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Die kiirzlich entwickelte Synthese von Polypeptiden an l&lichen Tragern 1,2 vereinigt Vorteile 

von Festkorpersynthese und tragerfreier, klassischer Peptidsynthese. Die Verwendung von 

l&lichen Polymeren fi.ihrt zu einer Kupplungskinetik, wie sie mit niedermolekularen Komponen- 

ten erzielt wird. Uberschufl an Reagentien und niedermolekulare Verunreinigungen konnen leicht 

durch Ultrafiltration oder Gelfiltration abgetrennt werden. Dadurch wird eine einfache und 

schnelle Peptidsynthese ermoglicht, die automatisierbar ist. 

Diese Vorteile der liquid-phase-Synthese sind such ftir die Darstellung von anderen Bio- 

polymeren anwendbar. Es war daher naheliegend, die bei Peptiden bewlhrten Trager und Ver- 

fahren such zur Synthese von Nucleotiden heranzuziehen 
3 
. In noch starkerem AusmaB als bei 

der Peptidsynthese hat das Festkorperverfahren bei Nucleotidsynthesen Schwierigkeiten bereitet 

und Polynucleotide sind bisher nur mit der tragerfreien Synthese nach der Methode von Khorana 

et al. 
4 

dargestellt worden. Losliches unvernetztes Polystyrol hat ebenfalls keine Anwendung ge- 

funden, da dieses wlhrend der Kupplungsschritte zunehmend unloslich wurde 697 . Diese Schwie- 

rigkeiten werden nicht beobachtet, wenn die bereits bei Peptidsynthesen verwendeten l&lichen 

Polymere herangezogen werden. 

Die von uns zur Oligonucleotidsynthese benutzten loslichen polymeren TrPger enthalten 

funktionelle Gruppen, welche die Verankerung des ersten Nucleotids oder Nucleosids errauben 

und gute Loslichkeit unter allenSynthesebedingqen bewahren. Das Molekulargewicht mu13 auf 

die nach jedem Kupplungsschritt benutzte Trennmethode abgestimmt werden. Polyathylenglykole 
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(PEG), Polyvinylalkohole (PVA) und Polyathylenimine sind Basispolymere, die von uns zur Nut- 

leotidsynthese verwendet werden. Die Auswahl des makromolekularen Trggers richtet sich nach 

der Synthesestrategie. Bei der Synthese von Oligo-desoxyribonucleotiden am Trliger k&men zwei 

Strategien unterschieden werdem Die Synthese von kleineren Fragmenten, die nach Abspaltung 

unter Erhaltung der Schutzgruppe zu grolleren Polynucleotiden zusammengesetzt werden,oder die 

Synthese von llngeren Polynucleotiden. 

Im ersten Fall ist das Syntheseziel ein geschittztes Oligonucleotid mit einer terminalen 

5’-Phosphat-Gruppe. Die Verankerung des ersten Nucleotids an das Polymer erfolgt hier fiber 

eine Phosphoramid- oder Thiophosphorsiureester-Bindung. Das erste Nucleotid wird an die 

endstgndigen Aminogruppen von W, ~LDiaminopoly$ithylenglykol oder Polyathylenimin mit Di- 
8 

cyclohexylcarbodiimid gekuppelt. Die gebildete Phosphoramidbindung kann nach der Synthese mit 

Isoamylnitrit/Eisessig/Pyridin 
9 

oder Jod bzw. Brom gespalten werden. Polymere mit Hydroxyl- 

gruppen, wie Polyvinylalkohol oder Poly5thylenglykol werden zun8chst mit &Bromathylphosphat 

oder 1. LDibromisopropylphosphat mittels TPS oder MS als Kondensationsmittel verestert. Der 

erste Baustein wird Uber den Thiophosphorsaureester am Trlger verankert. Diese Thiophosphat- 

bindung wird nach der Synthese vorzugsweise durch Jod gespalten 
10 

. Die Ausbeute der Funk- 

tionalisierung der Basispolymere liegt maximal zwischen 60 und 90 %. Die fiir die Nucleotidbin- 

dung vorgeschlagene Einf6hrurq von Tritylgruppen in Polyathylenglykol hat sich nach unseren 

Untersuchungen nicht bew$hrt., da die L&alichkeitseigenschaften durch die Tritylgruppen schlech- 

ter werden und die Ausbeuten mit 10 - 20 % zu geringe Beladung erlauben. 

Polynucleotide mit freien 5’-Hydroxylendgruppen werden als Syntheseprodukte erhalten, 

wenn die aufzubauende Nucleotidkette Uber eine Ribo-Desoxyribointernucleotidbindung am 

Polymer verankert wird. 

Polymere mit geringer Beladbarkeit, aber sterisch frei zuglnglichen funktionellen Grup- 

pen auf Polyathylenglykolbasis sind fur die Darstellung langerer Oligonucleotide besonders 

geeignet. Am Beispiel der Synthese des Trinucleotids d(pA-A-A) und des Pentanucleotids d(T-T- 

T-T-T) sollen beide Synthesemethoden aufgezeigt werden. 
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Ausgangsprodukt: 

PEG-NH2 + d(pbzA(Ac)) 

DCCI/Pyridin 2 Tage 

ti 

PEG-NH-d(pbzA(Ac)) 

Oligonukleotide aus spiiteren Cyclen 

I 

Endprodukt: d(pA-A-A) 

t 

1. NH3. 2. DEAE-Chrom. 

d(pbz-A-bzA-bzA) + PEG-NH2 

I 

Isoamylnitrit/Eisessig/ 
Pyridin 

PEG-NH-d(pbz-A-bzA-bzA) 

nach 2 Cvclen 
1 n NaOH 

r 

5 min + d(pbzA(Ac)) TPS/Pyridin 

Ultrafiltration oder Chromatographie an DEAE-Cellulose 1 
I 
+ 

niedermolekulare Anteile 

Abb. 1: Reaktionsschema fUr die L..quid-phase-Synthese von Nucleotiden 

Nach dem ersten Konzept wird das Trinucleotid mit Hilfe von Diamino-poly5thylenglycol 

(MG x10 000) synthetisiert (vgl. Abb. 1). Nach den Kupplungsschritten werden die niedermole- 

kularen Anteile durch Ultrafiltration oder Chromatographie an DEAE-Cellulose entfernt. Der 

Umsatz wird titrimetrisch bestimmt, da UV-Messungen keine ZuverlPssigen Ergebnisse bringen. 

Bei den einzelnen Kupplungsschritten werden folgende Ausbeuten erzielt: 

PEG-NH - d(pbzA) 70 % ; PEG-NH - d(pbzA-bzA) 60 % ; PEG-NH - d(pbzA-bzA-bzA) 40% 

Nach der Abspaltung des Trinucleotids vom Trlger, Entfernung der Schutzgruppe und der chro- 

matographischen Aufreinigung an DEAE-Cellulose werden 14 % an reinem d(pA-A-A) isoliert. 

Das Trinucleotid wird durch Papierchromatographie, UV-Messung und enzymatischen Abbau 

identifiziert und charakterisiert. 

Eine kurze Beschreibung der Synthese des Pentanucleotids d(T-T-T-T-T) soll die zweite Syn- 

thesestrategie verdeutlichen: 1 g Polyvinylalkohol (MG =Y 70000) wird mit 6 mM pU funktionali- 

12 
siert . Jede Kupplung wird mit 6-10 mM d(pT(Ac)) wtirend 24-36 Std. durchgefiihrt. Als 

Kondensationsmittel verwendet man TPS. Nach der Kondensation wird mit &her ausgeflllt, in 

Wasser gelijst, die 3*-0-Acetylgruppe mit In NaOH abgespalten und ultrafiltriert. Das Reten- 



3m No. 32 

dat wird im Vakuum eingeengt, mit Hexamethylphosphorsauretriamid versetzt und zur Entfer- 

nung des Wassers mehrmals mit Pyridin abrotiert. Anschlief3end kann ein neuer Kondensations- 

cyclus erfolgen. Der Umsatz wird durch UV-Messung bestimmt. 

Nach fiinf Schritten sind am PVApU-Trlger 24900 A260-Einheiten gebunden, die einer Ge 

samtausbeute von 39 % entsprechen. Der beladene TrPger wird 18 Std. bei 37’ C mit 0.3 KOH 

behandelt. Das neutralisierte Hydrolysat trennt man anschlieljend an DEAE-Cellulose mit stei- 

genden Salzgradienten. 19300 A260- Einheiten werden isoliert. Die Gesamtausbeute des Penta- 

nucleotids d(T-T-T-T-T) betrlgt 8 %, entsprechend 1.500 A260-Einheiten. 

Der grol3e Vorteil dieses Verfahrens ist der geringe Arbeits- und Zeitaufwand, die leich- 

te analytische Kontrolle und die Moglichkeit der Automatisierung der Polynucleotidsynthese. 

Ribonucleotide sind mit dieser Methode durch enzymatische Kupplung dargestellt worden. 
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