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A simple solid phase method for the synthesis of oligodeoxyribonucleotides
on a grafted polystyrene-teflon support has been employed using the phospho-
triester approach in 5'-3' direction. 4s a control of the reactions a semi-
quantitative pyrolysis mass spectrometry approach for analyzing of the polymer-
bound oligonucleotides was developed.

In den letzten drei Jahren sind neben derr Phosphit-Triesterverfahren an Kie-
solgelq eine Reihe von leistungsfédhigen Phosphor-Triesterverfahren an unter-
gchiedlichen TrEgermaterialien wie Polydimethylacrylamidz, PolyacrylmorpholidB,
Celluloseq, GlasS, Polystyren6 und dern Copolymer )?olystyren—‘l‘ei‘lon‘7 entviickelt
und in der Synthese einer groBRen anzahl von Oligornucleotiden mit Kettenléngen
von 3 bis 31 Einheiten erfolgreich eingesetzt worden, Als Tréger fir automati-
sierte Pestphasernsynthesen eigren sich davon nur Polystyren, Polystyren-Teflon
und Kieselgel. Polare Trigermaterialien wie Polyacrylamide sind nur dann fiir
den automatischen Betrieb geeignet, wenn sie in eine anorganische llatrix z.B.
Kieselgur eingebettet werden , Obwohl schon 1878 von Potapov et al., Polystyren-
Teflon als erstes Triagermaterial eriolgreich in halbautomatischen Synthese-
apparaturen eingesetzt wurde9, hat die zundchst stérkere Hinwendung einiger
Synthesegruppen zu polaren Trigermaterialien die Erprobung unpolarer Triger in
der Iriestervuethode verzigert. In jlingster Zeit erleben allerdings Polystyren-
und Polystyren-Tel{lon-Tréger eine Renaissance in der Triestermethodeé’

Im Unterschied zu allen anderen Festphasensynthesen nach den Triesterverfah-
ren, bei denen die Kette ir 3'-5' Richtung verléngert wird, erfolgt die Ketten-
verlingerung in den Triesterverfahren an Polystyren-Teflon mit Hilfe von liono-
und Dirmerbldcken nach dem bereits 1961 von Potapov et al.7a entwickelten Schena
in 5'-3' kichtung (.\bbe 1)e Dies hat die Vorteile, daB erstens die in der Syn-
these eingesetzten Uberschiisse an llono- oder Dineren (Fucleosidkomponente)
durch Kiegelgelchromatographie zurlickgevonnen werden kénnen, zweitens wihrend
der Kondensation keine Sulfonierung von polymer gebundenen Hydroxylgruppen auf-
tritt und daf drittens Depurinieierung bein abspalten der Cyanoethylschutzgrup-
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pe im basischen llileu flr die weitere Kettenverlangerung prinzipiell vermieden
werden kann, Da flr die schnelle Ausbeutebestimmung keine spektroskopischen
lMethoden z.B. der quantitativen Bestimmung von Schutzgruppen, die zur Verlinge~
rung der Kette abgespalten werden mniissen, zur Verfigung stehen, haben wir erst-
nalig die nyolyse—Massenspektrometrie als halbquantitatives Verfahren ent-
wickelt, dag die Bestimmung der Basenzusamnmensetzung polyner gebundener Oligo-
nucleotid-Triester sowie die Ausbeutebestimmnung der Kondensationsreaktionen
erlaubtqo. Grundvoraussetzung dafiir ist, daB die Oligonucleotid-Triester, die
iiber die Monomethoxytrityl- oder N—Benzylsuccipamid—Ankerwruppe an Polystyren-
Teflon fixiert sind, unter pyrolytischen Bedingungen (150-220 C) am 5'- bzw,
3'-Ende vom Polymer abgespalten werden, ohne daB stdrende Fragmente fir die
Ankergruppen im Massenspektrometer gebildet werden, Neben allen N- und P-
Schutzgruppen werden vor allem die Basen-typischen Fragmente wie EB+H)—CQ]+',
[B+H] *e [(B+8’I)—CO] * [B+8’I] ** und [B+’l6’l] ** fiir die quantitativen Bestin-
mungen genutzt

Die Kettenverlingerung am Polymer besteht aus zwei Schritten: 1. Abgpalten
der Cyanoethylgruppe in basischen Milieu von 3'-Ende der wachsenden Kettej; 2.
Kondensation der polymer gebundenen 3'-Phosphordiesterkomponente (Phosphatkorn-
ponente) mit der 5'-0H Gruppe der verwendeten N- und P-geschiitzten liono~- odex
Dinucleotidtriester (Nucleosidkomponente) mit den Kondensationsmitteln TPS/
Tetr320112 oder 1—Hethylimidazolq3 (Abbe 1)e
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Abb. 1: Triester-Festphasensynihese an Polystyren-Tellon in 5131
Richtung (ibkirzungen siche Fufnote 14)

Die Synthese der in Tab. 2 ausgewiesenen Oligonucleotide wurde in einemn Glag-
reaktor mit G 2 Fritte (V=1,5 ml) durchgefihrt, Der Zu- und abflufi sowvie die
Kreislauffithrung aller Reasgenzien und Lsungsmittel durch einen Teflon-Schilauch
(¢ Mmn) wurde iiber ein System von Teflon-~Ventilen SRV-1 und SKV-4 (Firma Phar-
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macia) gesteuert, Fir die Synthesen wurden ca. 100-500 mg Polymer eingesetzt.
Bei Verwendung von weniger als 150 mg Polymer ist eine Kreiglauffil

lleagenzien nicht nehr notwendig. Polymer gebundene Nucleosid=~3'-phosphorsidure-
triester  wurden durch 16 h Reaktion von(:}-(MeO)Tr—Cl it den Nucleosid-
3t'-phosphorsduretriestern in Pyridin erhalten9 (d$$=115, dbz%g:??, dbng=97

und dbzq$=92 prol/g Triger)e. TPS wurde in 3fachenm, Tetrazol, “1-Methylimidazol
in 9fachen und die Nucleosidkomponente in “10fachem UberschuBl inbezug auf die
polymere Phosphatkouponente eingesetzt, Die Cyanoethylgruppe wurde mit Pyridin/
BtBN/H2O (3:1:1, v/v/v) in 30 Minuten abgespalten, Alle Operationen eines
Zyklus gibt Tabe 1 an (fir 100-150 mg Polymer).

Tabs, 1
Operation Reagenz Menge (ml)  Zeit (min)
1 Pyridin/EtBN/HEO (33121, v/v/v) 17x 5 30
2 trockenes Pyridin 3x5 5
3 Hono- oder Dimerblock in 0,8 nl
trockenen Pyridin + TPS/Tetrazol (a) 120 (a)*
oder 1-lethylimicazol (b) 30 (0)*
4 Pyridin 3x5 5

*Gesantzeit fiir den Zyklus 160 (a) bzw. 70 M¥inuten (b)., Um eine geniigend hohe
asugbeute der sterisch gehinderten Reaktion des ersten Dimerblocks 2 (n=2)
it dem polymer gebundenen Nucleotid 1 zu erhalten, nuB aufgrund kInetischer
Untersuchungen die Kondensationszeit Tir beide Kondensationsnittel auf
4=5 h verlidngert werden,

Nach jeder Kondensation wurden jeweils kleine Polymermengen (5 ng) dem Reak-
tor entnormen mit ETOH und Ether gewaschen, 1.Ve getrocknet, pulverisiert und
nassenspektrometrisch untersuchtes Daneben wurden, um eindeutige Aussagen liber
die Ausbeuten der Kondensationsreaktionen zu gewinnen, das Oligonucleotidmate-
rial nit 2% TFA in CHgCZL2 bei -20°C (N~ und P-Schutzgruppen wurden vorher mit
NH3 in Pyridin bei 50°C, 12 h entfernt) abgespalten und durch Ionenaustausch-
chromatographie an DEAE-Cellulose mit linearem NaCl-Gradienten in 7 I Harn-
stoff, 0,01 II Tris HCl, pH 7,5 oder an Li chrosorb mit linerarem Phosphat-
Gradienten im liikromaBstab aufgetrennt (Abb, 2).
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Flir d(TTGAATTCTC) wurden dabei Reaktionsausbeuten (rechnerische Ermittlung aus
den Peakfldchen)von 58, 78, 82, 100 und 85% ermittelt, die in Einklang mit den
magsenspektrometrisch gewonnenen Werten stehen, Alle Oligonucleotide wurden als
Hauptprodukte nach Abspalten aller Schutzgruppen und des Trigers durch Ionen-
austauschchronatographie an DEAE~-Cellulose bei pH 7,5 und 3,5 isoliert und ihre
Homogenitédt durch Mikroionenaustauschchromatographie an Li chrosorb liberprift.
Die Struktur wurde durch Sequenzanalyse nach laxam und Gilbert15 bestédtigt.

; isoliertes Oligonuc id A
Tabe 2 Poly?ig?enge ?03260)8 i iumo%§OtlQ u?;iute
1. d(TTGARTTCTC) 25 25,0 C,250 8,7
2. d(TTGAATTCAR) 19 13,0 0,113 5,2
3., A(GCATTGATCE) 13 2,5 0,023 1,8
4, A(CCTGGAATTTY) 18 8,0 0,078 4,8
5. d(CCAGGAGCTp) 29 21,5 0,225 8,2

Mit der von uns entwickelten Festphasengynthese an Polystyren-Teflon nach
der Triestermethode in 5'=3' Richtung konnen Oligonucleotide mit oder ohne
3'-Phogphat in guten Ausbeuten und einfach zu handhabender Technik syntheti-
siert werden, AuBerdem igt diese lMethode fiir automatisierte Synthesen gut
geeignet.
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