
und Nucleoside gespalten. Ebenso konnte mit Milz-Phosphodiesterae eine 100proz. 
Spaltung der Produkte in die entsprechenden Nucleosid-3'-phosphate und Nucleoside 
festgestellt werden. Diese Enzymversuche zeigen, dass in den neuen Produkten aus- 
schliesslich 3'-5'-Phosphodiesterbindungen vorliegen, und dass die Bindung des Start- 
Nucleosids mit dem polymeren Trager 4 iiber die 5'-Hydroxylgruppe erfolgt ist. 

Die Angabe von Ausbeuten ist schwierig, da mit keinem Ablosungsreagenz in 
Anwesenheit von Nucleotiden auf dem Festkorper eine 100proz. Abspaltung erzielt 
werden konnte. Bezieht man die Ausbeute auf die Resultate der Stickstoffbestim- 
mung von 5 resp. 6, so ist eine Aussage schwierig, da erfahrungsgemass die Nucleoside, 
also nicht umgesetztes Ausgangsmaterial, besser abgelost werden als die Nucleotide. 
Ausbeuteangaben, die sich auf die Gewichtszunahme der Trager stiitzen, waren ideal, 
sofern jeglicher Polymerverlust beim Reinigen und Reagenzeinschliisse verhindert 
werden konnten. Um dennoch die Ausbeuten der einzelnen Kondensationsschritte 
miteinander vergleichen zu konnen, wahlten wir das total abgeloste nucleotidische 
Material ohne Einschliisse (wie das oben erwahnte Thymidin-5'-phosphat) als Bezugs- 
grosse. Nach diesem Verfahren liessen sich Ausbeuten von 73% Td-Td (9) und 49% 
I7d-Td (11) errechnen. Das von den Festkorpern 8 und 10 abgeloste Material entsprach 
ca. 80% der urspriinglich an den polymeren Tragern 5 und 6 gebundenen Nucleosid- 
mengen. 

Schema 39 

5 R = Thymin-1-yl 
6 R = P(1H)-Pyridon-1-yl 

' M5 

2 OH' ""-'iS/'\j 
c 
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14 R = Thymin-1-yl 
15 R = Z(lH)-Pyridon-l-yl 
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O = P - 0  
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8 R = Thymin-1-yl 16 R = Thymin-1-yl 
17 R = Z(1H)-Pyridon-1-yl 10 R = Z(lH)-Pyridon-l-yl 
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Das Trithymidin-diphosphat (Td-Td-Td) (13) wurde in analoger Weise hergestellt. 
Die vom Trager abgelosten Produkte wurden auf einer DEAE-Cellulose-Saule mit 
einem linearen Ammoniumhydrogencarbonat-Gradienten von 0-0,25 M eluiert, wobei 
39% auf nicht umgesetztes Thymidin, 21% auf Td-Td (9) und 40% auf das erwunschte 
Td-Ta-Ta (13) entfielen. Aus diesen Werten laisst sich fur die Kondensation von 8 mit 
7 zu 13 eine husbeute von 66% errechnen, ein fur die Festphasensynthese uberdurch- 
schnittlicli hoher Wert. Neben den erwahnten Produkten wurde, wie auch bei den 
ubrigen Versuchen, stets eine kleine Menge Thymidin-5'-phosphat gefunden. 

Terminale Pliosphorylierungen von Nucleosiden, die an einen Trager gebunden 
sind, sind von Letsivager [5] eingehend untersucht worden. Als Phosphatkomponente 

0 
I 

O=P-O@ 
Z N H ~  

Fig. 1. 6O-MHz-NMR.-Spekt~um von Tap (14) in (CDJ,SO') 

T-. 3 .  I I 71/78 

7) Dic chcinischen Verschiebungen in den NMR.-Spektren sind cS-Werte niit 6 = 0 fur Tetra- 
Incthylsilan. 
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wurde p-Cyanoathylphosphat , als Kondensationsmittel MS oder Dicyclohexyl-carbo- 
diimid (DCCI) verwendet. Thymidin, dessen 3’-Hydroxylgruppe mit der Carboxyl- 
gruppe des Tragers verestert war, wurde so in 5’-Stellung phosphoryliert. 

Wir haben die 3’-Phosphorylierung der Produkte 5 und 6 resp. 8 und 10 unter- 
sucht (vgl. Schema 3). Dabei erwies sich MS, im Gegensatz zu den Beobachtungen 
von Letsinger [5], der mit Dicyclohexyl-carbodiimid die besseren Ausbeuten erhielt, 
als wirksameres Kondensationsmittel. Versuche rnit DCCI lieferten namlich nur 60% 
Ausbeute an Thymidin-3’-phosphat trotz einer Reaktionsdauer von 7 Tagen, wo- 
gegen rnit MS die Reaktionszeit auf 5 Std. verkurzt werden konnte und die Ausbeute 
an Thyn~idin-3’-phosphat (14) 75% betrug. Fur die Phosphorylierung der an Trager 
gebundenen Nucleoside wurde jeweils ein 5facher Uberschuss an Pyridinium-p-cyano- 
athylphosphat und ein 15facher Uberschuss an MS venvendet. Die vom polymeren 
Trager abgelosten Produkte wurden auf einer DEAE-Sephadex-Saule mit einem 
linearen Ammoniumhydrogencarbonat-Gradienten getrennt. Die isolierten Produkte 
waren im Dunnschichtchromatogramm und in der Elektrophorese einheitlich. Die 
3’-Phosphorylierung von l7d (6) zu (15) erfolgte in einer Ausbeute von 51% (14 
wurde zu 75% erhalten). Auf Grund der Chromatogramme war es allerdings nicht 
sicher, ob die Reaktion tatsachlich in 3‘-Stellung stattgefunden hatte. Hingegen 
bestatigten die NMR.-Spektren von 14 (Fig. 1) und 15 (Fig. 2) die Struktur dieser 
Verbindungen. Die Signale der beiden Protonen an C(5’), die bei einem 5‘-Nucleotid 
bei 6 = 4,O ppm [18] erscheinen, treten bei 3,68 ppm auf. 

Als weiteren Strukturbeweis von 14 und 15 wurden die Nucleotide rnit ((rohem)) 
Schlangengift von Crotalus adamanteus, das neben vielen anderen Enzymen eine stark 
aktive 5’-Nucleotidase [22] (EC 3.1.3.5) enthalt, inkubiert. Beide Produkte waren 
wahrend 3 Std. resistent, wahrend ein entsprechendes 5‘-Nucleotid schon nach 1 Std. 
vollstandig gespalten worden war. Damit ist auch auf diesem Wege die 3’-Stellung 
des Phosphatrests bewiesen. 

Bei diesen Phosphorylierungsversuchen trat jeweils in geringen Mengen ein uner- 
wartetes Dinucleosid-monophosphat auf. Seine diinnschichtchromatographischen und 
elektrophoretischen Eigenschaften entsprachen zwar einem normal verknupften 
3’-5’-Dinucleosid-monophosphat, es liess sich aber weder durch Milz- noch durch 
Schlangengift-Phosphodiesterase spalten. Wir vermuten darum, dass es sich bei die- 
sem Produkt urn ein 3’-3’-Dinucleosid-monophosphat handelt, wie es auch Letsinger 
1231 bei der Anwendung der Phosphodiester-Methode in Losung gefunden hatte. Bei 
diesem Verfahren wird Tritylthymidin rnit B-Cyanoathylphosphat und Triiso- 
propylbenzolsulfonylchlorid in 3’-Stellung phosphoryliert. Der so gebildete Phospho- 
diester vermag nun weitgehend selektiv die 5’-Hydroxylgruppe eines ungeschutzten 
Thymidins in einem weiteren Phosphorylierungsschritt zu erfassen. 96% des gebil- 
deten Td-Td weisen die naturliche 3’-5’-Phosphodiesterbindung auf, wahrend 4% 
eine 3’-3’-Bindung besitzen. Unser Phosphorylierungsverfahren ist im ersten Schritt 
mit dem von Letsinger identisch, jedoch scheint bei uns gleichzeitig, wahrscheinlich 
infolge der ausserst giinstigen Lage einer freien 3’-Hydroxylgruppe, eine zusatzliche 
Triesterbildung aufzutreten, die zu dem 3’-3’-Dinucleosid-monophosphat fuhrt. 

Die Phosphorylierungen der Produkte 8 und 10 wurden in analoger Weise rnit 
p-Cyanoathylphosphat und MS als Kondensationsmittel durchgefiihrt. So konnte 
Td-Td zu 69% in 16,Dd-Td jedoch nur zu 47% in 17 ubergefuhrt werden. Die gerin- 
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gere Ausbeute an Dd-Tdp (17) steht im Einklang mit der ebenfalls geringeren Aus- 
beute an n d p  (15), wobei vermutet wird, dass die Base Z(1H)-Pyridon rnit den Phos- 
phorylierungsreagenzien eine unerwiinschte Nebenreaktion eingeht (vgl. auch [MI). 
Ein entsprechendes Nebenprodukt konnte allerdings nie festgestellt werden. Die 
enzymatischen Spaltungen mit Schlangengift-Phosphodiesterase fuhrten sowohl bei 
16 wie auch bei 17 zu keiner Spaltung. Milz-Phosphodiesterase spaltete jedoch beide 
Produkte in die entsprechenden Nucleosid-3'-phosphate, die elektrophoretisch nach- 
gewiesen wurden. Ein dem 3'-3'-Dinucleosid-moiiophosphat entsprechendes falsch 
verknupftes Tetranucleotid konnte nicht gefunden werden. 

4. Diskussion. - Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen einmal mehr, 
dass die Ausbeuten bei der Festphasensynthese von Oligonucleotiden weit unter denen 
der Synthese in Losung liegen. Dies kann einerseits auf sterische Grunde zuruckge- 
fuhrt werden, andererseits aber auch mit den mangelnden Kenntnissen iiber dic 
Reaktionsmechanismen bei der Kondensation in Zusamrnenhang gebracht werden. 
Ein entscheidender Durchbruch zu einem verbesserten Verfahren konnte trotz der 
Verwendung eines makroporosen, starrcn Tragers nicht erzielt werden. Die Vorteile 
der Festphasenmethode scheinen uns zur Zeit noch in der guten Handlichkeit der auf 
den Tragern gebundenen Produkte und der Leichtigkeit, rnit der sie zu reinigen sind, 
begriindet zu sein. 

Wir danken dem 4 Schweizerischen Nationalfonds ZUY Forderung der wissenschaftlichen For- 
schungh (Projekte Nr. 2.48.68 und 2.460.71) fur die finanzielle Unterstiitzung dieser Untersuchung. 

Experimenteller Teil 
1. Allgemeines. - Sfiektren und Diagramme wurden auf folgenden Geraten aufgenommen : 

UV.-Elutionsdiagramme bei 254 nm rnit dem ((Uvicordr Typ L K R  4701A, UV.-Spektren rnit 
einem Beckman-UV.-Spektrophotometer, Modell DK 2, 1R.-Spektren rnit eincm Perkin-Elmer- 
1R.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, 60-MHz-NMR.-Spektren rnit ieinem Varian-A-60- 
Spektrometer. Diese Spektren wurden im Spektrallaboratorium des Instituts ( K .  A egerter) gc- 
messen. Die 100-MHz-NMR.-Spektren wurden mit einem Varian-HA-100-D-Spektrometer im 
Institut fur physikalische Chemie (E.  Jutzi) gemessen. Abkurzungen: s = Singulctt, d = Dublett, 
t = Triplctt, m = Multiplett, br = breit. - Die optischen Drehungen wurden mit einem Perkin- 
Elmer-Polarimeter, IModell 141, gemessen. - Proben zur Elementaranalyse wurden bei 80" und 
0,02 Torr 14 Std. getrocknet. Die Analysen verdanlcen wir dem mikroanalytischen Labor dcs 
Instituts (E.  Thommen) und der Sandoz A.G. ,  Rasel. 

Fur die Ionenaustauscher-Chromatogvafihie wurde Cellulose von Serva, Heidelberg, Typ 
DEAE-SS, und DEAE-Sephadex- A25 von Pharmacia, Uppsala, verwendet. Zur analytischen 
Pa~ierchromatographie diente Whatman No. 1, bei der praparativcn Papierchromatographie 
Whatman No. 3. Die Dunnschichtchromatogra~hie (DC.) crfolgte auf Fcrtigplatten der Firma 
E .  Merck A .G., Kieselgel F,,,, Schichtdicke 0.25. Die Flecke wurden im 1JV.-Licht oder dnrch Be- 
spruhen rnit loproz. Perchlorsaure und anschlicsscndes Erhitzen auf 150-200" sichtbar gcmacht. 
Flicssmittel: A: Methylenchlorid/Methanol 9: 1 (v/v) ; B: 2-Propanol/konz. NH,/H,O 7 : 1 : 2 ( v / v )  ; 
C:  1-Butanol/Eisessig/H,O 5 : 2: 3 ( v / v )  ; D : Essigsaure-athylester/Aceton/H,O 7 : 4: 1 (v /v ) .  

Die Papierelektri~fihorese wurde in einer wassergekuhltcn Apparatur (vgl. [24]) durchgefiihrt. 
Puffersysteme: fur pH 3,5: 0 , 0 5 ~  Acetat-Puffer; fur pH 7,5: 0,05w Phosphat-Puffer. Das 
Spannungsgefalle betrug 18-20 V/cm. Papier: Whatman No. 1. 

Substanzen. Das verwendete Pyridin (Fluka A.G., Buchs) wurdc iiber Molekularsieb 4 A 
(Union Carbide) mindestens 4 Wochen aufbewahrt. Die Substanzen fur die Reaktionen wurden 
durch mehrfaches Abdampfcn rnit absolutem Pyridin, zuletzt im Hochvakuum, getrocknet. Die 
polymeren Trager wurden jeweils bei 60" und 0,05 Torr 2 Tage getrocknet. Ammoniumhydrogen- 
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carbonat (Typ AnalaR, BDH,  England) wurde durch mchrfachcs Eindampfen mit Methanol/H,O 
9 : 1 (v/v) entfernt. Die isolierten Nucleotide wurden in Form ihrer Ammoniumsalze lyophilisiert 
und 24 Std. bei 60" und 0,03 Torr getrocknet. 

Enzymversuche rnit trohcm b) Schlangengift von Crotalus adamanteus (F. G. Celo, D-6660 Zwei- 
briicken) wurden nach S&pin & T a m m  [18] durchgefiihrt. Die Spaltungen rnit Milz-Phosphodi- 
esterase (von Nutritional Biochemicals Corporation) und rnit Schlangengift-Phosphodiesterase 
(Russel's Viper, B-Grade, Calbiochern) wurden nach Falk & T a i n m  [l] durchgefiihrt. 

2. Makroporoses, mit 5,6 Mol-O/, Divinylbenzol vernetztes Brom-Styrol/Styrol 
Copolymeres (1).  - In einem Z,j-l-Sulfierkolben, der rnit einem Ruhrer (1350 Umdrehungen/ 
Min.), einem Thermometer, einem 500-ml-Tropftrichtcr mit Druckausglcich und einer Stickstoff- 
Ein- und -Ausleitung versehen war, wurden 1,s 1 abgekochtes, destilliertcs Wasser bei 4.5" mit 15 g 
Polyvinylalkohol versctzt. Eine homogene Mischung von 83,2 g (0,s mol) StyroI, 40 g p-Brom- 
styrol (Fluka  A.G. ,  Buchs, Gehalt 92,s Gewicht-% - dies entspricht 36,s g resp. 0,2 mol), 14,2 g 
tcchnischem Divinylbenzol (Schuchardt, Miinchen, Gehalt 55 Gewicht-% Isomerengemisch - dies 
entspricht somit 7,s g rcsp. 0,06 mol Divinylbenzol), 1,2 g (0,005 mol) Dibenzoylperoxid und 138 g 
(1 mol) Decalin wurdc wahrend 1 Std. unter starkem Riihren so zugetropft, dass die Mischung sich 
in Wasser als kleine Tropfchen verteilen konnte. Nach 5 Std. wurde die Reaktionstemperatur auf 
80-83' erhoht und wahrend 64 Std. bei konstanter Ruhrgeschwindigkeit beibehalten. Nach 
weiterem Ruhren des abgekiihlten Reaktionsgemischs wahrcnd eines Tages bei Raumtemperatur, 
wurde das gebildete Perlpolymerisat 1 abfiltriert und je 3mal rnit 1 1 Wasser, 1 1 Methanol und 1 1 
Benzol sowie einmal niit 1 1 siedendem Bcnzol wahrend 5 Std. gewaschen. Das farblose Perl- 
polymere wurde bei 0,05 Torr und 85-90" bis zur Gcwichtskonstanz getrocknet. Die Siebanalyse 
crgab 94,O g (74%) Copolymer 1 rnit cinem Perlendurchmesser von 0,06-0,6 nim. Bromgehalt von 
1: Ber. 12,5, Gef. 12,4%. 

3. Der Aufbau der Monomethoxytritylgruppe am Trager. - 3.1. Synthese des Tragers 4 
via Lithium-Derivat von 1. Die Synthese wurde nach Melby & Strobach [16] in modifizierter Form 
durchgefiihrt, indem in einem rnit Stickstoff bespultcn 2,5-l-Sulfierkolbcn, der mit einem Riihrer 
und Kiihlcr ausgeriistet war, eine nach Gilman [25] hergestellte 0 , 5 ~  atherische Liisung von 
1-Butyllithium rnit 1,5 1 iiber Natrium getrocknetem Benzol versetzt wurde. In  die leicht triibe 
Losung wurdcn 90 g 1 (entspricht 0,141 mol Brom) in Portionen zu je 10 g eingeriihrt. Nach 24 Std. 
Riihren bei Raumtcmperatur liess man das Produkt 2 absetzen und entfernte die iiberstehende 
Losung mittcls eincs Stickstoff-uberdrucks durch ein Glasrohr, das am Ende mit einem Stuck 
Glaswolle versehen war. Nachdem das polymere Material 2 6mal rnit 500 ml Rcnzol unter Stick- 
stoff-Atmosphare gewaschen worden war, rcagierte die letzte Waschfraktion nach der Hydrolyse 
neutral, 

1,5 1 iiber Natrium getrocknetes Benzol wurde zu 2 zugegeben und anschliessend mit 32 g 
(0,15 mol) p-Methoxybenzophenon in 3 Portionen bei Raumtemperatur versetzt. Nach 24 Std. 
wurden 400 ml Losung abgcsaugt und cine Mischung von 50 ml konz. HCI, 50 ml H,O und 400 ml 
Eisessig beigefiigt. Eine Minute nach der Zugabe hellte das gelbe Polymer auf und war nach zwei 
Minutcn orange-rot. Nach 15 Std. wurde das hellrote Produkt abfiltriert und 4mal mit 1 1 Wasser, 
2mal mit 500 ml ZN Sodalosung und rnit Wasser bis zur Ncutralitat der Waschfliissigkcit ge- 
waschen. Zur besseren Trocknung wurde der Trager 3 rnit l l Aceton gewaschen und bis zur Ge- 
wichtskonstanz bci 80" und 0,05 Torr getrocknet. - Das 1R.-Spektrum (fest in KBr) von 3 zeigte 
neben den bckannten Polystyrol-Absorptionsbanden folgende neuc Banden : 3550, 3420 cm-1 
(stammt von Polyvinylalkohol-Einschliisscn), 1240, 1069 und 1000 cm-1. Brombestimmung : 
Gef. 0 % ;  Methoxylbestimmung: Gef. 3,23%, entspricht 1,04 mmol funktionelle Gruppen pro 1 g 
polymerer Trager 3. 

Um das Chlorid 4 zu erhalten, wurden in einem 750-ml-Sulfierkolben, der rnit einem Riihrer 
uncl Intcnsivkiihler ausgeriistet war, 30 g 3 (31,2 mmol Tritylalkohol) in 400 ml trockenem Benzol 
bei 80" rnit 90 ml (1280 mmol) Acetylchlorid versetzt. Nach 1 2  Std. wurde das hellbraune Pro- 
dukt 4 unter Auschluss von Feuchtigkeit abfiltriert und rnit 1 1 Benzol bei 80" 1 Tag lang von 
iiberschiissigem Acctylchlorid befreit und anschliessend bei 80' und 0,05 Torr getrocknet. - Das 
1R.-Spektrum (fest in KBr) von 4 entsprach dem von 3, wobei jedoch die Bande bei 3550 cm-l 
fehlte. Chlorbestimmung: 10 mg 4 wurden rnit 5 ml 0 . 0 1 ~  NaOH und 5 ml khan01 versetzt. 
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Rucktitration nach 3 bzw. 6 Tagen rnit 0 , 0 1 ~  AgN0,-Losung. Die Werte der Proben schwanktcn 
von 3,20 bis 3,32% Chlor. was einem Chlorgehalt von 915-940 ymol pro 1 g 4 entsprach. Zur Be- 
stimmung der tatsachlich umsetzbaren Chloride wurdc das Polymere 4 wahrend 2 Tagen mit abs. 
Methanol stehengelassen. Die Methoxylbestimmung ergab jetzt einen Wert von 5,55%, was einem 
Methoxylgehalt von 1,79 mmol pro 1 g 4 entspricht. Aus  clcr Uifferenz des Methoxylgehalts von 3 
und demjenigen des Methanolyseproduktes von 4 errechncte sich dcr Gchalt des Festkorpers 4 
an umsetzbarcm Chlorid zu 750 pmol pro Granim Fcstkorper. 

3.2. Vevsuche zur Synthese von 4 via Acylzevung und Grignard-Reuktion. 5,2 g Perlpolymer, her- 
gestellt nach 2. (entspricht ca. 50 mmol Phenylrestcn) und 6 g rcsp. 35 mmol Anisoylchlorid 
wurden bei Raumtemperatur rnit 250 ml Nitrobenzol versetzt. 5 g (38 mmol) AlCl, wurden in 
kleinen Portionen wahrend 45 Min. zugegeben. Die Farbe dcs gers wechselte von hcllgelb nach 
orange. Die Suspension wurde nach Zugabe der letzten Portion -21C1, 6 Std. bei 70" gehalten. 
Nach Abkuhlen wurde das Reaktionsgemisch mit 450 ml Eis/Wasser-Gemisch vcrsetzt und nach 
1 Std. vom Festkorper abfiltricrt, der lctzterc wie ublich gcwaschcn und bei 80" und 0,05 Torr 
gctrocknet. Das 1R.-Spektrum (in KBr) dcs acylierten polymercn Tragers zeigte eine CLO-Schwin- 
gung bei 1660 cm-l, sowie die Arylatherschwingung bei 1255 cin-I. Nach Versetzcn des acylierten 
Produkts in einem 2.50-ml-Widnzev-I(olben mit 100 ml trockeneni Benzol wurde cine athcrischc 
Liisung von 12 g (66 mmol) Phenylmagnesiumbromicl zugcgeben und das Reaktionsgemisch 
wahrend 2 Tagen auf 70" gehalten. Die Losung rcagierte stets positiv mit Michlers Keton [26]. 
Nach Ahkuhlen wurde das polymere Tragermaterial abfiltriert, rnit 70 ml2 N HCl versetzt und wie 
ublich gereinigt. Die Probe auf Monomethoxytritylalkohol niit 60proz. Perchlorsaure in Wasser [6] 
fie1 negativ aus. Ebenso zeigte das 1K.-Spektrum (in KBr) keine Hydroxylbande bei 3550 cm-l. 

Diese Befundc zeigen eindeutig, dass auf diesem Weg keinc Monomethoxytritylgruppe anf 
dem Trager synthetisiert wcrden kann. 

4. Beladungsversuche. - 4.1. Polymeres 5 uus 4. 1 g 4 (750 pmol umsetzbare Chloride) wui-de 
in 45 ml trockenem Pyridin rnit 365 mg (1500 pmol) Thymidin bei 23" 3 Tage lang geschiittelt. 
Der hellgelbe, beladene T r a p  5 wurde abfiltriert und rnit 500 ml Wasser und 500 ml dthanol 
gewaschen. Zur Restiitigung der covalenten Atherbindung zwischen Thymidin und dem Trager 
wurde 5 rnit 50proz. wasserigem Pyridin 2 Tage bei 70' behandelt. Die vom Festkorper abfiltrierte 
Losung wurde so laiige im Rotationsverdampfer rnit Wasser cingedampft, bis kcin Pyridin mehr 
feststellbar war. Die wasserige, pyridinfreie Losung enthielt nach dem UV.-Spektrum kein nucleo- 
sidisches Matcrial. Es waren somit auch keinc Nucleosid-Einschlusse im Trager vorhanden. Nach 
2maliger Behandlung rnit je 250 ml Athanol wurde 5 bei 80" und 0,OS Torr gctrocknet. Gef. 
N 1,3%, entspr. einer Beladung von 465 pmol Thymidin pro 1 g Trager. 

4.2. Polywzeves 6 aus 4. Dic Reaktion von 1 g 4 (750 pmol Chlorid auf dcm Traiger) mit 320 mg 
(1517 pmol) f l d  wurde, wie auch die Aufarbeitung, in ahnlicher Weise wie unter 4.1. beschrieben 
durchgefiihrt. Gef. N 0,91%, entspr. einer Beladung von 650 pmol n d  pro 1 g Trager. 

5. Abspaltung der Nucleoside von den Polymeren 5 resp. 6. - 5.1. M i t  80proz. wiisseviger 
Essigsuure. Die Ablos#ung der Nucleosidc vom Tragermaterial als Funktion tier Zeit wurde rnit 
Proben von je 20 mg 5 resp. 6 in 10 ml 80proz. wasseriger Essigsaure bci 70" untersucht. Aliquote 
der fliissigen Phase wurden von Zeit zu Zeit dem Rcaktionsgefass entnommen und im Rotations- 
vcrdampfer 3mal mit 10 ml Wasser eingedampft. Durch Messen der optischen Dichte wurde die 
abgeloste Nucleosidmenge bestimmt. 

Mit diesem Ablosiingsreagenz wurden aus 5 nach 1 Std. 290/,, nach 6 Sttl. 70%, nach 24 Sttl. 
93% und nach 2 Tagen 95% Thymidin abgelost. Diese Werte wurden auf Grund der aus der 
Stickstoffanalyse von. 5 berechneten Thymidinbeladung erhalten. Das isoliertc Produkt war 
dunnschichtchromatographisch im System r) einheitlich und identisch mit ciner authentischen 
Probe. 

Das A blosungsprodukt von 6 nach 1 Std. Reaktionsdauer zcigte im Dunnschichtchromato- 
gramm im System A kein Ha, sondern Zersetzungsproduktc mit den Rf-Wertcn 0,25 (Pyridon) 
und 0,10, sowie einen ischwachen Startfleck, der nicht CJV.-aktiv war, sich jedoch beim Bespriihen 
mit HClO,-Liisung und Erhitzen braun farbte. 

5.2.  M i t 0 , 7 4 ~  HCl in Benzol. Je 15 mg 5 resp. 6 wurden in einem vcrschlosscnen Reagenzglas 
mit 5 ml 0 , 1 4 ~  HC1 in trockenem Benzol versetzt und nach vcrschiedenen Reaktionsdauern ab- 
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filtriert, wobci das Filtrat in 7 ml 25proz. .4n1moniaklosung cingctropft wurdc. Das basische 
Filtrat wurde 3mal mit 10 ml Wasser eingedampft. Durch Messen dcr optischen Dichtc wurde der 
Nuclcosidgehalt bestimmt. Folgende Nucleosidablosungsraten wurden festgestcllt : 

Thymidin vom Trager 5: 83% nach 5 Min., 91% nach 15 Min., 100% nach 30 Min. 
n d  vom Tragcr 6 :  70% nach 5 Min., 92% nach 30 Min., 93% nach 1 Std., 93% nach 3 Std. 
Die isolierten Nucleoside warcn in den1 bei 5.1. venvendeten System DC-cinheitlich und 

identisch rnit authentischcn Probcn. 
5.3. Mit EisessiglPyridin 8:2 (v/v). Die Versuche wurden in analoger Weise zu 5.1. durchge- 

fiihrt, wobei jedoch als Ablosungsreagenz Eiscssig/Pyridin 8 : 2 ( v / v )  rnit einem pH von 4,4 ver- 
wendet wurde, 

Von 5 konntc 95% Thymidin, von 6 96y0 nd nach 48stdg. Riihrcn bci 70" abgelost werdcn. 
Lieide Produkte warcn DC.-cinheitlich und identisch rnit authentischen Probcn. 

6. Synthese VOn T d - T d  (9) und nd-Td (11). - 6.1. Td-Td (9) aus 5 .  440 mg (0,2 mmOl gehun- 
denes Thymidin) 5 wurdcn rnit cincr Losung von 265 nig (0.6 mmol) 3'-O-Rcetyl-thymidin-5'- 
phosphat (7, Pyridiniumsalz, pTd(Ac), [all) und 260 mg (1,2 mmol) M S  (AZdrich-Europe) in 6 ml 
Pyridin versetzt. Nach 28 Std. bei Raumtcmpcratur wurdc das braunc Produkt 8 abfiltriert und 
rnit 250 ml Pyridin/Wasscr 1 : 1 (v/v) gcwaschcn. Zur Entfernung von Reagenzeinschliissen wurde 
8 mit 50 ml Pyridin/Wasser 8:2 (v/v) wahrcnd 5 Std. bci 70" behandclt, anschliessend abfiltriert 
und rnit 500 ml95proz. Athanol gewaschen. Die Abspaltung der gebildeten Produkte von 8 wurdc 
wahrcnd 2 Tagen bei 70-75" in 50 ml8Oproz. wasseriger Essigsaure durchgefiihrt. Dic Ablosungs- 
produktc wurden nach dem Abfiltrieren der polymeren Trager im Rotationsverdampfer 3mal mit 
15 ml Wasser eingedampft. Zur Entacetylierung wurde iibcr Nacht bei 23" mit 30 ml 25proz. 
hmmoniaklosung stehengelasscn. Dic cingcdanipftcn Produktc wurdcn auf Ionenaustauscher- 
saulen getrcnnt. 

DEAE-Cellulose-Saule (55 x 4 cm, Hydrogencarbonat-Form) . Elutionsgradient : Mischgefass : 
2 1 0 , 0 1 ~  NH,HCO, in Wasscr, Vorratsgcfass: 2 1 O , ~ M  NH,HCO, in Wasser; Fraktionengrosse: 
25 ml; Durchflussgcschwindigkeit: 1,65 ml/Min. Die Substanzen wurden in 20 ml 0 , O l ~  Am- 
moniunihydrogencarbonat-Losung auf die Saule aufgetragen. 

Fraktioncn Gradient o n 2 , 4 8 )  ymol O) % 
M NH,HCO, 

Substanz 

~~ 

24-31 0,040-0,049 437 45 27 'rd 
5 3 4 1  0,086-0,096 2268 122 73 Td-Td (9) 
85-94 0,139-0,150 116 PTd 

Das glciche I'roduktevcrhaltnis konnte auch rnit einer DEAE-Scphadex-Saulc (60 x 1,5 cm, 
Hydrogencarbonat-Form) erzielt werden. Die Produkte wurden in 10 ml Wasscr auf die Saule 
aufgetragcn. Elutionsgradient : Mischgcfass: 2 1 Wasser,, Vorratsgefass: 2 1 0 , 2 ~  N,H,HCO, in 
Wasser ; Fraktionengrossc : 25 ml; Durchflussgeschwindigkeit : 1,5 ml/Min. 

Fraktionen Gradient Substanz 
M NH,HCO, 

1 --5 
25-36 
74-88 

0 -0,Ol 
0,030-0,044 
0,084-0,105 

Vom total abgclostcn nuclcotidischen Material cntfielen 73% auf Td-Td (9). wclches im Diinn- 
schichtchromatogramm in den Systemen B und C mit den Rf-Werten 0,48 und 0,50 einhcitlich 
und identisch rnit einer authcntischen Probe war. 

8, Die Anzahl der uOptica1-Density$-Einheiten (OL).) ist das Produkt aus dcm totalen Volunien 
der Losung in ml und ihrer optischen Dichte, gemessen in einer 1-cm-Zelle bei der angege- 
benen Wellenlange. 
Berechnet auf Grund der 6-Werte von Khorana [21]. y, 
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Analog zu einem von Khorana [6] beschriebencn Versuch wurden 20 mg 5 (10 pmol trager- 
gebundenes Thymidin), 80 mg (180 pmol) Pyridinium-pTd(Ac) und 77 mg (360 pmol) MS in 10 ml 
Pyridin zur Rcaktion gebracht. Nach 28 Std. wurde der beladene 'Trager abfiltriert und wie oben 
beschriebcn weiterbehandelt. Die Ausbeutc an Td-Td betrug jedoch nur 70%, ([6] : 97%). 

6.2. n d T d  (11) aus 6.  70 mg 6 (42 pmol tragergebundenes 1Id)  wurdcn rnit einer Losung von 
56 mg (126 ymol) Pyridinium-pTa(Ac) (7) und 55 mg (252 pmol) MS in 6 ml Pyridin versetzt. Die 
Reaktionsdauer und die Reinigung des Tragermaterials 10 entsprachen dem Verfahren von 6.1. 
Zur Abspaltung dcr Produkte vom Trager wurde bei 70-75" wahrend 2 Tagen in 60 ml Essigsaurel 
Pyridin 8 : 2 (v/v) stehengelasscn. Nach der Entacetylierung der abgelijsten Produkte rnit 25proz. 
Ammoniaklosung liber Nacht bci 23" wurdc die Losung 5mal rnit 20 ml Wasscr iin Rotations- 
verdampfer eingedampft. Die Produkte wurden auf cincr DEAE-Ccllulosc--Saule (2,5 x 27 cm, 
Hydrogencarbonat-Form) getrennt. Elutionsgradient : Mischgefass : 2 1 Wasser, Vorratsgefass : 
2 1 O , ~ M  NH,HCO, in Wasser; Fraktionengrosse: 25 ml; Durchflussgeschwindigkeit : 2,27 ml/Min. 

Fraktionen Gradient O~,O"*) % OD,," pmol Substanz 
M NI-I,HCO, 

1-10 0 000-0,012 80 51 13,5 nd 

20-30 0,022-0,034 78 49 12,9 nd-Td(11) 
50-64 0,058-0,072 9 10) PTd 

Das Produkteverhaltnis war bei der Verwendung einer DEAE-Sephadcx-Saule (60 x 1,5 cm, 
Hydrogencarbonat-Form) gleich. Elutionsgradient : Mischgefass: 2 1 Wasser, Vorratsgefass : 2 1 
O , ~ M  NH,HCO, in Wasser; Fraktionengrosse: 22,5 ml; Durchflussgeschwindigkeit : 1,5 ml/Min. 

Fraktionen Gradient 
M NH,HCO, 

Substanz 

1-8 
20-32 
66-82 

0 -0,010 
0,023-0,035 
0,070-0,092 

49% des abgelosten Materials war nd-Td (1 I), welches im Dunnschichtchromatogramm in den 
Systemen B und C mit den Rf-Werten 0.48 und 0.51 einheitlich war. 

Die enzynzatischeri A bbauversuche, die rnit Milz- und rnit Schlangengift-Phosphodiesterase nach 
[l] durchgefiihrt wui-den, zeigtcn im Dunnschichtchroniatogramm in System B nur noch die 
entsprechenden Nucleoside und Nucleotidc. Das Verhaltnis Td/fidp bzw. ITd/pTd betrug nach 
Papicrchromatographie in System B, Elution der Flccke und Bestimmen der optischen Dichte 
1 : 0,97. 

UV.-Spektrum von 11 in Wasser: Maxima bei 267, 21 5 und 200 nni sowic Schulter bei 300 nm. 

7. Synthese von T d - T d - T d  (13) aus 8.  - 500 mg 8 (ca. 160 pmol tragergebundenes Td-Ta) 
wurden 3mal mit je 100 ml Athanol gewaschen uncl 24 Std. bei 0,05 Torr und 80" getrocknet. 
Einc Liisung von 260 mg (590 pmol) Pyridinium-pTd(Ac) und 385 mg (1770 pmol) MS in 7 ml 

Fraktionen Gradient ODm pmol % P o l  Substanz 
M NH,HCO, 

17-30 0,040-0.052 485 50 39 Td 
58-66 0,104-0,120 522 28 21 Td-Td (9) 
81-84 0,142-0,150 66 PTd 
90-1 00 0,160-0,180 1320 51 40 Td-Td-Td (13) 
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Pyridin wurde zum getrocknetcn Tragcr 8 gegcbcn. Nach 3 Tagen Reaktionsdauer bei 23" wurde 
das beladene Trugermaterial 12 wie in 6.1. bcschrieben gereinigt, entacetyliert und die Produkte 
vom Trager abgespaltcn. Die Trennung der Produkte erfolgte auf einer DEAE-Cellulose-Saule 
(55 x 4 cm, Hydrogencarbonat-Form). Elutionsgradient : Mischgefass: 2 1 Wasser, Vorratsgefass : 
2 1 0,251~1 NH4HC0, in Wasser; Fraktionengrosse: 25 ml; Durchflussgeschwindigkcit : 0,83 ml/Min. 

Das isolierte Td-Td-Td (13) war im Diinnschichtchromatogramm in System B mit dem Rf- 
Wcrt 0,44 einheitlich und idcntisch mit ciner authentischen Probe. Vom abgelosten nucleotidi- 
schen Material entfielen 40% auf reines Td-Td-Td. Die Umsetzung von 8 zu 13 ist demnach zu 
6676 erfolgt. 

8. Phosphorylierungsversuche. - AZZgeineines: Die terminalen Phosphorylierungen der 
tragergebundenen Nucleoside wurden in Analogie zu den Versuchen von Letsinger [S] durch- 
gcfiihrt. Eine Losung von 1 mmol/ml /3-Cyanoathylphosphorsaure (Pyridiniumsalz) in Pyridin 
wurde nach [l]  hergestellt. 

8.1. T d p  (14) aus 5. 2,15 g 5 (1 mmol tragergebundenes Td) wurden mit 5 ml der Stammlosung 
von /3-Cyanoathylphosphorsaure und rnit 3,3 g (15,l rnniol) MS in 5 ml Pyridin bei 23" versetzt. 
Nach 5 Std. wurde der braune Festkorper abfiltriert und 3mal mit 100 ml Athanol gewaschen. 
Zur Entfernung der Phosphorsaure-Schutzgruppe Xvurde der Trager bei 23" rnit 25proz. Ammo- 
niaklosung iiber Nacht behandelt. Das dunkelgelbe Tragermaterial wurde anschliessend ab- 
filtriert und mit 100 nil Athanol gewaschen. Zur Abspaltung der Produkte wurde in 200 ml8Oproz. 
wasserigcr Essigsaure bei 70-75" wahrend 2 Tagen stehengelassen. Die vom Festkorper ab- 
getrennte Losung wurde im Rotationsverdampfer 3mal rnit 20 ml Wasser eingedampft. Der 
zuriickbleibende Lack wurde in 20 ml Wasser gelost und auf eine DEAE-Cellulose-Saule (66 x 4 cm, 
Hydrogencarbonat-Form) aufgetragen. Elutionsgradient : Mischgefass: 2 1 Wasser, Vorratsgefass: 
2 1 0,23 M NH,HCO,; Fraktionengrosse: 25 ml; Durehflussgeschwindigkeit: 1,6 ml/Min. 

Fraktionen Gradient OD264 % OD264 Substanz 
M NH,HCO, 

2 4 4 0  0,037-0,068 
65-80 0,115-0,145 

106-1 25 0,190-0,240 

1900 
770 

8200 

18 
7 

75 

Ilas in den Fraktionen 65-80 enthaltene Material zeigte sowohl im Dunnschichtchromato- 
gramm in den Systemen B und C rnit den Rf-Werten 0,48 und 0,50 wie auch in der Elektrophorese 
bei pH 3,s mit dem Rf(pTd)-Wert 0,8611) die gleichen chromatographischen Eigcnschaften wic das 
nach 6.1. hergestellte Td-Td (9). Auch das UV.-Spektrum stimmte mit demjenigen von 9 iiberein. 
Das unbekannte Produkt war allerdings weder niit Milz- noch mit Schlangengift-Phosphodie- 
sterase spaltbar. Es  handelt sich sehr wahrscheinlich um T&?-3'Td [23]. 

Die Substanz in den Fraktionen 106-125, T d p  (14), war im Diinnschichtchromatogramm in 
den Systemen €3 und C mit den Rf-Werten 0,12 und 0,45 einheitlich. I n  der Elektrophorese ver- 
hielt sich Tap sowohl bei pH 3,s wie auch bei p H  7,s glcich wie pTd. [m]g = + 18" & 2" (G = 1 , O l  
in Wasser). Die Ausbeute an isoliertcm Tdp (14) betrug 75%. 

Charakterisierung des NH,-SaZzes uon Tdp (14): UV.-Spektrum in Wasser: Maxima bei 264 
und 207 nm. 60-MHz-NMR.-Spektrum in (CD,),S012) (vgl. Fig. I) : s bei 7,72 ppm, 1 H  an C(6) ; 
br s bei 7,26 ppm, 8H* der NH,+-Ioncn und OH* a n  C(5') ; t bei 6,13 ppm, 1H an C(l'), J = 6 Hz;  
m bci 4,70 ppm, 1H an C(3'); m bei 4 , O O  ppm, 1H a n  C(4'); m bei 3,68 ppm, 2H an C(5'); m bei 
2,18 p p m ,  2H an C(2'); und s bei 1,8 ppm, 3 H  an CH, an C(5). 

Nach 3stdg. Inkubation mit srohem B Schlangengift von Crotalus adamanteus [18] wurde das 
cingcsetzte 14 unverandert zuriickerhalten. 

8.2. ndp (15) azis 6. 1 g 6 (600 pmol tragergebundcncs nd) wurde mit 3 nil der Stammlosung 
vonp-Cyanoathylphosphorsaure und 1,95 g (9000 pmol) MS in 5 ml Pyridin wie in 8.1. beschrieben 

11) 

l2) 

Kf(pTd)-Wert: Rf-Wert bezogen auf Rf-Wert von pTd = 1 
H* ist durch D,O austauschbar. 
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zur Iicaktion gebracht, anschliessend gereinigt und die Phosphorsaure-Schutzgruppe entfernt. 
Uie Ablosung dcr Produkte vom polymeren Trager erfolgte in 200 in1 Essigsaure/Pyridin 8 : ‘2 (v/v) 
bci 70-75” wahrend 2 Tagen. Nach dcm Abfiltrieren des Tragermaterials wurde die rotbraune 
Losung 5mal mit 20 nil Wasser im Rotationsverdanipfer eingedampft. Der zuruckbleibende Lack 
wurde in 20 ml Wasser gelost und auf cine DEAE-Cellulose-Saule (66 x 4 cm, Hydrogencarbonat- 
Form) aufgetragen. Elutionsgradicnt : Mischgefass: 2 1 H,O, Vorratsgcfass: 2 1 0 , 1 7 ~  NH,HC03 
in I I , O  ; Fraktionengrossc : 21 ml ; Durchflussgeschwindigkeit : 1,4 ml/Min. 

I’raktioncn Gradicnt O%oo % 0T’300 Substanz 
M NH,HCO, 

25-36 0.029-0,042 1100 40 
65-72 0,075-0,084 235 9 

120-132 0.135-0.167 1420 51 

Wic auch bei 8.1. wurde in den Fraktionen 65-72 eine Substanz gefunden, die im Diinn- 
schichtchromatogranim und in der Elektrophorese glciche Rf-Werte wie Td-Td (9) zeigtc. jcdoch 
wcder mit Milz- noch mit Schlangengift-Phosphodicstcrase spaltbar war. Das 1JV.-Spektrum in 
Wasser zeigte zwei Maxima bei 300 und 210 nni. 

Das Material der Fraktionen 120-132, Ildp (15), war in1 Diinnschichtchromatogramm in den 
Systcmcn €3 und C niit den Rf-Wcrten 0,12 und 0,45 einheitlich. [ a ] g  = + 86’ 2” (c = 0,95 in 
Wasser). 

Charaktcrisicrung des Di-ammoniumsalzes 710% I l d P  (15) : 1JV.-Spektrum in H,O : Maxima bei 
300 und 220 nm. lOO-MHz-NMR.-Spektrurn in (CD3),S011) (vgl. Fig. 2) : d bei 7,95 ppm, 1H an 
C(6), J = 4 Hz ;  t bci 7,40 ppm, 1H an C(4). J = 4 Hz; br 5 bci 6,98 ppm, OH* an C(5’) und 8H* 
der NH4+-Ioncn; m bci 6,36 ppm, 3 H  an C ( 3 ) ,  C ( 5 )  und C(1’); m bei 4,75 ppm, 1H an C(3’);  s bei 
4,14 ppm, 1H an C(4’); s bei 3,68 ppm, 2H an C(5’); m bci 2,48 ppm, 1H an C(2’); und m bei 2,02 
ppm, 1H an C(2’). 

Nach 3stdg. Inkubation mit trohem 1) Schlangcngift von Crotal~us adanzurzteus [18] wurde das 
cingcsetzte 15 unveriindert zuriickerhalten. 

8.3. T d - T d p  (16) aus 8. 330 m g  8 (enthalt nebcn 120 p o l  Td-Td noch ca. 30 pmol Td) wurdcn 
bci 60” und 0,05 Torr wahrend 2 Tagen gctrocknet. 0,74 in1 der Stammliisung vonp-Cyanoathyl- 
phosphorsaure und 500 mg (2300 pmol) MS in 9 ml Pyridin wurdcn zuin getrockneten Produkt 8 
zngegcbcn. Die Reaktionsbedingungen, die Keinigung dcs polymeren Tragers, die Abspaltung der 
Phosphorsaurc-Schutzgruppe sowic die Ablosung der Produkte vom Tragcr wurden wie in 8.1. 
gewahlt. Die wasserige Essigsaurelosung mit den abgelosten Protlukten wurde 4mal mit 20 ml 
Wasser im Rotationsverdampfcr cingedanipft. Es resultierte ein brauner I,ack, der in 20 ml H,O 
gelost und auf cine DEAE-Sephadcx-Saulc (60 x 1,5 cm, Hydrogencarbonat-Form) aufgetragen 
wurde. Elutionsgradient: Mischgefass: 2 1 Wasser, Vorratsgcfass: 2 1 0,2 M K-H,HC03 in Wasser; 
Fraktionengrossc: 22,5 ml; Durchflussgeschwindigkeit : 1,6 ml/Min. 

Fraktionen Gradicnt OQ?,, pmol . Yo Substanz 
M NH,HCC), 

1-5 0 --0,01 448 46 47 Td 
25-35 0,032-0.040 190 10 10 Td-Td (9) 
75-87 0,080-0,105 185 19 19 pTd und Tdp (14) 

123-137 0,144-0,160 420 23 24 Td-TdP (16) 

Aus diesen Werten gcht hervor, dass am Trager vor dcr Phosphorylierung 610 OD,,, Td-Td 
vorlagcn, von denen nach der Reaktion 420 OD,,, als Td-Tdp erhaltcn wurden. 8 konnte somit zu 
69% in 3’-Stellung phosphoryliert werden. Das isoliertc Td-Tdp (16) war im Diinnschichtchromato- 
gramrn in den Systemen B und C mit den Rf-Werten 0,11 und 0,31 sowie in der Elektrophorese 
bci pH 3 3  mit dcm Rf(pTd)-Wert 1,29 einheitlich. Das TJV.-Spektrum in Wasser war mit dem 
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von Td-Td (9) identisch. Die Inkubation mit Schlangengift-Phosphodicsterase ergdb keine Hydro- 
lyse, hingegen konnte mit Milz-Phosphodiesterase [l]  cine vollstandige Spaltung von 16 fest- 
gestellt werden. Die Spaltprodukte wurdcn mit Hilfe der Elektrophorese bci pH 3.5 mit dem 
Rf(pTd)-Wert 1 als Tdp identifiziert. 

8.4. nd-Tdp (17) aus 10. 300 mg 10 (enthalt neben ca. 90 pmol ITd-Td noch ca. 90 pmol nd) 
wurden bci GO" und 0,05 Torr wahrend 2 Tagen getrocknet und anschliessend rnit einer LBsung 
von 0,9 ml der Stammlosung von P-Cyanoathylphosphorsaure und 590 mg (2700 pmol) MS in 
9 ml Pyridin versetzt. Die Reaktion und die Aufarbeitung des polymeren Tragers wurdc bis zum 
Ablosungsschritt wie in 8.3. beschrieben durchgefuhrt. Zur Ablosung der Produkte vom Tfager- 
material wurden 100 ml EssigsaurelPyridin 8:2 (v /u)  verwendet. Nach 2 Tagen bei 70-75" wurde 
die braune Liisung vom Festkorper abgetrennt und 5mal mit 20 ml Wasser im Rotationsver- 
dampfer eingedampft. Es resultierte ein brauner Lack, der in 10 ml Wasser gelost und auf eine 
DEAE-Sephadex-Saule (66 x 1,5 cm, Hydrogencarbonat-Form) aufgetragen wurde. Elutions- 
gradient: Mischgefass: 2 1 Wasser, Vorratsgefass: 2 1 O , ~ M  NH,HCO, in Wasscr; Fraktionen- 
grosse : 22,5 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,6 ml/Min. 

Substanz Fraktionen Gradient O ~ ,  % OQUlo 
M NH,HCO, 

______ _______ _____ 

1-10 0 -0,010 235 
20-31 0,022-0,035 110 
66-82 0,072-0,090 70 

120-1 37 0,130-0,148 100 

10 konnte somit zu 47% (Zur Berechnung der Ausbeute vgl. 8.3.) in 3'-Stellung phosphoryliert 
werden. Das F'rodukt 17 war im Dunnschichtchromatogramm in den Systemen B und C mit den 
Rf-Werten 0,11 und 0,31 einheitlich. In der Elektrophorese bei pH 3,5 verhielt sich 17 wie 16. Die 
Charakterisierung mit Hilfe von Phosphodiesterasen erfolgte wie hei 8.3.  Das IJV.-Spektrum von 
17 in Wasser war rnit dem von 11 identisch. 
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67. Dielectric Shielding of Ionic Charges in Aqueous 
Solutions of Different Ionic Strength 

by Luigi Fabbrizzi, Piero Paoletti, Markus C. Zobrist arid Gerold Schwarzenbach 
Laboratorio C.N.R. e Istituto di Chimica Gcncrale e Inorganica., Universiti di Firenze, and 

1.sboratoriuiii fiir Anorganische Cheniic, Eidg. Technische Hochschule, Zurich 

(19. XI 1. 7 4  

Summary. The thermodynamic functions of the proton transfer H2tn2++ tn- t  2 Htn+ (tn = 
1,3-diaminopropane) have been determined in aqueous solutions containing tliffcrcnt amounts of 
KC1 (0.05 ’< ,LL Q 3.01). The free energy ( - d G )  of the proccss decreases, whereas the enthalpy 
( -AH) increases with p. There is reason to believe that the reaction is entirely controlled by the 
Cozilomb forces between the two protonic charges. The clcctrostatic energy involved can be de- 
scribed in terms of a model incorporating an eifective diclectric constant ee. such that Se,/Sp 
and S2~e/6,uST are both positive. The polarisation of purc water is produced by orientation of 
h ydrogen-bonded dipole molecules H,O, whereas thc clcctrolyte solution is polarised in addition 
by dislocation of the i,ons K+ and (2-. Our results tleinonstratc that the former type of polarisation 
is much more teinperature dependent than the latter. 

For the interpretation of the thermodynaniic functions of reactions taking place 
between ions in solution it is useful t o  separate the simple, long-range coulombic 
interactions from others, such as covalency, ligand field stabilisation, steric effects 
etc. The energies involved will be designated by Ae1 and Ell respectively, both being 
taken positive in case of attraction and negative in case of repulsion. 

Because of the temperature dependence of the effective dielectric constant ce, the 
energy A,1 is also temperature dependent : 

If it is assumed that En does not depend on temperature (rTE,/dT = 0), the following 
expressions for the thermodynamic functions are obtained : 




