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Meinein verehrten Lehrer, Professor K. Freudenberg, einern der Pioniere der Chemie 
der Biopolymeren [I], zum 80. Geburtsfage gewidmet 

Prob feme und Ergebnisse der Synthese von Oligonuckeotiden werden zusammenfussend 
dargestellt. Die zentrale Rolle der Nucleinsauren im biochemischen Geschehen fordert 
dazu auf, Nucleinsauren bekunnter Sequenz und Kettenlange zu synthetisieren. Durch 
chemische Synthese lassen sich mit geeigneten Schutzgruppen und Kondensationsmittefn 
definierte Oligomere rnit verschiedenen Sequenzen bis zu 12 Gliedern und Homo-oligomere 
mit einer Maximallange von 30 Gliedern erhalten. Die enzymatische Synthese von Ribo- 
nucleinsauren kunn so gelenkt werden, daJ Polynucleotide mit definierten Sequenzen ent- 
stehen. 

1. Struktur, Nomenklatur 

Nucleinsauren sind gemischte Polyester; zwei Grund- 
einheiten geben die Formeln ( la )  und ( Ib)  wieder. 

? 
I 

1 4  ( I b )  

Desoxyr ibonucle insaure  (DNS) Ribonucle insaure  IHNS) 

Abkurzung: d- ...p TpG ... A b k r z u n g :  , . .pApC.. . 

Das chemische Hauptmerkma! der Nucleinsauren ist die 
Phosphorsaureester - Bindung (= Internucleotidbin- 
dung). Sie bedingt die Hydrolyseempfindlichkeit der 
Substanzen. Die glykosidische Bindung zwischen der 
Ribose und den Nucleobasen ist saurelabil, insbesondere 
bei den Purin-Nucleosiden. Als weitere funktionelle 
Gruppe muI3 bei synthetischen Arbeiten die Amino- 
gruppe am Cytosin und Adenin, gelegentlich auch am 
Guanin, berucksichtigt werden. Ribonucleinsauren sind 
wegen der in 2'-Stellung der Ribose vorhandenen Hy- 
droxylgruppe besonders alkalilabil. 
Fur Polynucleotide wird eine Kurzschreibweise verwendet [*I.  
Hierin bedeutet ,,p" auf  der  linken Seite des Buchstabens, 

[ I ]  K.  Freudenberg: Tannin, Cellulose, Lignin. Springer-Verlag 
Berlin 1933. - Uber die blutgruppenspezifische Substanz A. 
Sitzungsber. Heidelberger Akad. Wiss., math.-naturw. KI. 1940, 
9. Abhandlung. - Die Stgrke 15, 199 (1963). - High-molecular 
natural substances, J. Polymer Sci. 16, 155 (1955). 
[2] Terminology and Abbreviations, Tentative Rules: J. biol. 
Chemistry 237, 1381 (1962). 

der das Nucleosid bezeichnet, einen Phosphatrest in 5'- 
Stellung der Ribose, ein ,,p*' rechts von diesem Buchstaben 
einen Phosphatrest in 3'-Stellung der Ribose. Die Nucleo- 
side werden durch folgendc Abkiirzungen gekennzeichnet : 
A = Adenosin, C = Cytidin, G = Guanosin, T = Thymidin, 
U = Uridin. Wenn es sich u m  ein Desoxynucleosid handelt, 
wird ein ,,d" vor die Kurzbezeichnung gesetzt. - RNS be- 
deutet Ribonucleinsiiure, DNS bedeutet Desoxyribonuclein- 
siiure. 

2. Aufgabenstellung 

Die Rolle der DNS als Trager der genetischen Informa- 
tion ist bekannt. uber die Funktion der RNS konnte 
man noch vor fiinf Jahren in einem zusammenfassen- 
den Bericht uber Polynucleotidsynthesen [31 lesen: ,,Die 
Rolle der RNS ist noch weit weniger klar. Man weil3 
nur, daI3 sie fur die Synthese der Proteine verantwortlich 
ist, indem sie die Proteinsynthese steuert. Auch hier 
sind es offenbar bestimmte Nucleotidsequenzen, die fur 
die Synthese bestimniter Proteine bedeutungsvoli sind". 
Inzwischen wurden durch die Fortschritte der Mole- 
kularbiologie [41 die funktionellen Zusammenhange 
zwischen den verschiedenen Arten der Nucleinsauren 
und zwischen diesen und der Biosynthese der Proteine 
geklart (Schema 1). Man spricht von der ,,Dreifaltig- 
keit" der Biochemie. 
Die Synthese von Oligo- und Polynucleotiden ist wich- 
tig, weil sich die Kopier- und ubersetzungsvorgange bei 
der Biosynthese der Proteine mit synthetischen Poly- 
meren besonders gut studieren lassen sollten [51. Auch 
fur Studien uber Basenpaarung und uber die Stabilitat 
von Doppelhelices sind definierte Oligonucleotide not- 
wendig [GI. Zur Eiitzifferung des genetischen Codes mus- 

[3] F. Cramer, Angew. Chem. 73, 49 (1961). 
[4] Zusammenfassende Artikel in: Progress in Nucleic Acid 
Research and in Molecular Biology. Academic Press, New York 
1963/64, Bd. I bis 111. 
[5] Vgl. z. B.:  S .  Nishimura, D. S .  Jones, E. Ohtsuka, H. Hayatsu, 
T. M .  Jacob u. H. G. Khorana, J. molecular Biol. 23, 283 (1965). 
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1 Funktion I Strukturbeispiel 

Syeicher 
der 1 
geneti- 
schen In- 1 

d- . . . pTpApGpCp. . . 

Lokali- I sierung 

Zellkern, 
Chromo- 
son1 

DNS 

I. RNS 

[ I .  Protein 

Messenger 
fur die 
Synthese 
eines Pro- 
tein- oder 
Enzymtyps 

Wahrend 
der Kopie 
an der 
DNS,  dann 
am 
Ribosom 

I Translation (ubersetzung in ein 
1 Protein definierter Sequenz) 

Enzym -NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C- 

turelement ! 
der Zelle 

l~ 
R3 0 

oder Struk- I / I  
R1 0 Rz 0 

Schema 1.  Funktionen von D N S  und R N S  hei der Biosynthese der 
Proteine. 

sen die als Codeworter dienenden Trinucleotide syn- 
thetisiert oder aus natiirlichem Material isoliert wer- 
den [7,81. Die Bestimmung der Leserichtung des geneti- 
schen Alphabetes erfordert Polynucleotide rnit defi- 
nierten terminalen Tripletts ~ ~ 9 1 .  Die Wirkungsweise 
und die Spezifitat von Enzymen, die Nucleinsauren 
spalten, kann an Dinucleosidphosphaten studiert wer- 
den [lo], Zur Untersuchung chemischer Mutationen an 
transformierender DNS konnten Oligonucleotide als 
Modelle dienen. Fragen der Sekundiirstruktur von Poly- 
nucleotid-Strangen muD man an einfacheren Verbindun- 
gen klaren. Die Strukturermittlung und die Sequenz- 
analyse der Nucleinsauren konnte durch die Synthese 
von Teilstiicken unterstiitzt werden. 
Eine chemische Synthese von transformierender, d. h. 
genetische Information enthaltender DNS mit minde- 
stens lo* Kettengliedern iibersteigt das menschliche 
Leistungsvermogen selbst bei weitgehender Automati- 
sierung aller Arbeitsgange. Auch die Synthese von mes- 
senger-RNS rnit mindestens 500 Nucleotiden pro Mole- 
kiil oder von transfer-RNS mit ca. 80 Kettengliedern 
erscheint ausgeschlossen. 

3. Chemische Synthesen 

3.1. Phosphorylierungsreaktionen 

Das klassische Kondensationsmittel in der Oligonucleo- 
tidsynthese ist Dicyclohexylcarbodiimid @CC) 111 I 121. 

Daneben sind zahlreiche weitere Reagentien fiir die 
Darstellung von Nucleotidestern oder Oligonucleotiden 

[6] H. A .  Scheraga, Vortrag, Gottingen, September 1965. 
[7] F. Cramer, H. Kiintzel u. J.  H. Matthaei, Angew. Chem. 76, 
716, 800 (1964); Angew. Chem. internat. Edit. 3, 589 (1964). 
181 M.Nirenberg u. P.Leder,Science(Washington) 145,1399(1964). 
[9] S. Ochoa, 2nd FEBS-Meeting Wien 1965, Referate S. 273. 
[lo] H .  Witzel u. E. A .  Barnard, Biochem. biophysic. Res. 
Cornmun. 7, 295 (1962). 
[l I ]  H. G. Khorana u. A .  R .  Todd, J. chem. SOC. (London) 1953,2257. 
[12] H. G. Khorana: Some recent developments in the chemistry 
of phosphate esters of biological interest. Wiley, New York 1961. 

erprobt und in speziellen Fallen als geeignet gefunden 
worden, so 2.B. Saurechloride [*3,141, Trichloracetoni- 
tril[15,161, Woodwards Reagens 1171, Pikrylchlorid 
(2) 1181. Nucleotid-imidazolide (3) wurden auf ihre 
Eignung zur Oligonucleotidsynthese [I91 gepriift. Di- 
methylformamid-chlorid (4) ist ein Veresterungs- 
reagens fiir Nucleotide [141203211 

NOz 

0 2 N o C l  i 3'-0-Acetyl-5'-TMP - 
NOz I 

0-COCH, 

bH 

( 7 3  

CP @ N - C H ~  
HC: + 5'-AMP 

(41 
c1 I 

n 

Neue Phosphorylierungsreagentien sind Phosphorsaure- 
or-hydroxypyridylester [221. or-Hydroxypyridylester der 
Nucleotide (5 )  iibertragen den Nucleotidrest auf andere 
Nucleophile, z. B. auf Phosphate, so daD Pyrophosphat- 
Coenzyme entstehen. Eine Oligonucleotidsynthese ist 
rnit diesen Verbindungen bisher noch nicht durchge- 
fiihrt worden. Ein energisch wirkendes Phosphorylie- 
rungsreagens ist die Mischung von or-Bromcyanacet- 
amid (6) und Triphenylphosphin [231. Bei dieser Reak- 

[13] T.  M. Jacob u. H. G .  Khorana, Chem. and Ind. 1962. 
932. 
[I41 T.  M. Jacob u. H .  G .  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 86, 1630 
(1964). 
[I51 F. Cramer, W. Rirtersdorf u. W .  Bohm, Liebigs Ann. Chem. 
654, 180 (1962). 
[I61 F. Cramer, H.  J. Baldauf u. H .  Kiintzel, Angew. Chem. 74, 
77 (1962); Angew. Chem. internat. Edit. 1, 54 (1962). 
[17] F. Cramer, H.  Neunhoeffer, K.-H. Scheit, G .  Schneider u. 
J .  Tennigkeif, Angew. Chem. 74, 387 (1962); Angew. Chem. inter- 
nat. Edit. I, 331 (1962). 
[IS]  F. Cramer, R.  Wittmann, K.  Daneck u. G. Weimann, An- 
gew. Chem. 75, 92 (1963); Angew. Chem. internat. Edit. 2, 43 
(1963). 
1191 F. Cramer u. H. Neunhoefler, Chem. Ber. 95, 1664 (1962). 
(201 F. Cramer, S. Rittner, W .  Reinhard u. P. Desai, Chem. Ber., 
im Druck. 
[21] M. Ikehara u. H. Uno, Chem. Pharm. Bull. 12, 742 (1964). 
[22] W .  Kampe, Tetrahedron Letters 1963, 2133. 
[23] F. Cramer u. T.  Hafa,  Liebigs Ann. Chem., im Druck. 
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IDCC 

I;-;;- c H,-O -P( e OH), 

tion, deren erster Schritt nach Art einer Perkow-Reak- 
tion verlauft, entsteht eine Zwischenverbindung (da), 
die dem schon fruher zur Synthese von Oligonucleotiden 
verwendetem Enolphosphat des Malonesters [241 ent- 
spricht. 

O - ~ ( C G H ~ ) ~  
NC-CHBr-CONH2 + P(C,H,), + NC-CH=C: + Br” 

( 6 )  (6a) NH2 

I n  einer vergleichenden Untersuchung ~ 5 1  wurde die phos- 
phorylierende Wirkung von Cyclohexylisonitril, Athoxy- 
acetylen, Bromcyan, Dichlormalonsiiuredinitril, Perfluor- 
octancarbonsaurenitril, Benzonitril, Benzylcyanid, Malodi- 
nitril studiert, doch erwies sich keines dieser Reagentien als 
den bisher benutzten deutlich uberlegen. Auch die Inamine 1-  
Dimethylamino-2-phenylacetylen und I-Dimethylamino-3,3- 
dimethyl-1-butin sowie 4-Nitrophenylcyanat, N-AthyIbenz- 
isooxazolium-fluoroborat 1 2 5 9  N(  l),N(4)-DiiithyItetrazo- 
lium-tosylat oder N(I)-Athyl-N(4)-methoxyplieiiyltetrazo- 
lium-tosylat lieferten keine befriedigenden Ausbeuten an 
Dinucleosidphosphaten L25bl. 

3.2. Schutzgruppen 

3.2.1. Schu tzg ruppen  f u r  Phosphorsau ren  

Bei der Verkniipfung zweier Nucleotide muI3 der Phos- 
phorsaurerest des einen Nucleotids geschiitzt werden, 
um die Kondensation in der richtigen Reihenfolge zu 
bewirken. In allgemeinen genugt es, das Nucleotid ein- 
ma1 zu verestern; Phosphorsaure-diester werden durch 
die meisten Kondensationsmittel nicht mehr aktiviert. 
Phosphorsaure-benzylester [261 lassen sich nach der 

[24] F. Cramer u. R. Wittmann, Angew. Chem. 72, 628 (1960). 
[25] K.  von der Trappen, Dissertation, Universitat Heidelberg 
1962. 
[25a] Wir danken Dr. D. S.  Kemp fur die Uberlassung des Pra- 
parates. 
[25b] F. Eckstein u. R. Olufson, unveroffentlichte Versuche. 
[261 F. R. Atherton, H. T.  Openshaw u. A .  R. Todd, J. chem. SOC. 
(London) 1945, 382. 

Keaktion durch Hydrierung wieder spalten, allerdings 
besteht dabei die Gefahr, daI3 auch Pyrimidinkerne 
hydriert werden. Der P-Cyanathylrest [271 laI3t sich mit 
Alkali unter P-Eliminierung abspalten. Von den alkali- 
labilen Estern (7)- (lo),  R = Nucleosid, erwiesen sich 
die Ester (9) und (10) als besonders geeignete Phosphor- 
saure-Schutzgruppen fur Oligonucleotide 1281. 

B Y H 3  
RO-!f’-O-CH-CH2-COCH, 

e 
RO-Y-O-YH-CH2-CN 

CHB (‘7) QO (9)  

0 II 0 II 7 H 3  
R O - P  - 0- HC -CH R O - 7 -  0- CH2- CH- COCH3 

I II ‘A HZC,~,CH 00 (10) 

(8) 0 2  

Durch Umsetzenlvon Nucleotiden mit Diphenyldiazo- 
methan erhalt man Benzhydrylester von Nucleotiden [291, 

die mit verdunnten Sauren gespalten werden konnen. 
Auch tert.-Butylester sind saurelabil[301. P,P,p-Trichlor- 
athylester von Desoxyribonucleotiden (11) konnen 
durch Zn/Cu in Essigsaure oder in Dimethylformamid 
ohne Verlust von 0-Acetyl- oder 0-Benzoylgruppen re- 
duktiv gespalten werden [311. Als oxidativ abspaltbare 
Gruppe wurde die Athylthiogruppe vorgeschlagen [321. 

0 

3.2.2. Schu tzg ruppen  f u r  Hydroxy l -  u n d  
Aminogruppen  

Acetyl- und Benzoylderivate von Nucleosiden und Des- 
oxyribonucleotiden lassen sich nach den in der Zucker- 
chemie ublichen Verfahren bereiten. Bei der Acylierung 
von 3’-Ribonucleotiden miissen die Bedingungen so ge- 
wahlt werden, daD die Bildung von Cyclophosphat 
vermieden wird 1331. Zun spezifischen Schutz der pri- 
maren OH-Gruppe in 5’-Stellung werden Tritylderivate 
oder die leichter abspaltbaren p-Methoxytritylderivate 
verwendet [361: Die 2’-OH-Gruppe laDt sich mit Di- 
hydropyran [34,361 oder mit Athylvinylather [351 ab- 
decken. Durch Bildung von Benzylidenderivaten (p- 
Methoxybenzyliden- [361 oder p-Dimethylaminobenzy- 

[27] G. M.Tener, J. Amer. chem. SOC. 83, 159 (1961). 
[281 D .  SON u. H .  G. Khorana, J. Amer. chem. SOC. 87, 360 (1965). 
[29] F. Cramer u. K.-H. Scheit, Liebigs Ann. Chem. 679, 150 
(1964). 
[30] F. Cramer, H .  P .  Bar, H.  J .  Rhaese, W. Saenger, K.-H. Scheit 
u. G.  Schneider, Tetrahedron Letters 1963, 1039. 
[31] F. Eckstein, Angew. Chem. 77, 912 (1965); Angew. Chem. 
internat. Edit. 4 ,  876 (1965). 
[32] A .  Nussbaum u. R. Tiberi, J. Amer. chem. SOC. 87, 251 3 
(1965). 
[33] D.  H.  Rammler, Y.Lapidat u. H. G. Khorana, J. Amer. 
chem. SOC. 85, 1989 (1963). 
[34] M .  Smith u. H. G .  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 81, 2911 
(1959). 
[35] S.  Chladek u. J .  Smrt, Chem. and Ind. 1964, 1719. 
[361 M. Smith, D.  H.  Rammler, I .  H .  Goldberg u. H .  G. Khorana, 
J. Amer. chem. SOC. 84, 430 (1962). 
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liden-Gruppierungen [371), die sich leicht mit Saure spal- 
ten lassen, konnen die 2'- und 3'-Stellungen der Ribose 
reversibel geschiitzt werden. Den gleichen Zweck erfiil- 
len 2',3'-O-&hoxymethylenderivate (12), die durch 
Behandlung rnit Essigsaure in die 2'- und 3'-O-Acyl- 
derivate (13) iibergefuhrt werden [38-401. 

H o e  Ho_ 

(12) (13) 

0 0  ,?  ?, 
H , C , O X R  A .- +=o 

R 

Bei der Synthese eines Dinucleotids an einem polymeren 
Trager wurde ein Dinitrophenylsulfenyl-desoxyribo- 
nucleosid (14) verwendet. Derartige Verbindungen kon- 

No, 

nen durch Thiophenol oder Raney-Nickel gespalten 
werden [41,421. Formylnucleoside L30.43 441 sind syn- 
thetisiert, aber nicht zur Synthese von Oligonucleotiden 
eingesetzt worden. - ,-- 

1 3 5 7 9 11 13 15 17 
1 

mg 

Abb. 1. Kettenlangenverteilung im Produkt der Polykondensation von 
Thymidylsaure mit Pikrylchlorid. 

Ordinate: Ausbeute an Oligonucleotid, ermittelt aus der Extinktion bei 
267 my. 

Absrisse: Zahl der TMP-Einheiten in der Oligonucleotid-Kette. 

dem entstehenden Gemisch von Oligomeren nimmt der 
Gehalt an langeren Ketten im Sinne einer Poisson- 
Verteilung ab (Abb. 1). Die Verbindungen werden an 
Saulen rnit DEAE-Cellulose 1451 (Abb. 2) oder auf Poly- 
min-Cellulose-Diinnschichtplatten 1483 (Abb. 3) getrennt. 
Das langste bisher dargestellte Oligomere ist die Poly- 
thymidylsaure rnit 30 Kettengliedern 1507, die durch Kon- 
densation rnit Pikrylchlorid gewonnen wurde. 

90 
7 0  
5 0  
3 0  
1 8  
1 4  
1 0  
06 
02 

160 700 250 300 350 400 L50 500 550 600 650 700 750 800 850 900 

3.3. Synthese von Oligodesoxyribonucleotiden 

3.3.1. Homopolymere 

Durch Kondensation von Thymidylsaure mit Dicyclo- 
hexylcarbodiimid [45J, Pikrylchlorid [I81 oder anderen 
Reagentien lassen sich Homooligomere darstellen. In 

[37] F. Cramer, W. Saenger, K.-H. Scheit u. J .  Tennigkeit, Liebigs 
Ann. Chem. 679, 156 (1964). 
[38] J. iemlifka u. S. Chlddek, Tetrahedron Letters 1965, 3057. 
[39] C. B. Reese u. J.  E. Sulsron, Proc. chem. SOC. (London) 1964, 
214. 
[40] F. Eckstein u. F. Cramer, Chem. Ber. 98, 995 (1965). 
1411 R .  L. Letsinger u. V. Maha~levarf, J. Amer. chem. SOC. 87, 
3526 (1965). 
[42] F. Eckstein, Tetrahedron Letters 1965, 53 1. 
I431 J.  iernfiCkkrr, J. Berdnek u. J .  Smrt, Collect. czechoslov. 
chem. Commun. 27, 2784 (1962). 
I441 S. Chlddek u. J.  Smrt, Collect. czechoslov. chem. Commun. 
29, 214 (1964). 
[45] G. M.Teaer, H. G. Khorana, R. Markham u. E. H. Pol, J. 
Amer. chem. SOC. 80, 6223 (1958). 

Abb. 2. Saulenchromatographische Trennung von Oligothymidylsauren 
verschiedener Kettenlange an DEAE-Cellulose. Elutionsmittel: waRrige 
Losung von Triathylammonium-hydrogencarbonat steigender Konzen- 
tration (die von links nach rechts steigende gestrichelte Linie kennzeich- 
net den Konzentrationsgradienten) [47J. 
Ordinaten: links: Extinktion bei 261 ms. 

carbonat. 
rechts: Molaritat an Triathylamrnoniurn-hydrogen- 

Fraktionsnummer (je Fraktion 25 nil). Abszisse: 

AuBer Poly-T wurden nach diesem Verfahren Poly-d-A [511, 
Poly-d-Crszl und  Poly-d-G [531 synthetisiert, z. T. mit gerin- 
gerer Ausbeute. Die in den Fraktionen enthaltenen Oligo- 

I461 K. Daneck. Gottingen, unveroffentlichte Versuche. 
[47] G. Hoffarth, Gottingen, unveroffentlichte Versuche. 
[48] S. Rittner u. G.  Weimann, Gottingen, unveroffentlichte Ver- 
suche. 
[49] G. Weimann, K.  Daneck 11. F. Cramer, Experientia 21, 417 
(1965). 
[SO] F. N. Hayes u. E. Hansbzcry, J. Amer. chem. SOC. 86, 4172 
(1964). 
[51] R. K. Ralph u. H. G.  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 83,2926 
(1 96 1). 
[52] H. G. Khorana, A .  F. Turner u. J. P.  Vizsolyi, J.  Amer. chem. 
Sac. 83,686 (1961). 
1531 R. K .  Ralph, W. J. Connors, H.  Schaller u. H.  G. Khorana, 
J. Amer. chem. SOC. 85, 1983 (1963). 
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J - I p r I 5 , 3 5 m g  

[ P T l " < 5  I - Front 

pCpT 1571, d-ApTp C55J. Fur die schrittweise Synthese von 
Trinucleosid-diphosphaten und hoheren Homologen 
mu8 die 5'-OH-Gruppe am Anfang der wachsenden 
Kette eine Schutzgruppe tragen, die wahrend der ein- 
zelnen Kondensationsschritte erhalten bleibt und erst 

Abb. 3. Dunnschichtchromatographische Trennung von Oligothymidyl- 
sauren verschiedener Kettenlange an Polymin-Cellulose [481. Die ein- 
zelnen Bander wurden eluiert und nach der Zn(0H)z-Methode [491 
aufgearbeitet. 
Laufmittel: 0,25 M NaCl (2 Std.), 0,SO M NaCl (2 Std.), 0,75 M NaCl 
(2 Std.), 1.00 M NaCl (2 Std.), 1,SO M NaCl (2 Std.). 

nucleotide lassen sich durch Fallung mit Zn(0H)z isolieren [491. 
Nach dem folgenden Schema kann man eine Pfropfpolymeri- 
sation erreichen [461. 

d-pTpC 

zum SchluB entfernt wird, beispielsweise die saure- 
labile Tritylgruppe. So ist man bis zum Dodecanucleotid 
d-TpTpC(pTpTpC)3 (16a) 1581 gelangt, hat die homo- 
logen Oligothymidylsauren synthetisiert [591 und 
analog die Oligonucleotide d-TpTpI(pTpTpQ3 1601, d- 
CpApApCpApA 1613, d-GpApApGpApA C611 und d- 
TpApTpTpT [551. 

Das Problem der schrittweisen Synthese von Oligo- 
nucleotiden mit terminalem 5'- oder 3'-Phosphat, also 
von Verbindungen des Typs pXpYpZ oder XpYpZp, 

N- Anlsoyl- 

b H  

N-Aniaoyl- 
3'-O-Acetyl-5'-TMP 3'-O-Acetyl-g'-TMP 3'-O-acetyl-5'-d-CMP usw. * d-TPTpC(PTPTPC) - d-TpTpC(pTpTpC)j 

1 .  Mesitylensulfochlorid 1. Medtylensulfochlorid 1. MesItylensulfochlorid 
2. OHB 2 . O H @  %OH@ (164 

3.3.2. Schrittweise Synthese von Oligodesoxy- 
ribonucleotiden 

Die Kondensation des P-Cyanathylesters eines 5'-Nu- 
cleotids (15) mit einem 3'-O-Acetylnucleotid (16) lie- 
fert ein Dinucleotid, aus dem die Schutzgruppen alka- 
lisch abgespalten werden konnen. Auf diese Weise wur- 
den dargestellt : d-pTpT, d-pGpC, d-pCpG 1541, d- 
pTpA [551, d-pTpG, d-pTpC, d-pApG, d-pCpA 1561, d- 

ist weniger gut gelost. Hierzu bedarf es entweder diffe- 
renziert abspaltbarer Schutzgruppen S1 und S2 am Di- 
nucleotid S1-pXpY-O-S2 oder das Trinucleosid- 
diphosphat XpYpZ mu13 im letzten Schritt der Syn- 
these nachphosphoryliert werden. Eine andere Mog- 

[57] H. Schaller u. H .  G. Khorana, J. Amer. chem. SOC. 85, 3828 
(1963). 
[58 ]  T. M. Jacob u. H .  G. Khorana, J. Amer. chem. SOC. 87, 2971 
(1965). 

[54] H. Schaller u. H. G. Khorana, J. Amer. chem. SOC. 85, 3841 
(1963). (1965). 

[55 ]  G. Weimann, H. Schaller LI. H. G .  Khorana, J. Amer. chem. 
SOC. 85, 3835 (1963). 
[56] E. Ohtsuka, M. W. Moonu.  H. G. Khorana, I. Arner. chern. 
SOC. 87, 2956 (1965). 

[591 T' M.  Jacob u. H. G. Khorana, 873 368 

t601 s. A .  Narang u. H. G. Khorana, J. Amer. chem. Soc. 87, 
2981 (1965). 
[61] S.  A .  Narung, T.  M. Jacob u. H. G. Khorana, J. Arner. 
chem. SOC. 87, 2988 (1965). 

Amer. 
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1. DCC - d-pTpApG 
2. NH, (17a) + 

OH 

(d-PTP-41, 
d-pTpG (d-PTPG)n 
d-pTpC (d-PTPC)n 
d-pApG (d-pAPG)n 
d-pCpA (d-PCPA)n 

d-pTpA 

lichkeit 1621 besteht darin, auf der Stufe des Dinucleo- 
tids (17) zunachst alle Schutzgruppen mit Alkali zu ent- 
fernen, nachzuacetylieren und schliel3lich zum Tri- 
nucleotid zu kondensieren. 

2-7 
2-6 
2-8 
2- 6 
2-6 

3.3.3. Blockpolymer isation 

Unter Blockpolymerisation wird im folgenden die Kon- 
densation vorgefertigter Oligonucleotide zu hoheren 
Einheiten verstanden. Bisher sind nur Dinucleotide 
durch Blockpolymerisation zu hoheren Einheiten ver- 
knupft worden (Tabelle 1) [59:  

Mit den Produkten konnten wichtige biochemische Er- 
kenntnisse gewonnen werden. So kann (d-pTpA)d [55J 
bereits als Matrize fur das Kornberg-Enzym dienen 1631. 

Die Oligomeren wirken als Matrizen fur DNS-Polymer- 
ase und RNS-Polymerase und werden von RNS-Poly- 
merase praktisch fehlerfrei in die komplementare RNS- 

[621 S.  Rittner, Gottingen, unveroffentlichte Versuche. 
1631 A.  Kornberg, L. L. Bertsch, J.  F. Jackson u. H. G. Khorann, 
Proc. nat. Acad. Sci. USA 51, 315 (1964). 

Sequenz ubersetzt 1641. Die erhaltene messenger-RNS 
katalysiert im zellfreien System die Synthese eines Poly- 
peptides mit alternierender Aminosauresequenz. 

3.4. Synthese von Oligoribonucleotiden 

3.4.1. Homopoly mere 

Die Synthese von Oligoribonucleotiden ist wegen der 2’- 
OH-Gruppe der Ribose wesentlich komplizierter als 
entsprechende Synthesen in der Desoxyribose-Reihe; 
die 2’-Hydroxylgruppe gibt AnlaR zu Isomerisierungen 
und macht das Endprodukt alkalilabil. Wenn a d  das 
ausschliel3liche Vorhandensein von 3’ -+ 5’-Bindungen 
im Polymeren verzichtet wird, ist es relativ einfach, aus 
2’,3’-O-Cyclophosphaten mit Phosphorsaurediphenyl- 
ester-chlorid oder anderen energisch wirkenden Saure- 
chloriden als Kondensationsmittel[65W Oligomere der 
Art (18) zu erhalten. 

Diese Oligomeren, die fiir physikalisch-chemische Stu- 
dien wertvoll sein konnen, sich den meisten Enzymen 
gegenuber jedoch nicht wie natiirliches Material ver- 
halten, haben Kettenlangen bis zu 20 Einheiten. Durch 
Zugabe von kettenabbrechenden 2’,3’-O-Diacetylnu- 
cleosiden [661 oder 2’,3‘-O-Benzylidennucleosiden ~ 7 1  

[64] S. Nishimura, D.  S .  Jones u. H .  G. Khorana, J .  molecular 
Biol. 13, 302 (1965). 
I651 A. M. Michelson, J. chem. SOC. (London) 1959, 1371. 
[66] A. M. Michelson: The Chemistry of Nucleosides and 
Nucleotides. Academic Press, London - New York 1963, S. 
4 18-441. 
[67] K .  H .  Scheit u. W. Kuntpe, Gottingen, unveroffentlichtc 
Versuche. 
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erhalt man Oligomere des Typs XpXp . . . . XpY mit 
einigermal3en einheitlicher Kettenlange. 
Mit Polyphosphorsaureester als Kondensationsreagens ent- 
stehen aus 3’-(oder 5’-)Nucleotiden hochmolekulare Ver- 
bindungen 1691, die nicht die biologischen Eigenschaften von 
Polynucleotiden besitzen; sie sind offenbar vernetzt und teil- 
weise substituiert und werden durch Ribonuclease nicht ab- 
gebaut [509701. 

Wenn Isomerisierungen vermieden werden sollen, muB 
die 2’-Stellung geschutzt werden. So lie13 sich 2’-0- 
Acetyl-3‘-uridylsaure (19) - allerdingsnicht mit sehr be- 
friedigenden Ausbeuten - bis zum Decanucleotid poly- 

1. DCC 
2. NH) - 

O=P-OG 0 
6 H  

merisierenr681, und Y-O-Tetrahydropyrany1-3’-uridyl- 
saure (20) wurde zu Oligomeren kondensiert, aus denen 
aber die Tetrahydropyranyl-Gruppe nur schwer und 

6 H  

nicht ohne Isomerisierung zu entfernen ist 1363. Auch ein 
in 2‘-Stellung geschutztes Guanosinderivat wurde be- 
reitet [71.721. 

3.4.2. Schrittweise Synthese von Oligoribo- 
nucleotiden 

3.4.2.1. Dinucleosidphosphafe und analoge Verbindungen 

Dinucleosidphosphate (XpY) wurden nach verschie- 
denen Methoden synthetisiert : 
2’,5’-0-Diacetyl-3’-nucleotide [731 (21) lassen sich mit 
p-Methoxybenzyliden- oder p-Dimethylaminobenzyli- 

[68] C. Coutsogeorgopoulus u. H. G.  Khorana, J. Amer. chem. 
SOC. 86, 2926 (1964). 
[69] G. Schramnr, H.  Grotsch u. W. Pollmann, Angew. Chem. 74, 
53 (1962); Angew. Chem. internat. Edit. 1 ,  1 (1962). 
[lo] N. K .  Kochetkov, E. I .  Budowsky, V. D. Domkin u. M. N .  
Khromov-Borissov, Biochim. biophysica Acta 80, 145 (1964). 
[71] D. B. Srraus 11. J. R. Fresco, J. Amer. chem. SOC. 87, 1364 
(1965). 
[72] U .  E. Straits, J. Amer. chem. SOC. 87, 1375 (1965). 
[73] D. H. RammleeP u. H. G. Khornnn, J. Amer. chem. SOC. 84, 
3112 (1962). 

- 
I o=p-oo 
I 
I I 

den-nucleosiden (22) kondensieren [36. 73a1. Dies durfte 
zur Zeit das ergieoigste Verfahren zur Darstellung von 
Dinucleosidphosphaten sein. Eine Verlangerung des 
Kette an der durch alkalische Hydrolyse freigesetzten 
5‘-Hydroxylgruppe ist jedoch nicht moglich, da auch 

1. DCC 
2. eaure Hydrolyse 
a. alkal. Hydrolyse 

XPY 

die Acetylgruppe in 2’-Stellung des Nucleotids entfernt 
wird. Dieser Nachteil tritt bei den beiden folgenden Ver- 
fahren nicht auf : 

Ein 5‘-O-p-Methoxytrityl-2’-O-acetyl-3‘-nucleotid (23) 
wird mit einem 2’,3’-O-Dibenzoylnucleosid (24) ver- 
estert [74. Vom Dinucleosidphosphat (25) laBt sich die 
Methoxytritylgruppe mit Saure entfernen, ohne daB 
gleichzeitig Acetyl- oder Benzoylgruppen abgespalten 
werden. Die weitere Kondensation rnit einem 2’,5’-0- 
Diacetyl-3’-nucleotid (26) ergibt dann das Trinucleosid- 
diphosphat XpYpZ. Auf diesem Weg wurden die 64 
moglichen Nucleotid-Tripletts synthetisiert ~ 0 1  und zur 
vollstandigen Entzifferung des genetischen Codes ver- 
wendet[W Nach der gleichen Methode wurde das 
Tetranucleosid-triphosphat UpApUpU erhalten 1821. 

Eine andere Methode, bei der gleichfalls eine anschlie- 
Bende Kettenverlangerung moglich ist, geht vom 5’-0- 

[73a] F. Cramer, H. J. Rhaess, S. Riftner u. K.-H. Scheit, Liebigs 
Ann. Chem. 683, 199 (1965). 
[74] Y. Lapidot u. H.  G.  Khoranu, J. Amer. chem. SOC. 85, 1363 
[1963). 
[75] R. Lohrmann u. H .  G. Khorann, J. Amer. chem. SOC. 86,4188 
(1964). 
[76] J ,  Snirt u. F. Sorin, Collect. czechoslov. chem. Commun. 
28, 887 (1963). 
[77] S. Chladek u. J.  Smrt, Collect. czechoslov. chem. Commun. 
29, 214 (1964). 
1781 G. Schneirler, Dissertation, Technische Hochschule Darm- 
stadt, 1965. 
[79] K.-H. Scheit u. F. Cramer, Tetrahedron Letters 1964, 2165. 
[80] H. G. Khorana, D. Soll, R. Lohrmnnn, E. Ohtsuka u. H.Hayt- 
su, personliche Mitteiiung. 
I811 H.  G. Khorana, Federat. Proc. 24, 1473 (1965). 
1821 Y. Lapidot u. H.  G.  Khorann, J. Amer. chem. SOC. 85, 3852 
(1963). 
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1. DCC pentaphosphat, UpUpUpUpUpU zu erhalten, wenn 
auch in minirnaler Ausbeute [@I.  

Eine ifbersicht iiber die nach verschiedenen Verfahren 
dargestellten Verbindungen gibt Tabelle 2. 

XPYPZ (25) + H'C-~-O-I(J 2. OHa 

? O-C-CH3 
O=P-00 d 

OH 
(26) 3.4.2.2. Diribonucleotide 

UPU [36,73a,76,791 
CPU [75,76,78,831 
ApU [73a,79] 
GPU [751 

Acetyl-2'-O-tetrahydropyranyl-3'-nucleotid (27) 1831 aus. 
Nach der ersten Kondensatioii 1aBt sich die 5'-0-Acetyl- 
gruppe durch alkalische Hydrolyse abspalten und die 
Kette (28) durch erneute Kondensation um ein GIied 

Die eilzymatische oder alkalische Hydrolyse der Ribo- 
nucleinsauren fuhrt in vielen Fallen zu Oligonucleotideii 
mit endstandigem 3'-Phosphat. Zu ihrer Synthese sind 
verschiedene Wege beschritten worden. Das erste der- 

U p C  [73,79,831 UpA [36,73a,77,79] UpG [77] 
CPC [77,781 CpA [73,75,771 C p G  [75,771 
APC [791 ApA [73,73a,791 
G P C  1751 GpA [751 G P ~  US1 

1. DCC 

verlangern[a41; so wurden UpUpU und CpUpU er- 
halten. Allerdings ist es bei hoheren Oligonucleotiden 
schwierig, die Tetrahydropyranylgruppen vollstandig zu 
entfernen. Immerhin gelang es, ein Hexanucleosid- 

Tabelle 2. Nach verschiedenen Verfahren dargestellte Dinucleosid. 
phosphate. 

[831 J.  Smrt u. F. Sorm, Collect. czechoslov. chem. Commuii. 
28, 61 (1963). 
[84] F. Crnmer u. 5'. Rijtrzrr, Tetrahedron Letters 1964, 107. 
[SS] J .  Smrr u. F. Sorm, Collect. czechoslov. ehem. Commun. 29 
2971 (1964). 

artige Diribonucleotid (29) wurde nach der Benzhy- 
drylestermethode gewonnen [861. Auf prinzipiell gleichem 
Weg wurden UpAp, ApAp [*6,871, CpAp und CpUp 1781 

synthetisiert. Dinucleotide, welche eine durch Ribo- 
nuclease zu offnende 2',3'-O-Cyclophosphat-Gruppie- 
rung in der terminalen Position und eine gegen Ribo- 
nuclease stabile Internucleotid-Bindung besitzen, also 

I 

9 
HC(CsH5)z 

[86] F. Cromer u. K . - H .  Sclieir, Angew. Chem. 74, 717 (1962); 
Angew. Chem. internat. Edit. I, 510 (1962). 
[87] F. Cramer, K. -H.  Scheit u. H. J.  Rhnesc, Liebigs Ann. 
Chem., im Druck. 
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Dinucleotide des Typs XpPyp[+l, erhalt man durch 
Kondensation der 2',3'-O-Cyclophosphate rnit ge- 
schutzten 3'-Nucleotiden [891. Auch die P-Cyanathyl- 
gruppe ist zum Schutz des endstandigen Phosphat- 
restes verwendet worden 1881, doch besteht bei ihrer al- 
kalischen Abspaltung die Gefahr der Isomerisierung. 
Nach diesem Verfahren wurden CpUp, ApUp und 
IpUpt891 sowie UpUp, UpCp und CpUp[gsl darge- 
stellt. 
Die Synthese von Diribonucleotiden rnit 5'-terminalem 
Phosphat erfordert die nachtragliche Phosphorylierung eines 
geschiitzten Dinucleosidphosphates 1761. Hier ist noch man- 
ches praparative Problem ZLI losen. 

4. Enzymatische Synthesen 

Die enzymatische Synthese von NucleinsHuren wird hier nur 
soweit behandelt, als sie der Synthese von Polymeren be- 
stimmter Sequenz dient. Es kann an dieser Stelle nicht auf 
alle biochemischen und molekularbiologischen Zusammen- 
hange eingegangen werden. 

4.1. DNS-Synthese 

4.1.1. D NS - Po 1 y mer a se (K o r n b er g - E n  z y m ; 
E. C. 2.7.7.7.) 

Aus E. coli wurde ein Enzym isoliert, das folgende Ei- 
genschaften besitzt [90-921: Es katalysiert die Synthese 
von hochmolekularen Polydesoxyribonucleotiden, wenn 
alle vier 5'-Triphosphate, namlich d-ATP, d-GTP, d- 
CTP und d-TTP, und eine DNS-Matrize [*I vorhanden 
sind. Der native, unverletzte DNS-Doppelstrang ist ein 
schlechter Starter [**I fur die Polymerisation durch das 
gereinigte (von DNAsen weitgehend befreite) Enzym. 
Vie1 besser eignet sich eine durch Pankreas-DNAse 
leicht angedaute und anschliel3end durch kurzes Er- 
hitzen auf 77 O C  denaturierte DNS. Daraus und aus an- 
deren Befunden schloR man, daR die naturliche Funk- 
tion der DNS-Polymerase die eines reparierenden En- 
zyms sei. In vitro repariert das Kornberg-Enzym bis 
20°C tatsachlich nur Lucken im Doppelstrang der 
DNS192a1, wobei der intakte Strang als Matrize dient. 
Bei hoheren Temperaturen beginnt aber eine iiber die 
Reparatur hinausgehende Polymerisation, wodurch 
Verastelungen an der DNS auftreten. Dabei kann die 
netto synthetisierte DNS-Menge das 20-fache der Ma- 
trizenmenge erreichen. Alle Befunde, besonders das 

[t]  Py = Pyrimidinnucleosid. 
[88] J.  Smrt u. F. Sorm, Collect. czechoslov. chem. Commun. 
28, 2415 (1963). 
[89]  D. S d u .  H.  G.  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 87,350(1965). 
[90] A .  Kornberg, I. R. Lehman, M .  J. Bessman u. E. S .  Simms, 
Biochim. biophysica Acta 21, 197 (1956). 
[91] I. R. Lehman, M. J. Bessman, E. S. Simms u. A .  Kornberg, 
J. biol. Chemistry 233, 163 (1958). 
[92] C. C. Richardson, C.  L. Schildkraut, H.  V .  Aposhian u. 
A.  Kornberg, J. biol. Chemistry 239, 222 (1964). 
[*] Englisch: template. 
[ *  *] Englisch: primer. 
[92a] C. C. Richardson, R. B. Inman u. A .  Kornberg, J. molecular 
Biol. 9, 46 (1964). 

Molverhaltnis der Basen in der DNS-Matrize und in der 
neu synthetisierten DNS [931, deuten darauf hin, daR 
auch bei dieser Polymerisation stets basengepaarte Dop- 
pelstrange entstehen. 
In Abwesenheit einer DNS-Matrize findet keine Syn- 
these von DNS statt. Inkubiert man jedoch die Poly- 
merase aus E. coli ohne DNS-Matrize lediglich rnit d- 
ATP und d-TTP in Gegenwart von Mgz+-Ionen, so be- 
obachtet man nach Ablauf einer Latenzperiode [** *] von 
2-6 Stunden (je nach Enzym- und Substratkonzentra- 
tionen) die Bildung einer hochmolekularen Verbindung. 
Chemische Analyse (Basenverhaltnis und Bestimmung 
der unmittelbar benachbarten Nucleotide) 192,941 und 
physikalisch-chemische Untersuchungen [951 ergaben, 
daR sie aus gegenlaufigen Doppelstrangen alternieren- 
der d-Ap- und d-Tp-Einheiten besteht [Poly-d-(AT)]. 
Dagegen erhalt man bei der Inkubation rnit d-GTP und 
d-CTP nicht etwa analog einen alternierenden d-(GC)- 
Doppelstrang, sondern ein aus Doppelstrangen gegen- 
Iaufiger homopolymerer d-G- und d-C-Strange be- 
stehendes Polymerisat 192,961. 

Das Enzym wurde auch verwendet, uni kurzkettige syn- 
thetische Oligodesoxyribonucleotide zu kopieren und 
so langkettige komplementare Polynucleotide zu er- 
halten. Schon ein Heptanucleotid d-(pA)7 wirkt in Ge- 
genwart einer Matrize (pT)11 als Starter fur die enzyma- 
tische Bildung von hochmolekularem Poly-d-A. 
Offenbar kann die Matrize gegen die wachsende Nu- 
cleotid-Kette verschoben werden (slipping mecha- 
nism) 1631. Es gelang so rnit Hilfe von chemisch synthe- 
tisierten Oligodesoxyribonucleotiden in wenigen Fallen, 
Polydesoxyribonucleotide mit streng alternierender 
Basenfolge herzustellen (Tabelle 3) [971. 

Tabelle 3.  M it Hilfe chemisch synthetisierter Oligodesoxyribonucleotide 
enzymatisch gewonnene Polydesoxyribonucleotide. 

Matrize und Starter Substrat 

d-ATP 
d-ATP 
d-TTP 
d-ATP 
d-TTP 
d-CTP 
d-GTP 

4.1.2. , ,End-addi t ion enzyme" 

In gereinigten Extrakten von Kalbsthymus konnte ne- 
ben einer DNS-abhangigen (matrizen-abhangigen) DNS- 
Polymerase ein zweites DNS-polymerisierendes En- 
zym, das ,,end-addition enzyme", nachgewiesen und 
durch Chromatographie an einer Hydroxylapatit-Saule 
von der DNS-abhangigen DNS-Polymerase getrennt 

[93] R. M. S. SmeNie, Brit. med. Bull. 21, 195 (1965). 
[***I Englisch: lag phase. 
[94] H. Schachman, J .  Adleu, C. Radding, I.  Lehman u. A .  Korn- 
berg, J .  biol. Chemistry 235, 3242 (1960). 
[95] D. R. Davis u. R.  L. Buldwin, 3. molecular Biol. 6,25 I 11963). 
[96] C. Radding, J .  Josse u. A .  Kornherg, J. biol. Chemistry 237, 
2869 (1962). 
[97] C. Bvrd, E. Ohtsuka, M. W. Moon u. H.  G.  Khorana, Proc. 
nat. Acad. Sci. USA 53, 79 (1965). 
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werden [9*3991. Das ,,end-addition enzyme“ verlangert 
Oligodesoxyribonucleotide durch wiederholtes An- 
hangen von Desoxyribonucleotid-Einheiten um lange 
homologe Ketten. 

Die Geschwindigkeit dieser Polymerisation nimmt in der 
Reihenfolge d-ATP > d-ITP > d-CTP > d-TTP und 
d-GTP ab. d-CTP wird nur in Gegenwart von Co2+- 
Ionen eingebaut [loo]. Die als Starter dienenden Oligo- 
nucleotide miissen eine Mindestlange von drei Nucleo- 
tiden haben ; bei gleicher Enzymkonzentration hangt die 
Lange der neugebildeten Kette vom Verhaltnis Sub- 
strat/Starter ab. 

4.2. RNS-Synthese 

4.2.1. DNS-abhangige RNS-Polymerase 
(E. C. 2.7.7.6) 

In Bakterien und anderen Geweben kommt eine DNS- 
abhangige RNS-Polymerase vor [101-1051. 

Sie erfordert eine DNS-Matrize und alle vier Ribo- 
nucleosid-5’-triphosphate. Die synthetisierten Polyribo- 
nucleotide sind einstrangig und von hohem Molekular- 
gewicht, ihre Zusammensetzung wird durch die Zu- 
sammensetzung der DNS-Matrize bestimmt. Das En- 
zym kopiert in vitro DNS-Einzel- und Doppelstrange. 

--d -pApGpApGpApG--- . 

---pApC pApCp ApC- - - 

[98] F. J. Bollum, E. Groeniger u. M. Yoneda, Proc. nat. Acad. 
Sci. USA 51, 853 (1964). 
[99] M .  Yoneda u. F. J.  BoIlum, J. biol. Chemistry 240, 3385 
(1965). 
[loo] F. BoNunz, Federat. Proc. 24, 1207 (1965). 
[ loll  J.  Hurwitz, J. August, J. Davidson u. W. E. Cohn: Progress 
in Nucleic Acid Research. Academic Press, New York-London 
1963, Bd. I, S. 59. 
[I021 J.  Hurwitz: Methods in Enzymology. Academic Press, 
New York-London 1963, Bd. VI, S. 23. 
[lo31 M. Chamberh u. P. Berg, Proc. nat. Acad. Sci. USA 48, 
81 (1962). 
11041 E. Fuchs, W. Zillig, P.  H. Hofschneider LI. A .  Preu.rs, J. 
molecular Biol. 10, 544 (1904). 
[I051 M .  Chamherlin u. P. Berg, J .  molecular Biol. 8, 297 (1964). 

Werden Einzelstrange kopiert, so ist die Basenzusam- 
mensetzung des Produktes der Basenzusammensetzung 
der Matrize komplementar. Verwendet man als Ma- 
trizen synthetische Polydesoxyribonucleotide, z. B. (30) 
oder (31), mit bekannter Basensequenz, so erhalt man 
Polyribonucleotide mit gleichfalls definierter Basen- 
sequenz [641. Je nach angebotenem Nucleosidtriphos- 
phat wird der eine oder der andere Strang der DNS als 
Matrize benutzt. Die durch Kopieren entstehenden 
Ribonucleinsauren haben zur Entzifferung des geneti- 
schen Codes beigetragen. 
Auch aus Tridesoxyribonucleotiden bestehende Ma- 
trizen konnen mit RNS-Polymerase in die komple- 
mentaren Polyribonucleotide ,,iibersetzt“ werden [5,1061. 

Eine Matrize von 9 Nucleotiden (3 Tripletts) geniigt 
bereits, urn ein komplementares Polyribonucleotid von 
mehr als 150 Nucleotiden zu synthetisieren, so daB man 
auch hier ein Weitergleiten der oligomeren Matrize 
wahrend der Synthese postuliert hat. 
Die chemische Synthese von Polydesoxyribonucleotiden 
ist wesentlich einfacher als die von Polyribonucleotiden. 
Mit Hilfe der beschriebenen Enzyme ist es moglich, die 
in chemisch synthetisierten Polydesoxyribonucleotiden 
enthaltene Information zur enzymatischen Synthese von 
Polyribonucleotiden auszunutzen und so die mit der 
Chemie der Ribopolymeren verbundenen Schwierig- 
keiten zu umgehen. 

4.2.2. Polynucleotid-Phosphorylase (E.C.2.7.7.8) 

4.2.2.1. Homopolynucleotide 

Polynucleotid-Phosphorylase polymerisiert Nucleosid- 
diphosphate zu Polynucleotiden, in denen die Basen 
statistisch verteilt sind: 

n XDP --i (XMP),+ n Pi 

Das Enzyrn bedarf keiner Matrize “071. Es wurde aus Azoto- 
bacter vinelandii [lo88 1091 und aus Mikrococcus lysodeicticus 
isoliert [1101. Das Enzym aus Mikrococcus lysodeicticus be- 
sitzt etwas andere Eigenschaften und fallt von vornherein in 
reinerer Form an. Das Enzym aus Azotobacter vinelandii ent- 
halt selbst nach 500-facher Anreicherung noch fest gebunden 
ca. 3 % eines Oligonucleotids, das moglicherweise die Funk- 
tion einer prosthetischen Gruppe hat [1111. Beide Enzyme 
sind spezifisch fur Ribonucleosid-5’-diphosphate; als Sub- 
strate konnen auch chemisch modifizierte 5’-Diphosphate 
dienen [1121. Sind mehrere Nucleosid-S’-diphosphate gleich- 
zeitig anwesend, so werden sie rnit Ausnahme des bevorzug- 
ten G D P [ l l 3 1  statistisch in das polymere Produkt einge- 
baut “141. 

[lo61 S. Nishimura, T.  M .  Jacob u. H. G. Khorana, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 52, 1494 (1964). 
11071 S. Ochoa, Angew. Chem. 72, 225 (1960). 
[lo81 M .  Grunberg-Manago u. S. Ochoa, Federat. Proc. 14, 221 
(1955). 
[I091 M. Grunberg-Manago, P.  J .  Orriz u. S. Ochoa, Science 
(Washington) 122, 907 (1955). 
[110] R. F. Beers j r . ,  Federat. Proc. 15, 13 (1956). 
[ I l l ]  S. Ochoa u. S. Mii, J. biol. Chemistry236, 3303 (1961). 
[I121 S. P. Colorvick u. N. 0. Knplun: Methods in Enzymology. 
Academic Press, London-New York 1962, Bd. VI, S. 716. 
[113] H. Kiinttel, Gottingen, unveroffentlichte Versuclie. 
[114] M .  F. Singer, R. J. Hilinoe u. M. Grunberg-Manngo, J. 
biol. Chemistry 235, 2703 (1960). 
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Hochgereinigte Enzympraparate erfordern einen Starter, der 
mindestens ein Dinucleosidphosphat sein muB; weniger ge- 
reinigte Praparate und Rohextrakte enthalten genugend Oligo- 
nucleotide als Starter [115, 1161. Eine Nettosynthese von poly- 
nucleotiden ist rnit Rohextrakten aus Azotobacter vinelandii 
ohne besondere Enzymreinigung moglich, wenn man in 1-2 M 
Harnstoff-Losung arbeitet [117,11*1 (die optimale Harnstoff- 
konzentration ist fur die einzelnen Homopolynucleotide ver- 
schieden[llgl). Die Ursdche dafiir sind irn Rohextrakt ent- 
haltene Ureasen, die durch Zerlegung des Harnstoffs die 
Ammoniumionenkonzentration im Ansatz so stark erhohen, 
daR mit Hilfe der vorhandenen Magnesiumionen das ent- 
stehende Phosphat (Pi) weitgehend ausgefallt wird. Dadurch 

n XDP + (XMP),+ n Pi 

wird das Gleichgewicht auf die Seite des Polymeren ver- 
schoben [121,1221. Die optimalen Bedingungen fur die Syn- 
these von Polynucleotiden rnit Rohextrakten aus Azoio- 
bacter vinelundii sind: Zusatz von NHf-lonen in Form von 
Ammoniumhydrogencarbonat und p H  = 9,15 sowie Er- 
hohung der Magnesiumionenkonzentration, so daB das 
Phosphat quantitativ als Ammoniummagnesiumphosphat 
ausgefillt werden kann. Die Polynucleotid-Ausbeute ist unter 
diesen Bedingungen nahezu quantitativ (Abb. 4) [1201. 

Abh. 4. Zeitlicher Verlauf der Synthese von Polynucleotiden mit Roh- 
extrakt aus Azotobacter vinrlandii in Gegenwart von aquiinolaren 
Mengen Mgz+ (bezogen auf eingesetztes Nucleosid-diphosphat) und 
208-fachem molarem UherschuR von Am moni urnhydrogencarbonat 

0-0 Po~Y-C; X-x Poly-A; IzI-III Po~Y-U. 
r1201. 

Ordinate: Ausheute an  Polymerem [%I.  
Abszisse: Zeit [Stunden]. 

[115] S .  Mii u. S.  Ochou, Biochim. biophysica Acta 26. 445 
(1957). 
[I161 M .  F. Singer, L.  A.  Heppel u. R. J. Hilmoe, Biochim. 
biophysica Acta 26, 447 (1957). 
[I171 F. Crumer u. K .  Rnndernfh, Biochim. biophysica Acta 61, 
346 (1962). 
[I181 F. Cramer u. K .  Randernrh, Nature (London) 196, 1209 
(1962). 
[119] F. Crurnrr u.  H. Kiintzel, Biochim. biophysica Acta SO, 
213 (1964). 
[I201 H. Sfernbach, Dissertation, Technische Hochschule Graz, 
1965. 
[I211 J.  Srahl u. W. Heumnnn, Acta Biol. med. German. 14, 108 
(1965). 
[I221 0. W. Jones, E. E. Townsend, H. A .  Sober u. L. A .  Heppel, 
Biochemistry 3, 238 (1964). 

4.2.2.2. Polynucleotide mit dejiniertem terminalen? 
Triplett und Oligoribonudeotide 

Polynucleotid-Phosphorylase ist in bezug auf Nucleo- 
basen nicht spezifisch. Das kann man ausnutzen, um 
Polymere mit definiertem Triplett am 3'-Ende zu er- 
halten [71. Hierm wird ein Nucleotid einpolymerisiert, 
neben dem sich das gebildete Polymere spezifisch spal- 
ten lafit, z.B. : 

UDP 1 -  GDP (30~1) 
4 Polynucleotid-Phosphorylase 

. . . .pUpUpUpGpUpU.. . . .pUpUpGpU.. . . . 
.& TI-Ribonuclease 

. . . .pUpUpUpGp + UpU. . . . .pUpUpGp -fi U . . . . . 
4 Phosphatase 

. . . .pUpUpG 

Zur Kontrolle wurde im hier gezeigten Beispiel das termi- 
nalc Guanosin nach der Perjodatmethode abgespalten und 
bestinimt 11231. Auf diesem Wege synthetisierte Polymere 
zeigt Tabelle 4. 
Besonders bei G-haltigen Polymeren entspricht das Basenver- 
haltnis im Produkt nicht vollig dem Substratverhdltnis 
(Tabelle 4). Ein Teil der Ketten hat ,,fakche" Enden, was 
auf den Gehalt an Endonucleasen zuruckzufiihren ist, die das 
Polynucleotid im homologen Teil der Kette spalten. - Ein so 
dargestelltes Polymeres, namlich . . . . . ApApC, wurde zur 
Bestimniung der Leserichtung an det messenger-RNS ver- 
wendet [91. 

Tabelle 4. Polynucleotide mit definiertem Triplett a m  3'-Ende [ 1241. 

Polynucieotid 

U p . .  . UpUpG 

Ap. . . ApApG 
Ap. . . ApApC 
Ap. . . ApApU 

cp. . . CpCpG 

I p . .  .IplpC 
I p  . . .  IpIpU 

Sub- 
stratver- 
hiltnis 

30: 1 
30: 1 
30: 1 
30: I 
30: 1 
30: 1 
30: 1 

Basenver- 
haltnis im 
Polymeren 

20: 1 
27: I 
19: I 
28:l  
37: 1 
26:  1 
36: I 

durchschnitt- 
liche Ketten- 
ldnge 
[Nucleotide] 

17 
24 
14 
26 
31 
23 
29 

12 
13 
3 3  
9 

17 
12 
15  

Gereinigte Polynucleotid-Phosphorylase "251 benotigt 
einen Starter [126,1271 und verliingert ein Nucleosid- 
diphosphat zu einem Homopolymeren rnit definiertem 
Triplett am 5'-Ende [1*81, z.B. : 

GpU j- ppU 37"G 48 std; GpUpUpUpUpUp . . .U 

Man verwendet Polynucleotid-Phosphorylase aus M. 6.~0-  
deicticas"271 (Proteingehalt I ,45 mg/ml, ~ 2 8 0 :  ~ 2 6 0  = 1,761. 
Die Ansatze (I ml Losung) enthalten 24 yMol Nucleosid- 
diphosphat, 0,5 yMol Starter (Dinucleosidphosphat), 150 
yMol Trispuffer (pH = S,l), 0 , s  1pMol EDTA, 6 pMol 
MgC12, 0 , l l  mg Polynucleotid-Phosphoryhse. 

[123] P .  A .  Whi/field, Biochem. J. 58, 39 (1962). 
[ 1241 H.  Kiintzel, Gottingen, unveroffentlichte Vcrsuche, z.T. 
vorgetragen beim FEBS-Meeting in Wien 1965, Referate S .  338. 
[I251 M .  F. Singer, L.  A .  Heppel u. R. J. Hilmoe, J. biol. Chern- 
istry 235, 738 (1960). 
[I261 M .  F. Singer, R. J .  Hilmoe u. L. A. Heppel, J. biol. Chem- 
istry 235, 751 (1960). 
[I271 A4. F. Singer u. B.  M .  O'Brien, J. biol. Chemistry 238, 328 
(1963). 
[ 1281 H. Kiintzel, Gottingen, unveroffentlichte Versuche. 
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Unter den gleichen Bedingungen liefien sich folgende Poly- 
mere erhalteli 11241 : 

26 
29 
28 
26 

A p G + A D P  + 
U p G + U D P  --f 

G p A + A D P  --L 

G p A + U D P  + 
A p U + A D P  + 
A p U + U D P  --f 

ApA + U D P  + 
UpC + A D P  + 

G p C + U D P  + 
U p G + A D P  + 
C p U + A D P  + 
G p U + A D P  + 

GpC + A D P  -+ 

G p U + U D P  -> 

38 
26 
24 
20 

ApGpApApAp. . .A 
UpGpUpUpUp . . . U 
GpApApApAp . . .A 
GpApUpUpUp . . . U 
ApUpApApAp. . .A 
ApUpUpUpUp . . . U 
ApApUpUpUp.. . U  
UpCpApApAp . . .A 
GpCpApApAp . . . A  
GpCpUpUpUp . . . U 
UpGpApApAp . . . A  
CpUpApApAp.. . A 
GpUpAp Ap Ap. . . A 
GpUpUpUpUp . . . U  

Die Lange der Ketten betragt, je nach der Menge an Starter 
uiid den Versuchsbedingungen, 50 bis 100 Nucleotideinheiten. 

Unter Einhaltung bestimmter Bedingungen gelingt es, 
die Polynucleotid-Phosphorylase zur Synthese von de- 
finierten kurzen Ketten zu benutzen. Mit starter- 
abhangigem Enzym aus M. lysodeicticus wird ein Di- 
nucleosidphosphat nur um wenige Einheiten verlangert, 
wenn man die Reaktion in 0,4 M NaCl-Losung ab- 
laufen lafit [I291 und wartet, bis die wenigen anfanglich 
gebildeten langen Ketten durch Phosphorolyse in viele 
kurze Ketten umgewandelt worden sind [1291: 

ApU + ADP (1 :4) 

ApUpApA. . .pA (hochmolekular) 
4 Polynucleotid-Phosphorylase 2 Std. 

+ ApU (ubrig gebliebener Starter) 
Polynucleotid-Phosphorylase 24 Std. 

ApU (wenig) + ApUpA (Hauptprodukt) + 
ApUpApA + ApUpApApA + wenig hohermolekulare 
Polynucleotide 

Bei Verwendung hochgereinigter Polynucleotid-Phosphory- 
lase und bei einem Verhiiltnis von Starter zu Nucleosid- 
diphosphat von 1 : 1 oder 2: 1 werden Trinucleosid-diphos- 
phate in Ausbeuten von 5 bis 15 % erhalten “301. 

Die Nucleosidphosphate XpYpZ lassen sich chromatogra- 
phisch von hoherpolyinerem Material und nicht geiirttztem 
Starter trennen. 14 Trinucleosid-diphosphate sind auf diese 
Weise synthetisiert worden und haben zur Entzifferung des 
genetischen Codes beigetragen “319 1321. Die Methode durfte 
sich prinzipiell fur die Synthese aller 64 Nucleotid-Tripletts 
eignen. 

4.2.3. Reversible Wirkung von Ribonucleasen 

Pankreas-Ribonuclease (E.C.2.7.7.16) spaltet die Inter- 
nucleotidbindungen von Ribonucleinsauren neben den 
Pyrimidinbasen. Die dabei intermediar entstehenden 
2’,3’-O-Cyclophosphate (32) werden vom Enzym zu 
den entsprechenden Pyrimidin-nucleosid-3’-phospliaten 
(33) hydrolysiert. 

[I291 R.  E.Tlruch 11. P. Doty, Science (Washington) 148, 632 
(1965). 
[130] P. Leder, M.  F. Singer u. R .  L .  C. Brimucombe, Bio- 
chemistry 4, 1561 (1965). 
[I311 P .  Leder u. M. W. Nirenberg, Proc. nat. Acdd. Sci. USA 
32, 420, 1521 (1964). 
[ I321 M. R .  Bernfield 11. M .  W. Nirenherg, Sciencc (Washington) 
147, 479 (1965). 

’’ay 0 OH 

Der erste Schritt der Hydrolysereaktion ist rever- 
sibel 11331, wenn die Konzentration des Cyclophosphates 
grol3er als 0,l M ist. Aus 2’,3’-O-Cyclophosphat ent- 
steht dann rnit Methanol der Nucleosid-3‘-phosphor- 
sauremethylester, und mit Nucleosiden entstehen Di- 
nucleosidphosphate. Bei der Umsetzung des 2’,3’-0- 
Cyclophosphates der Cytidylsaure rnit Cytidin wurden 
folgende Produkte gefunden [I331 : 

x 1 3,5 I 4,5 j 9 I ’  
[* ]  Cytidyl-3’+5’-cytidin-2’,3’-O-cyclophosphat. 

Ahnlich lafit sich Uridin-2’,3’-cyclophosphat umset- 
zen 11341 (Tabelle 5). 

Tabelle 5. Synthese von U p U  aus Uridin-2’,3’-O-cyclophosphat [ 1341: 
Die Lasting yon 65 nig Cyclophosphat, 300 iiig Uridin und 1,4 mg 
Ribonuclease in  20 ml Wasser wurde bei pH - 7 , O  und 4 “C gehalten. 
Angaben in % des eingesetzten Cyclophosphates. 

Zeit [Std.] 

1,75 

3,5 
6,O 

2 s  

25 
54 

UP [ % I  

36 
45 
48 
54 
78 
83 

Auch gemischte Oligomere wie CpU oder CpCpU 
(0,s % Ausbeute) kann man so darstellen [1341. 

Noch ausgepragter ist die reversible Wirkung der 
TI-Ribonuclease 113 51. Guanosin-2’,3’-O-cyclophosphat 
wird in konzentrierterer Losung teilweise zu Oligo- 
guanylsauren polymerisiert. In Gegenwart eines Uber- 
schusses an Nucleosid mit freier 5’-Hydroxylgruppe 
entstehen Dinucleosidphosphate voin Typ GpX, rnit 
vorgegebenen Dinucleosidphosphaten Trinucleosid-di- 
phosphate vom Typ GpXpY1791. Daneben werden ge- 
ringe Mengen hoherer Oligonucleotide . . . GpGpXpY 
gebildet. Das weitere Wachsen der Kette la& sich verhin- 
dern, wenn man die 5’-Stellung des Guanosin-2’,3’-O-cy- 
clophosphatesdurch Acetylierung blockiert [1361. So wur- 

[I331 L. A .  Heppel, P .  R. Whitfield 11. R. Mnrklrani, Biochem. J. 
60, 8 (1955). 
[I341 F. Fitfler, Gottingen, unveroffentlichte Versuchc 
[I351 F. Egumi u. I(. Snto-Asano, Biochim. biophysica Acla ZY, 
655 (1955). 
[136] K.-H. Scheit, Gottingen, unveroffentlichte Versuche 
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den GpU und GpC mit 16 % bzw. 15 % Ausbeute Eckstein hat die chemisch-praparativen, Herr Dr. Lezius 
erhalten. die biochemischen Abschnitte uberarbeitet. Finanzielle 

Impulse erhielten die Arbeiten durch eine Starthilfe der 
Die in diesem Bericht zitierten eigenen Arbeiten sind das Rockefeller-Stifung (1958), durch mehrere Sachbeihilfen 
Resultat einer gliicklichen Zusammenarbeit mit meinen der Deutschen Forschungsgemeinschaft, des Bundes- 
tiichtigen Mitarbeitern; ihnen sei vor allem gedankt. ministeriums fur Wissenschaftliche Forschung und des 
Herrn Dr. Reinhard danke ich fur seinen wesentlichen Fonds der Chemischen Industrie. 
Anteil bei der Abfassung dieses Manicskr&tes; Herr Dr. Eingegangen am 18. November 1965 [A 4991 

Die Biosynthese der Cyclite 

VON H. KINDL, R. SCHOLDA UND 0. HOFFMANN-OSTENHOF 
ORGANISCH-CHEMISCHES INSTITUT DER UNIVERSITAT WIEN (OSTERREICH) 

Herrn Professor K.  Freudenberg zum 80. Geburtstag gewidmet 

In letzter Zeit ist es - vor allem mit Hive radioaktiv markierter Verbindungen - gebngen, 
Einblick in die Biosynthese verschiedener Cyclite zu erhalten. Es konnte gezeigt werden, 
daj fur meso-Inosit, den am weitesten verbreiteten Cyclit, ein wahrscheinlich fur alle Or- 
ganismen giiltiger Biosyntheseweg existiert, bei dem durch RingschluJ uber die beiden 
endstandigen Kohlenstoflatome von n-Glucose der Cyclohexanring entsteht. Aus ver- 
schiedenen biologischan Materialien konnen zellfreie Extrakte oder Enzymsysteme her- 
gestellt werden, welche die Uberfiihrung von D-Ghcose in meso-Inosit katalysieren. - Die 
Biosynthese der anderen Hexahydroxycyclohexane (Inosite) verlauft uber meso-Inosit als 
Zwischenprodukt; einzelne Teilschritte der uberfuhrung von meso-Inosit in andere Inosite 
wurden untersucht. 

A. Einleitung 

Der von Micheel[11 gepragte Sammelbegriff ,,Cyclite" 
bezeichnet isocyclische Polyalkohole, deren Hydroxyl- 
gruppen an die Ringkohlenstoffatome gebunden sind. 
Alle bisher bekannten naturlichen Cyclite sind Abkomm- 
linge des Cyclohexans ; innerhalb dieser Verbindungs- 
klasse sind es die Hexahydroxycyclohexane oder Ino- 
site, denen die groRte Bedeutung zukommt. 
Schon 1850 isolierte Scherer [21 aus Muskelextrakten einc 
Substanz, die er fur  einen Zucker hielt und als Muskelzucker 
oder Inosit bezeichnete. Es ist vor allem den Arbeiten von 
Maqzrenne [31 zu  verdanken, daB diese Verbindung als Hexa- 
hydroxycyclohexan erkannt wurde. Man nannte die Sub- 
stanz meso-Inosit 141; ihre  Konfiguration wurde 1942 f a t  
gleichzeitig von zwei Arbeitsgruppen aufgeklart [7,81. 

Unter den Inositen ist der zuerst entdeckte meso-Inosit 
( I )  [91 in der Natur am meisten verbreitet; er diirfte in 

[I] F. Micheel, Liebigs Ann. Chdm. 406, 77 (1932). 
[2] J. Scherer, Liebigs Ann. Chem. 73, 322 (1850); J .  prakt. 
Chem. 50, 32 (1850). 
[3] Vgl. dazu L. Maquenne: Les sucres ct leurs principaux 
derives. Gauthier-Villars, Paris 1900. 
[4] Unter den neun stereoisomeren Hexahydroxycyclohexanen 
sind sieben optisch inaktiv und konnten deshalb mit gleichem 
Recht das Prafix meso- tragen. Obgleich von vielen Bearbeitern 
des Gebietes der Vorschlag, die bisher als meso-Inosit bekdnnte 
Substanz myo-Inosit zu nennen [5], begriiot wurde, fand dieser 
Name und die von den Autoren vorgeschlagene Systematik der 
Cyclite doch nicht allgemeine Verbreitung. Die Nomenklatur der 
Cyclite wird zurzeit von einer Untergruppc der internationalcn 
Nomenklaturkommission fur biochemische Verbindungen einer 

freier oder gebundener Form in allen Organismen vor- 
kommen. Bereits Eastcott [lo] konnte zeigen, daD meso- 
Inosit ein essentieller Bestandteil des als ,,Bias" bezeich- 
neten Wuchsstoffgemisches fur Hefe ist. Fur Mause 
und andere Saugetiere wurde eine Vitaminfunktion des 
meso-Inosits postuliert 1113, und auch verschiedene 
Stamme von Zellkulturen menschlichen Ursprungs be- 
notigen ihn in ihrem Nahrmediutn Die Hauptfunk- 
tion des meso-Inosits besteht vermutlich darin, daR er 
ein Baustein der Phosphoinositide ist, die eine heute 
noch nicht vollig klare Rolle im Stoffwechsel spielen. 
Kurzlich konnte eine Mitwirkung dieser Phospholipide 
bei der adenosintriphosphat-abhangigen Kontraktion 

Revision unterzogen. Im vorliegenden Referat bedienen wir uns 
der Nomenklatur, die in der ausgezeichneten Monographie von 
Posternak [6] verwendet wird. 
[5] H. G. Fletcher, L .  Anderson u. H .  Lardy, J. org. Chemistry 16, 
1238 (1951). 
[6] T. Posternak: Les cyclitols. Hermann, Paris 1962. 
[7] T.  Posternak, Helv. chim. Acta 25, 746 (1942). 
[S] G. Dangschat u. H. 0. L .  Fischer, Naturwissenschaften 30, 
146 (1942). 
[9] Obwohl die Cyclite in der Sesselform darzustellen waren, 
werden sie der Ubersichtlichkeit halber hier in der hexagonalen 
Form geschrieben. 
[lo] E. V.  Eastcott, J. physic. Chem. 32, 1094 (1928). 
[ I l l  Vgl. z. B. D.  W. WoolZey, J. biol. Chemistry 136, 113 (1940); 
139, 29 (1941); J .  exp. Med. 75, 277 (1942). 
[12] H. Eagfe, B. Agraitoffu. E. E. Snell, Science (Washington) 
123, 845 (1956); H. Eagle, V. Oyama, M. Levy u. A .  E. Freeman, 
J .  blol. Chcmistry 226, 191 (1957); R.  P .  Geyer u. R .  S .  Chang, 
Proc. SOC. exp. Biol. Med. 95, 315 (1957). 
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