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Chemische Synthese yon Polynucleotiden I**] 

Von K. L. Agarwal, A. Yamazaki, P. J. Cashion und H. G. Khoranar'l 

Uber den gegenwartigen Stand der Methodik zur chemischen Synthese von kiirzeren Desoxy- 
ribopolynucleotiden (Kettenlangen bis zu etwa zwanzig Nucleotideinheiten) wird in diesem 
Fortschrittsbericht ein Oberblick gegeben. 

1. Einleitung 

In den vergangenen Jahren sind Methoden zur chemischen 
Synthese von kurzkettigen Desoxyribopolynucleotiden ent- 
wickelt worden'']. Die Zuganglichkeit von synthetischen 
Desoxyribopolynucleotiden rnit vollstandig definierter Nu- 
cleotidsequenz hat exakte Studien iiber Probleme der Pro- 
teinbiosynthese, uber den genetischen Code und iiber die 
Wirkungsweise der Enzyme DNA- und RNA-Polymerase 
ermoglicht. Auch fur weiterfuhrende Studien iiber die bio- 
logische Funktion der DNA auf makromolekularer Ebene 
wird die Synthese bihelicaler Produkte rnit definierter 

[*] Dr. K. L. Agarwal, Dr. A. Yamazaki, Dr. P. J. Cashion und 
Prof. Dr. H. G. Khorana 
Departments of Biology and Chemistry, Massachusetts 
Institute of Technology 
Cambridge, Massachusetts 02139 (USA) 
Nach einem Vortrag auf dem 23. IUPAC-KongreR in Boston, Juli 
1971. 

[**I An Abkiirzungen werden verwendet : 
Ac = Acetyl 
An = Anisoyl 
iBu = Isobutyryl 
Bz = Benzoyl 
DCC = Dicyclohexylcarbodiimid 
Me = Methyl 
MMTr = Monomethoxytriphenylmethyl ( =  Monomethoxytrityl) 
MS = Mesitylensulfonylchlorid 
TEAB = Triathylammoniumhydrogencarbonat 
TPS = 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid 
Tr = Triphenylmethyl (= Trityl) 
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Nucleotidsequenz Voraussetzung sein. Zu diesem Zweck 
ist eine allgemeine Methodik entwickelt worden, die rnit 
Erfolg zur Totalsynthese des Gens fur die alanin-spezifische 
tRNA aus Hefe eingesetzt werden konnte['] (Abb. 1). 

Diese Methodik umfaRt die folgenden drei Schritte: 1. 
Chemische Synthese von Desoxyribopolynucleotid-Seg- 
menten mit acht bis zwolf Nucleotideinheiten. Diese miis- 
sen der Gesamtheit der beiden zu synthetisierenden DNA- 
Strange entsprechen ; die Segmente miissen aul3erdem so 
ausgewahlt sein, daB sich uberlappungen von vier bis sechs 
Nucleotideinheiten zwischen Fragmenten komplementarer 
Strange ergeben (s. Abb. 1). 2. Enzymatische Phosphorylie- 
rung der 5'-Hydroxygruppen rnit ATP, dessen y-Phospho- 
rylgruppe radioaktiv markiert ist, in Gegenwart von T4- 
Polynucleotid-Kinase. 3.  Kopf-Schwanz-Verkniipfung der 
zur Doppelhelix arrangierten (hybridisierten) Segmente 
rnit dem Enzym T4-Polynucleotid-Ligase. 

Es ist klar, daD das durch diese Strategie umrissene Konzept 
auch die Grundlage fur kiinftige Gensynthesen['"] sowie 
fur die Manipulation synthetischer oder naturlicher DNA 
bilden wird. Da die Schritte 2 und 3 im Verhaltnis zu Schritt 
1 wenig Zeit erfordern, werden schnellere und wirkungsvol- 
lere DNA-Synthesen dann zu erwarten sein, wenn die che- 
mische Synthese der Desoxyribooligonucleotide verbessert 
wird. Hauptziel dieses Fortschrittsberichtes sol1 daher sein, 
1. den Stand dieser Methodik darzustellen, 2. einige neuere 
Verbesserungen und Verfeinerungen aus unserem Labora- 
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Abb. 1. Gesamtplan zur Synthese eines tRNA,,,-Gens. Die chemisch syntbetisierten Segmente sind durch eckige Klammern gekennzeichnet 
1. Reihe: laufende Nummer; 2. Reihe: Sequenz der tRNA; 3. und 4. Reihe: Sequenz der beiden Strange des tRNA,,,-Gens. 

torium zu diskutieren und 3. auf offenstehende Probleme, 
die noch nicht oder noch nicht befriedigend gelost sind, 
hinzuweisen. 

2. Synthese der Internucleotidbindung und 
Einfuhrung von Schutzgruppen 

Die Synthese des einfachsten Dinucleosidphosphats, Thy- 
midylyl-Thymidin (TpT), ist in Abbildung 2 skizziert. 

0 

saurediesterderivate der Nucleotidkomponente zur Kon- 
densation verwendet werden, schlugen Eckstein, Letsinger, 
Reese und deren Mitarbeiter V O ~ [ ~ ] .  

Die beiden mit Schutzgruppen versehenen Reaktionskom- 
ponenten (Abb. 2) werden durch Einwirkung von Dicyclo- 
hexylcarbodiimid (DCC) miteinander kondensiert. Als 
kondensierende Agentien werden neben DCC auch aro- 
matische Sulfonylchloride, insbesondere Mesitylensulfonyl- 
chlorid (MS)[41 und 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlo- 
rid (TPS)['] eingesetzt (Abb. 3). Das dreifach substituierte 

CH3 
DCC MS T P S  

Abb. 3. Die Kondensationsmittel Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 
Mesitylensulfonylchlorid (MS) und 2,4,6-Triisopropylbenrolsulfonyl- 
chlorid (TPS). 
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Abb. 2. Synthese von Thymidylyl-(3'-5')-Thymidin (TpT). 

Fur derartige Syntheseschritte gelten folgende Regeln : 
1. Die 5'-Hydroxygruppe der Nucleosidkomponente ist 
durch die klassische, sperrige Tritylgruppe maskiert, die 
nach Bedarf durch Saurebehandlung entfernt werden kann. 
2. Die 3'-Hydroxygruppe dieser Komponente ist frei. 3. Als 
zweite Komponente wird ein 5'-Mononucleotid gewahlt, 
dessen 3'-Hydroxygruppe durch Acetylierung geschiitzt 
ist. Die Acetylgruppe kann in schwach alkalischer Losung 
abgespalten werden. 4. Die als Phosphorsauremonoester 
vorliegende Phosphatgruppe wird direkt zur Kondensa- 
tion eingesetzt. Ein Verfahren, nach welchem Phosphor- 

aromatische Sulfonylchlorid wird verwendet, um uner- 
wiinschte Sulfonylierungen insbesondere der 5'-Hydroxy- 
gruppen von Nucleosid- oder Oligonucleotidkomponenten 
zu verhindern. Die Aktivierung der Phosphatgruppe durch 
DCC, MS oder TPS sowie die anschlieDende Kondensation 
des aktivierten Zwischenproduktes mit der 3'-Hydroxy- 
gruppe der Nucleosidkomponente wird gewohnlich in 
einem Schritt in wasserfreiem Pyridin als Losungsmittel 
durchgefuhrt. 

Durch die Kondensationsreaktion erhalt man ein Gemisch, 
bestehend aus dem geschiitzten Dinucleosidphosphat - 
dem Hauptprodukt -, sowie aus den nicht umgesetzten 
Ausgangsmaterialien und dem symmetrischen Pyrophos- 
phat, welches sich von der 3'-acetylierten Nucleotidkom- 
ponente ableitet. Das maskierte Dinucleosidphosphat mit 
den Schutzgruppen sowohl am 3'- als auch am 5'-Ende 
wird durch Extraktion mit organischen Losungsmitteln 
von den iibrigen Komponenten abgetrennt. Durch Behand- 
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lung rnit schwachem Alkali wird anschlieljend die Acetyl- 
gruppe am 3‘-Ende entfernt. Unter diesen Bedingungen 
bleibt die das 5’-Ende blockierende Tritylgruppe vollig fest 
gebunden. 

Das Produkt rnit der nunmehr freien 3‘-Hydroxygruppq 
kann anschlieljend durch Kondensation rnit einer weiteren 
Nucleotidkomponente, deren 3’-Hydroxygruppe durch 
Acetylierung geschiitzt ist, verlangert werden. Durch wie- 
derholte Kondensation und Alkalibehandlung sowie durch 
jeweils folgende Reinigung der Produkte wird schlieDlich 
ein Polynucleotid der gewiinschten Kettenlange aufgebaut. 
Zuletzt wird die am 5’-Ende stehende Tritylgruppe durch 
Saurebehandlung abgespalten. 

Die Aktivierung des Phosphats durch DCC, MS oder TPS 
ist ein ziemlich komplizierter Vorgang. Im Falle von DCC 
konnte gezeigt werden@], daS die eigentliche phosphory- 
lierende Spezies ein Trimetaphosphat ist (Abb. 4). Die 3’- 
Hydroxygruppe der Nucleosidkomponente reagiert nucleo- 
phi1 rnit dem Trimetaphosphat, wobei die Internucleotid- 
bindung aufgebaut wird. Trimetaphosphate dieses Typs 

0 

o=po,p=o 
OR OR 

Abb. 4. Struktur des Trimetaphosphats, das sich durch DCC-Aktivie- 
rung eines geschutzten Mononucleotids bildet. R = amino-geschutztes 
Nucleosid. 

bewirken eine langsame Phosphorylierung. In Gegenwart 
von Arensulfonylchloriden vollziehen sich Aktivierung und 
Kondensation jedoch erheblich rascher, woraus geschlos- 
sen werden darf, daD Trimetaphosphate in diesem Falle 
wahrscheinlich nicht die phosphorylierende Spezies sind [41. 

Lagen freie Aminogruppen wahrend der Kondensations- 
reaktion vor, so fuhrten diese wenigstens in gewissem Aus- 
ma13 zu unerwiinschten Nebenreaktionen rnit den aktivier- 
ten Phosphaten. Ein weiterer Grund fur die Einfuhrung der 
Schutzgruppen besteht in der erhohten Loslichkeit der ge- 
schiitzten Nucleosid- und Nucleotidderivate. 

Bei der Auswahl der Schutzgruppen sind folgende Gesichts- 
punkte zu beriicksichtigen : 1. 3’-Hydroxyschutzgruppen 
miissen unter Bedingungen entfernbar sein, unter welchen 
die iibrigen Amino- sowie 5‘-Hydroxyschutzgruppen nicht 
angegriffen werden. 2. Es diirfen nur Aminoschutzgruppen 
gewahlt werden, die sich spater in einem Schritt ohne Be- 
schadigung der Phosphordiesterbindungen, der 5’-Hydro- 
xyschutzgruppe oder der empfindlichen Glykosylbindun- 
gen abspalten lassen. 3. Bei der Entfernung der 5’-Hydroxy- 
schutzgruppe darf die synthetisierte Oligonucleotidkette 
nicht angegriffen werden. 

Diese Bedingungen erfordern eine oberpriifung der Schutz- 
gruppen, welche bereits bei der Synthese von Thymidylyl- 
Thymidin eingefuhrt wurden. Wahrend sich die Trityl- 
gruppe bei der Synthese von Oligothymidylsauren zum 
Schutz der 5’-Hydroxygruppe eignet, fuhrt ihre Entfernung 
in saurer Losung bei Purinderivaten in erheblichem MaDe 
zu Spaltungen der N-glykosidischen Bindungen. Daraus 
ergibt sich die Notwendigkeit fur 5’-Hydroxyschutzgrup- 
pen, die auch durch sehr schwache Sauren entfernt werden 
konnen[’]. Dieses Problem konnte durch Einfuhrung von 
p-Methoxy-Substituenten in die Tritylgruppe gelost wer- 
den“. ’I, zumal der Tritylrest bei dieser Modifikation nicht 
die 5’-Hydroxyspezifitat verliert. Die Einfuhrung einer 
p-Methoxygruppe in einen Phenylring oder mehrere Phe- 
nylringe steigert die Saurelabilitat jeweils um einen Faktor 
von 10. So fuhrte bei unseren fruheren Studien sowohl die 
Anwendung der Monomethoxy- als auch der Dimethoxy- 

Wir kommen nun zuruck zum Problem der Schutzgruppen, 
welches an Bedeutung gewinnt, sobald Nucleoside und 
Nucleotide auDer Thymin und Thymidin in die zu synthe- 
tisierende Polynucleotidkette eingebaut werden miissen. 
Die Einfuhrung von Desoxyadenosin, Desoxyguanosin 
und Dpoxycytidin sowie ihrer Nucleotide erfordert nam- 
lich die Maskierung der Aminogruppen dieser Bausteine. 

tritylgruppe zum Schutz der 5’-Hydroxyenden zu befriedi- 
genden Ergebnissen ; gegenwartig ziehen wir die Mono- 
methoxytritylgruppe vor. Die Acetylgruppe erweist sich 
als befriedigend zum Schutz der 3‘-Hydroxygruppen und 
wird weiterhin eingesetzt. Weitere 3’-Hydroxyschutzgrup- 
pen wie P-Benzoylpropionyl[LO] und Methoxyacetyl“ 
wurden kiirzlich vorgeschlagen. 
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Gewohnlich setzt man bei synthetischen Arbeiten als 
Aminoschutzgruppen Anisoyl fur das Cytosin-, Benzoyl 
fur das Adenin- und Isobutyryl oder 2-Methylb~tyry l~ '~~ 
fur das Guaningeriist ein. Diese Schutzgruppen lassen sich 
rnit konzentriertem Ammoniumhydroxid in einem Schritt 
ohne irgendwelche Nebenreaktionen entfernen. Der Grund 
fur die Wahl verschiedener Arninoschutzgruppen liegt in 
deren unterschiedlicher Stabilitat. Hier sei darauf hinge- 
wiesen, daD all diese Schutzgruppen die zahlreichen cherni- 
schen Manipulationen wahrend der haufig sehr lange 
dauernden Synthese eines Oligonucleotids uberstehen 
miissen. 

Die in Abbildung 5 gezeigte Reaktion ist ein Beispiel fur 
die nun verfugbare allgemeine Methode zur Darstellung 
von Desoxynucleosiden rnit maskierten Aminogruppen 
und 5'-Hydroxygruppen. Die Acylierung des freien Desoxy- 
cytidins erfolgt in Gegenwart eines Uberschusses von acylie- 
rendem Agens. Das auf diese Weise vollstandig acylierte 
Derivat wird unter sorgfaltig kontrollierten Bedingungen 
rnit Alkali behandelt, wodurch das gewunschte, ausschlieB- 
lich N-acylierte Desoxycytidin entsteht. Die selektive Hy- 
drolyse wird durch die in stark alkalischem Milieu be- 
obachtete Ionisierung der Amidgruppe innerhalb des aro- 
matischen Systems ermoglicht, durch welche das Resonanz- 
system erweitert und die N-Acylgruppe stabilisiert wird. 
Die Hydrolysegeschwindigkeit ist der Hydroxid-Ionen- 
Konzentration direkt proportional. 

Auf diese Weise konnen alle Desoxynucleoside und Nucleo- 
tide in der an den Aminogruppen geschutzten Form erhal- 
ten werden. Die Maskierung der 5'-Hydroxyfunktionen 

durch die Monomethoxytritylgruppe wird nach der Stan- 
dardprozedur fur Tritylierungen durchgefuhrt. Zur Ein- 
fuhrung der Aminoschutzgruppen bei Nucleotiden dient 
das Verfahren, das fur Nucleoside beschrieben wurde. Die 
Maskierung der 3'-Hydroxygruppen erfolgt durch Behand- 
lung der N-Acylnucleotide rnit Acetanhydrid in Pyridin. 
Die rnit Schutzgruppen versehenen Nucleoside und Nucleo- 
tide (auIJer Thymin und Thymidin) sind in Abbildung 6 
aufgefuhrt. 

3. Synthese hoherer Desoxyribopolynucleotide mit 
spezifischer Sequenz 

Ziel der chemischen Synthese ist der Aufbau von Desoxy- 
ribopolynucleotiden rnit definierter und spezifischer Se- 
quenz. Dieses Ziel kann auf zwei Wegen erreicht werden : 
entweder durch schrittweise Addition von Mononucleo- 
tiden an die wachsende Polynucleotidkette oder durch 
Verwendung vorgeformter Oligonucleotidblocke zur Ket- 
tenverlangerung. Beide Methoden wurden systematisch 
untersucht und wahrend der vergangenen Jahre bei synthe- 
tischen Arbeiten erprobt. 

3.1. Schrittweise Synthese unter Verwendung 
geschiitzter Mononucleotide 

Die zuerst rnit groDerem Erfolg angewendete Methode be- 
stand in der schrittweisen Addition von geschutzten Mono- 

li:$JoAc 2 .  1. DCC OHD oder ArSOzCl 

M M T r - 0  3. Chromatographie M M T r - 0  
oder L k u n g s m i t t e l -  

00 ext rak t ion  (1) 

> 
1. Kondensation 

(1) + oJo*c 2 .  OH@ 
3. Chromatographie M M T r - 0  I1 

HO-P 
I oder L5sungsmi t te l -  

extraktion (2) 00 

Wiederholung yon Tetranucleo t ide  und 
> h o h e r e  Oligonucleo-  

t ide  Kondensa t ion  und (2) 
Aufarbeitung 

Abb. 7 .  Schrittweiser Aufbau eines Tetranucleosidtriphosphats und hoherer Oligonucleotide. 

nucleotideinheiten an das 3'-Hydroxyende einer wachsen- I i H  (fOH f O H  den Oligonucleotidkette"3! Ein Beispiel ist in Abbildung 7 

Obwohl diese Methode ein Maximum von Syntheseschrit- 
ten zum Aufbau der jeweils gewiinschten Kettenlangen 
erfordert, bietet sie doch haufig den Vorteil hoher Ausbeu- 

o+t I1 y J o P  JL ten bei den aufeinanderfolgenden Kondensationsreaktio- 
00-P 00-7 00-P nen. Diese Methode wurde und wird daher immer wieder 

OH OH OH entweder allein oder in Verbindung rnit der unten beschrie- 
benen Addition von Oligonucleotidblocken bei zahlreichen 
synthetischen Arbeiten eingesetzt. 

M M T r - 0  M M T r - 0  M M T r - 0  aufgefuhrt. 

Abb. 6,  Maskierte Desoxyribonucleoside und Desoxyribonucleotide, 
schematisch. R = Isobutyryl oder 2-Methylbutyryl, R' = H oderAcety1. 
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3.2. Schrittweise Synthese unter Verwendung 
vorgeformter maskierter Oligonucleotidblocke als 
5'-Phosphatkomponenten 

Die Methode, die sich vorgeformter Blo~ke[ '~ .  bedient, 
fuhrt aufgrund der geringeren Anzahl der erforderlichen 
Syntheseschritte rascher zum Ziel und erleichtert dariiber 
hinaus die chromatographische Auftrennung der Produkte. 
Die Ausbeuten sind jedoch bei den einzelnen Kondensa- 
tionsschritten im allgemeinen niedriger. Im GroBen und 
Ganzen ist dennoch die Block-Methode zur Polynucleo- 
tidsynthese vorzuziehen, vorausgesetzt, dal3 die vorgeform- 
ten maskierten Oligonucleotide, insbesondere Dinucleo- 
tide, in groBeren Mengen leicht zuganglich sind. 

3.3. Synthese von geschutzten Di- und hoheren 
Oligonucleotiden mit 5'-Phosphatgruppen 

Die Synthese der 5'-phosphathaltigen Di- oder Trinucleo- 
tidblocke erfordert die Maskierung der Phosphormono- 
estergruppe von 5'-Mononucleotiden. Diese wurde bis vor 
kurzem durch Kondensation der an den Aminogruppen 
geschutzten Nucleotide rnit Cyanathanol in Gegenwart 
von DCC oder ArS0,Cl erreicht, wie es in Abbildung 8 
skizziert ist. Das Cyanathylderivat wird anschlieoend rnit 
der zweiten Nucleotidkomponente kondensiert, welche rnit 
Schutzgruppen an den Amino- und 3'-Hydroxyfunktionen 
versehen ist. Die gewohnlich rnit DCC oder ArS0,Cl 
durchgefuhrte Kondensation ergibt zunachst vollstandig 
maskierte Dinucleotide. Die Cyanathyl- und die Acetyl- 
gruppe konnen jedoch anschliel3end durch schonende Al- 
kalibehandlung entfernt werden. 

0 
I I  

HOCH~CHICN 

Die Reaktionsprodukte werden durch Chromatographie 
an DEAE-Cellulose-Saulen gereinigt, was ziemlich vie1 Zeit 
erfordert. Durch Wiederholung der Einzelschritte (Cyan- 
athylierung und Kondensation) werden groBere Blocke 
dargestellt, welche anschlieBend direkt zur weiteren Syn- 
these eingesetzt werden konnen. 

Andere, gelegentlich vorgeschlagene Phosphatschutzgrup- 
pen sind in Abbildung 9 zusammengestellt. Die von Wood- 
ward et a1.['6al zur Synthese von Cephalosporin eingefuhrte 
Trichlorathylgruppe schlug Eckstein"6b1 als Phosphat- 
schutzgruppe vor. Diese Gruppe la& sich durch Behand- 
lung rnit Zink in DMF abspalten. Die Anwendung von 
substituierten Phosphorothioaten ist von Nussbaumet al." 
vorgeschlagen worden. Die Umwandlung der Phosphoro- 
thioate in Phxphate wurde durch Behandlung rnit Jod 
in wal3rigem Milieu erreicht. Den dritten Typ, die N-(p- 
Methoxyphenyl)carbamoylathylgruppe, fuhrten Narang et 
al.[lsl ein ; diese Schutzgruppe wird durch Alkalibehand- 
lung abgespalten. Der vierte Typ sind einfache aromatische 
Phosphoroamidate. Verbindungen dieses Typs sind zu- 
erst von Moffatt und K h o r ~ n a [ ' ~ ~  dargestellt und zur Syn- 
these von Nucleotid-Coenzymen eingesetzt worden. Kiirz- 
lich haben Ohtsuka et al.['O1 die Moglichkeit der Anwen- 
dung aromatischer Phosphoroamidate als Phosphatschutz- 
gruppen untersucht und gezeigt, dal3 die Amidatgruppe 
unter sehr schonenden Bedingungen bei pH = 7 durch Ein- 
wirkung von Isoamylnitrit abgespalten werden kann. 

Abb. 9. Nucleoside mit Phosphatschutzgruppen. R = Thymidin oder 
N-geschutzte Nucleoside. 

Den meisten Aufwand bei der Darstellung von geschiitzten 
Dinucleotidblocken erfordert, wie schon erwahnt, die 
mehrtagige Reinigung der Syntheseprodukte durch Ionen- 
austauschchromatographie. Ein Verfahren, durch welches 
die Ionenaustauschchromatographie umgangen werden 
konnte, wurde demnach die Synthese von Dinucleotid- 
blocken wesentlich erleichtern. Unter diesem Gesichts- 
punkt wurde ein Reinigungsverfahren entwickelt, welches 

0 ' 0  - 
II II 

@O- POCH, NCCH2CHZO-POCHz 

ArSO,CI, '0 

I 
OCH, 0 

wcAn OAc ( C d k i h C G N H z  
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0 

0 (C,H,13CoW-!OCH,  0 I1 

O@ WR (5 )  + @O-yOCH, 

+ 
OH 

' Chromatographie 

1 .  OHQ 

2 .  DEAE- 

H 
OH C,H,iN=?-NC6H,1 

HN-C&,-C (c~H5)3  

OHQR = 
0 oo-p=o 
I 

OH Abb. 10. Synthese von N-geschutzten Nucleosid-phosphoroamidaten. 

guanin. 
R =Thymin, N-Anisoylcytosin, N-Benzoyladenin oder N-Isobutyryl- 

OCQAn 

Ahb. 8. Synthese eines an den Aminofunktionen geschiitzten Dinucleo- 
tids rnit 5'-Phosphatgruppe. 
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sich des Prinzips der Losungsmittelextraktion bedient['']. 
Ein hochlipophiles Amin, p-(Triphenylmethy1)anilin (Abb. 
lo), wurde zum Schutz der nucleotidischen Phosphatgruppe 
in Form des Phosphoroamidats eingesetzt. Der Grund fur 

n 

C6H4 

OAc 
0 

I I  

P i -C5€I i ,0N0 

oo-p=o 
I 

OCQ OAc 

Abb. 11. Synthese von N-geschiitzten Dinucleotiden unter Verwendung 
der Triphenylmethylanilidgruppierung zur Maskierung des 5'-Phos- 
phates [21]. R oder R'= Thymin, N-Benzoyladenin, N-Anisoylcytosin 
oder N-Isobutyrylguanin. 

die Wahl der Phosphoroamidatgruppe lag in der Moglich- 
keit ihrer Abspaltung durch Isoamylnitrit unter sehr scho- 
nenden Bedingungen, unter welchen keinerlei Nebenreak- 
tionen oder Verluste anderer Schutzgruppen zu beobachten 
sind. Alle vier Phosphoroamidate der geschiitzten Mono- 
nucleotide konnten durch Reaktion der Nucleotide rnit 
dem Amin in Gegenwart von DCC dargestellt werden. 

Diese Phosphoroamidate wurden durch ein einfaches Lo- 
sungsmittelextraktionsverfahren in reiner Form isoliert ; 

sie fallen nach dieser Methode als Salze eines substituierten 
Guanidins an. Die Bildung dieses Guanidins inhibiert die 
phosphatkatalysierte DCC-Reaktion. Versuche mit ande- 
ren aktivierenden Agentien fuhren zu geringeren Ausbeuten 
an Phosphoroamidaten. Die Phosphoroamidate wurden 
anschlieI3end rnit geschiitzten Mononucleotiden in Gegen- 
wart von TPS als Kondensationsmittel zu geschiitzten Di- 
nucleotiden umgesetzt (Abb. ll). 

Die Ausbeuten der nach dieser Methode praparierten Di- 
nucleotide betragen 55570%. Die Dinucleotidphosphoro- 
amidate werden durch die Losungsmittelextraktion frei 
von Mononucleotiden und deren symmetrischen Pyro- 
phosphaten erhalten. Die Ausbeuten der an den Amino- 
funktionen maskierten Dinucleotide lagen nach Behand- 
lung rnit Isoamylnitrit bei 50-65%. Alle 16 Dinucleotide 
konnten auf diese Weise in verhaltnismaI3ig kurzer Zeit dar- 
gestellt und charakterisiert werden. 

3.4. Synthese eines Ikosanucleotids 

Wie schon erwahnt, bietet die Methode der Kondensation 
vorgeformter Oligonucleotidblocke groDere Vorteile und 
wird ausgiebig bei unseren laufenden Arbeiten zur Poly- 
nucleotidsynthese angewendet. Dies sei durch das Beispiel 
in Abbildung 12 belegt ; die Methode gestattete den Aufbau 
eines Ikosanucleotids, welches komplementar zu den 
Nucleotiden 21-40 der ala-tRNA ist (s. Abb. 1). 

In der untersten Zeile ist das Endprodukt aufgefuhrt. Die 
Synthese beginnt am 5'-Ende der Kette mit Guanosin, des- 
sen 5'-Hydroxyfunktion durch die Monomethoxytrityl- 
gruppe und dessen Aminofunktion durch die Isobutyryl- 
gruppe maskiert ist. Dieses Guanosinderivat wurde zu- 
nachst mit dem Mononucleotid pAB' OAc kondensiert und 
das entstehende Dinucleosidphosphat durch Losungsmit- 
telextraktion isoliert. Im weiteren Verlauf der Synthese 
wurden jeweils die 3'-Hydroxygruppen der wachsenden 
Kette rnit den geschiitzten Mononucleotiden oder Di-, Tri- 
und Tetranucleotidblocken kondensiert. 

p~~~ - O A ~  p~~~ - O A ~  MMTr-GiBU-OH - MMTr-GiHUpAB" - MMTr-G iBupABZpABZ 

pC""pC""-OAc I 
MMTr -G iBu PABZ PARZ pC An pC An 

(Penta)  
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Nach jedem Schritt wurden die Produkte durch Ionenaus- 
tauschchromatographie an DEAE-Cellulose gereinigt. Die 
Reinheit der so erhaltenen Verbindungen wurde vor Wei- 
terverwendung wie folgt gepriift : 

1. Umfassende papierchromatographische Charakterisie- 
rung der Produkte sowohl vor als auch nach Entfernung 
der Schutzgruppen ; 2. Bestimmung der Nucleosid- und 
Nucleotidverhaltnisse nach enzymatischer Hydrolyse der 
ungeschiitzten Produkte ; 3. Chromatographie an DEAE- 
Cellulose-Saulen in Gegenwart von Harnstoff; diese von 
Tener et a1.[261 entwickelte Technik bietet den Vorteil eines 
sehr hohen Auflosungsvermogens. 

In einer Synthesekette dieser Art fallen die Ausbeuten mit 
steigender Kettenlange der Produkte ab, so daD groDe 
uberschiisse der Blocke notwendig werden - und selbst 
dann ergeben sich bei den letzten Schritten nur mallige 
Ausbeuten. Es ist daher wichtig, die einzusetzenden Blocke 
sorgfaltig auszuwahlen ; so sind z. B. Kondensationen zwi- 
schen zwei Purinen nach Moglichkeit zu vermeiden, da 
diese zu niedrigen Ausbeuten fuhren. Kondensationen zwi- 
schen zwei Pyrimidinen sollten hingegen aufgrund der im 
allgemeinen hoheren Ausbeuten bevorzugt werden. In 
manchen Fallen spielt auch die Lange der Blocke eine be- 
deutende Rolle; da namlich die Trennung des Produkt- 
gemisches durch Ionenaustauschchromatographie weit- 
gehend auf der verschieden groDen negativen Ladung des 
Ausgangsmaterials und des Produktes basiert, verlauft die 
Trennung um so befriedigender, je groDer diese Ladungs- 
differenz ist. Ein typisches, durch Chromatographie an 
DEAE-Cellulose erhaltenes Trennprofil zeigt Abbildung 
13 ; es resultiert aus einem Reaktionsgemisch, welches durch 
Kondensation eines Hexadekanucleotids und eines Tetra- 

- 

3.5. Verwendung von Tritylcellulose zur Reinigung von 
Kondensationsgemischen 

4 - 
I 

2000 .'G ; 

1000 2 - 1.00 z 

2 - 1.60 
E - 1.40 z = - 1.20 2 

- 0.80 w" 

Der Zweck dieses neuen Absorbens zur Saulenchromato- 
graphie kann am besten erlautert werden, wenn wir die 
Produkte einer typischen Kondensationsreaktion betrach- 
ten (Abb. 14): 

1. Der erste Typ ist durch Monomethoxytritylgruppen an 
den 5'-Hydroxyfunktionen gekennzeichnet. Zu diesem Typ 
gehort sowohl die nicht umgesetzte MMTr-Komponente 
als auch das gewiinschte Produkt. 2. Zum zweiten Typ 
gehoren das nicht umgesetzte Nucleotid und dessen Pyro- 
phosphat. Die selektive Adsorption der Produkte des 
ersten Typs sowie die dadurch mogliche Abtrennung von 
den Produkten des zweiten Typs ist kiirzlich an Naphthoyl- 
cellulose- und Tritylcellulose-Saulen untersucht worden. 
Die adsorbierten Produkte konnen durch Erhohung der Al- 

TPS 

Pyridin 
MMTr-TpTpT-OH + pABZOAc - 
MMTr-TpTpT-OH ~ A ~ ~ O A C  

M M T ~ - T ~ T ~ T ~ A ~ '  O A ~  o ( ~ A ~ '  O A ~ ) ~  

TYP 1 TYP 2 

+ + 
+ andere 

Produkte 

Abb. 14. Typen von Produkten einer Kondensationsreaktion. 

koholkonzentration auf 90% miihelos von der Saule eluiert 
werden. Naphthoylcellulose erwies sich als recht instabil, 
da die Esterbindung in Gegenwart von Triathylammonium- 

VOI. I I I - 
Abb. 13. Kondensation des geschiitzten Hexadekanucleotids mit dem geschiitzten Tetra- 
nucleotid (siehe dazu Abb. 12) und anschlieflende Auftrennung der Reaktionsprodukte an 
einer DEAE-Cellulose-Saule (Hydrogencarbonatform, 1.8 x 60 cm), aquilibriert mit 0.05 M 

Triathylammoniumhydrogencarbonat (TEAB) (pH = 7.5) in 40-proz. Athano1 bei 4°C. Der 
zur Elution eingesetzte Hydrogencarbonatgradient ist durch die gestrichelte Linie wieder- 
gegeben ; als Losungsmittel wurde konstant 40-proz. .&than01 verwendet. 

nucleotids erhalten wurde. Der Tetranucleotidblock ent- 
hielt eine Tritiummarkierung, durch die das entstehende 
Ikosanucleotid leicht vom eingesetzten Hexadekanucleotid 
unterschieden werden konnte. 

Das Signal IV wurde als Ikosanucleotid identifiziert. Das 
Verhaltnis zwischen Radioaktivitat und UV-Absorption 
war in diesem Bereich konstant. 

hydrogencarbonat (TEAB) bei pH = 7.5-8.0 langsam hy- 
drolysiert wird. Tritylcellulose hingegen war unter diesen 
Bedingungen ziemlich und wird zur Zeit routine- 
maBig bei unseren synthetischen Arbeiten eingesetzt. Das 
Elutionsprofil eines Produktgemisches, welches bei der 
Synthese eines Hexanucleotids entsteht, an Tritylcellulose 
ist in Abbildung 15 gezeigt. 
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Abb. 15. Reinigung des Produktgemisches einer Kondensation zwi- 
schen MMTr-TpCAnpCiBU pABzOH und pCA"pCA"-OAc an Trityl- 
cellulose. (-):Absorption bei 280 nm; (- - -): Absorption bei 472 nm 
(entspricht dem Gehalt an Monomethoxytritylgruppen); (-): 
Athanolkonzentration. 

Die durchgezogene Kurve zeigt die UV-Absorption, wah- 
rend die gestrichelte Kurve den Gehalt der einzelnen Frak- 
tionen an Tritylgruppen wiedergibt. Die zuerst bei niedriger 
Alkoholkonzentration (45 % ; 0.05 mol/l TEAB) eluierten 
Produkte (Typ 2) erwiesen sich als frei von tritylhaltigen 
Komponenten. Nachdem alle Produkte des zweiten Typs 
bei niedriger Alkoholkonzentration ausgewaschen waren, 
wurden die tritylhaltigen Produkte durch Erhohung der 
Alkohol- und TEAB-Konzentration auf 75 % bzw. 0.5 mol/l 
eluiert. Die Priifung dieser Produkte (Typ 1) durch um- 
fassende papierchromatographische Analyse zeigte die Ab- 
wesenheit von Produkten des zweiten Typs. Die so erhal- 
tenen Produkte des ersten Typs wurden anschlieoend durch 
Chromatographie an DEAE-Cellulose weiter gereinigt. 
Abbildung 16 zeigt ein Trennungsprofil dieser Art. 

,1 

Fraktion Nr + 

Abb. 16. Trennung von monometho\ytritylbaltigem Hexa- und Tetra- 
nucleotid an DEAE-Cellulose. (-): Absorption bei 280 nm; (---): 
Absorption bei 472 nm (entspricht dem Gehalt an Monomethoxytrityl- 
gruppen); (-): TEAB-Konzentration. 

Die eluierten Fraktionen enthielten ausschlieBlich trityl- 
haltige Komponenten ; das Elutionsprofil war relativ uber- 
sichtlich. Dieses Beispiel zeigt klar, dal3 die Reinigung der 
Reaktionsprodukte mit Tritylcellulose vor der Chromato- 
graphie an DEAE-Cellulose nicht nur die Wirksamkeit des 
Reinigungsprozesses erhoht, sondern auch den zeitlichen 
Aufwand verringert. 

3.6. Polynucleotidsynthese an polymeren Tragern 

Die Synthese von Biopolymeren an polymeren Tragern 
findet seit einigen Jahren zunehmendes Interesse. Dieses 
Konzept wurde von Merrifield mit groI3em Erfolg zur 
Synthese von Peptiden und Enzymen[zzl und von Katchals- 
ky[231 zur Synthese von unloslichen Enzymen eingesetzt. 
So stellt sich natiirlich die Frage, ob ahnliche Konzeptionen 
auf dem Polynucleotidgebiet entwickelt werden konnen. 
Es ware zu hoffen, daB sich so der zur Synthese von Poly- 
nucleotiden erforderliche Zeitaufwand verringern lassen 
wurde, besonders da dann die Auftrennung der Produkte 
nach jedem Kondensationsschritt entfallen konnte. Meh- 
rere Arbeitsgruppen haben verschiedene Methoden unter- 
sucht. Wir selbst haben sowohl unlosliche als auch in or- 
ganischen Losungsmitteln losliche P ~ l y m e r e [ ~ ~ ]  unter die- 
sem Gesichtspunkt gepriift, nachdem dieses Konzept zu- 
erst von Shemyakin et a1.[241 vorgeschlagen worden war. Es 
erscheint besonders attraktiv, da die Kondensationsreak- 
tion selbst in homogenem Medium durchgefuhrt werden 
konnte. In unseren Versuchen wurde kaufliches Polystyrol 
nach der in Abb. 17 gezeigten Reaktionsfolge in ein Poly- 
meres umgewandelt, welches einige Prozent Methoxytrityl- 
chloridgruppen aufweist. 

Abb. 17. Praparation von p-Methoxytritylchloridgruppen enthaltendem 
Polystyrol. @ = Polystyrolgeriist. 

Mit dem so abgewandelten Polystyrol wurden geschiitzte 
Desoxynucleoside zu den vier 5'-0-geschiitzten, an das 

OCH, 
@--TrCl HO OH -+ P -TrO TcH>H 

Abb. 18. Darstellung von an Polystyrol gekoppelten 5'-methoxytrityl- 
N-geschiitzten Desoxyribonucleosiden.@ = Polystyrolgeriist. 
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Polystyrolgeriist gekoppelten Desoxynucleoside umgesetzt 
(Abb. 18). Die anschlieSende Kettenverlangerung durch 
schrittweise Addition von geschiitzten Mononucleotiden 
fuhrte zu Dinucleosidphosphaten (s. Abb. 19) und zu Tri- 
nucleosiddiphosphaten. 

Abb. 19. Synthese eines Dinucleosidphosphats am Polystyroltridger. 
@ = Polystyrolgeriist. 

Nach den Syntheseschritten wurden die Produkte durch 
Saurebehandlung vom polymeren Trager abgespalten. 
Obwohl bei den einzelnen Kondensationsschritten recht 
hohe Ausbeuten erzielt werden konnten, waren diese doch 
nicht quantitativ. Eine ahnliche Methode wurde unabhan- 
gig von Cramer et entwickelt. Diese Methode er- 
scheint recht vielversprechend, wenngleich noch einige 
Probleme gelost werden miissen. 

3.7. Selektive Maskierung von 3'-Hydroxyendgruppen bei 
geschutzten Desoxyribooligonucleotiden 

Ein Hauptproblem bei der Synthese von Desoxyribopoly- 
nucleotiden besteht darin, dal3 die Ausbeuten der einzelnen 
Kondensationsschritte nicht quantitativ sind. Dies ist auch 
einer der Hauptgrunde, weshalb Synthesen an polymeren 
Tragern bisher nur zu begrenzten Erfolgen gefuhrt haben, 
da Sequenzisomere als Produkte resultieren wiirden. Die 
Synthese in Losung erfordert dagegen die zeitlich aufwendi- 
ge Trennung von Ausgangsmaterial und verlangerten Ket- 
ten. Es ware daher von Vorteil, wenn die 3'-Hydroxyend- 
gruppe der nicht umgesetzten Ausgangsstoffe spezifisch und 
quantitatiu fur jegliche Weiterreaktion blockiert werden 
konnten. Eine solche Methode wurde von uns wie folgt 
entwickelt. 

aromatischen Isocyanaten sowohl an der 3'-Hydroxy- als 
auch an der Phosphomonoestergruppe und fuhren so zu 
Dicarbamoylderivaten (7) (Abb. 20). Phosphodiester 
(Internucleotidbindungen) zeigen sich resistent gegenuber 
arornatischen Isocyanaten, so daI3 z. B. das Dinucleosid- 
phosphat MMTr-TpGiU"-OH lediglich an der 3'-Hy- 
droxygruppe zu MMTr-TpGiB"OCONHAr reagiert. Ho- 
here Oligodesoxynucleotide bis zur GroSe eines Penta- 
nucleotids reagieren ebenfalls quantitativ rnit aromatischen 
Isocyanaten an den 3'-Hydroxygruppen, sofern sie an der 
5'-Hydroxygruppe und an den Aminofunktionen geschiitzt 
sind. 

Die praktische Anwendbarkeit des Prinzips der 3'-Hydroxy- 
maskierung nach jedem Kondensationsschritt wurde bei 
der Synthese eines Pentanucleotids erprobt. Die Synthese- 
schritte sind in Abbildung 21 zusammengefafit. Nach jeder 
Kondensation wurden die Produkte zunachst an Trityl- 
cellulose vorgereinigt und dann rnit Naphthylisocyanat 

OCONHC,H, OCONHC~H, 

(6) ( 7) 

Abb. 20. Dicarbamoylderivate N-geschiitzter Nucleoside (links) und 
Mononucleotide (rechts). R = Thymin, N-Benzoyladenin, N-Anisoyl- 
cytosin oder N-Isobutyrylguanin. 

umgesetzt ; durch die Naphthylisocyanatbehandlung wer- 
den die nicht umgesetzten 3'-Hydroxygruppen der jeweili- 
gen Ausgangsstoffe spezifisch maskiert, wahrend die 3'- 
Hydroxygruppen der Reaktionsprodukte noch durch Ace- 
tylierung geschiitzt sind. Ausgehend von einem Trinucleotid 
wird der Zyklus : Addition eines Mononucleotids, Reini- 
gung an Tritylcellulose und Reaktion rnit Naphthyliso- 
cyanat bis zur Stufe eines Pentanucleotids zweimal durch- 
laufen. 

~ A ~ ~ - o A ~  
MMTr-TpTpT-OH MMTr-TpTpTpA" -OAc + MMTr-TpTpT-OH 

cel I" lose 

MMTr-TpTpTpA""pG'" -OAc 1, 

MMTr-TpTpTpA"': -OCONHCloH, :: ~ ~ ~ y ~ ~ ~ ~ u ~ ~ ~ ~  

M M T r - T p T p T  -OCONHCloH7 

+ * TPTPTPAPG 

+ 

Abb. 21. Synthese eines Pentanucleotids. 

Sie geht von der Beobachtung aus, daS am Stickstoff mas- 
kierte Nucleoside rnit aromatischen Isocyanaten quanti- 
tativ zu Dicarbamoylderivaten (6) (Abb. 20) reagieren. 
Vollstandig geschiitzte Nucleoside (3',5'-Hydroxy- und 
Arninofunktionen blockiert) setzen sich nicht rnit aromati- 
schen Isocyanaten um. Mononucleotide hingegen, die nur 
an den Aminofunktionen maskiert sind, reagieren rnit 

Zuletzt werden die Schutzgruppen nach Standardverfahren 
entfernt, und das Produktgemisch wird durch Filtration 
iiber Tritylcellulose gereinigt. Die Oligonucleotide rnit den 
verbleibenden 3'-Naphthylcarbamoylgruppen werden se- 
lektiv an Tritylcellulose absorbiert, wahrend das freie 
Pentanucleotid im Eluat erscheint. Dieses Produkt erwies 
sich als ca. 90% rein. Die Anwendbarkeit dieser Methode 
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fur ausgedehntere Oligonucleotid-Synthesen sowohl in 
Losungalsauch an festenTragern wird gegenwartig studiert. 

Die hier besprochenen eigenen Arbeiten wurden groji'zugig 
unterstutzt durch das National Cancer Institute der National 
Institutes of Health (Grants Nr.  72576, CA05178), die Na- 
tional Science Foundation Washington (Grants Nr. 73078, 
GB-7484X) und den Life Insurance Medical Research Fund. 
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Kernmagnetische Resonanz in der Festkorperchemie[**] 

Von Alarich Weiss[*' 

Mannigfache Probleme der Festkorperchemie lassen sich durch spektroskopische Untersu- 
chung der Kernmagnetischen Resonanz (NMR- und NQR-Methode) aufklaren. Dieser Fort- 
schrittsbericht gibt einen Uberblick iiber die Art der solchen Messungen zugrundeliegenden 
Wechselwirkungen im Kristall, die Beobachtungen im Spektrum sowie die daraus zu erhal- 
tenden Informationen. Der Anwendungsbereich der Methoden umfarjt sowohl statische als 
auch dynamische Eigenschaften von Feststoffen. 

1. Einleitung 

In der Molekulchemie hat die Kernmagnetische Resonanz 
als physikalische Untersuchungsmethode, angewandt auf 
die flussige Phase, im Laufe der letzten zwanzig Jahre 
einen dominierenden Platz eingenommen. In der Fest- 
korperchemie kann man sie gleichberechtigt neben ande- 

[*I Prof. Dr. A. Weiss 
Institut fur Physikalische Chemie der Universitat 
44 Miinster, SchloDplatz 4 
Neue Adresse (seit 5. 3. 1972): 
Eduard-Zintl-Institut fur Anorganische und Physikallsche Chemie 
der Technischen Hochschule 
61 Darmstadt, HochschulstraDe 4 

[**I Nach einem Vortrag vor der GDCh-Fachgruppe ,,Festkorper- 
chemie" am 1. Oktober 1970 in Bonn. 

ren Methoden der Festkorperspektroskopie ~ wie IR-, 
MoDbauer-Spektroskopie etc. - einsetzen. 

Die Physik stellt heute eine gut entwickelte und in den 
Grundlagen weitgehend geschlossene Theorie der Kern- 
magnetischen Resonanz zur Verfugung['- ']. Dennoch 
sind erst in den letzten Jahren, bedingt durch experimen- 
telle Fortschritte, neue Anwendungsbereiche der Methode 
in der Untersuchung von Feststoffen erschlossen worden. 

Von der experimentellen Methodik her ist es ublich, 
zwei Zweige der Kernresonanzspektroskopie zu unter- 
scheiden : 

1. Magnetische Kernresonanz (NMR), 

2.  reine Kernquadrupolresonanz (NQR oder auch PQR). 
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