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Atherphasen mit Wasser und Sole gewaschen und fiber Na,$O, getrocknet. Der Riickstand der
cingedampiten Losungen lieferte aus Ather/Hexan 23,6 g farblose Platten, Smp. 80-83°.
CoHCINO  Ber. C59,5 H4,4 Cl19,5 N 7,79
(181,6) Gef. ,, 589 ,, 46 ,, 192 , 777%

Pikvat von 1X: Aus Methanol gelbe Prismen, Smp. 194-196°.

CysH, CIN,O, Ber. C43,9 H2,7 Cl86 H 13,6%
(410,7) Gef. ,, 43,7 ,, 28 ,, 87 ,, 137%
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184. Nucleoside und Nucleotide. Teil 3. Ubzr die Polykondensation von
Thymidin-3’-phosphat nach der Triestermethode?)

von W.Falk und Ch. Tamm

Institut fuir Organische Chemie der Universitit Basel

(13.V.72)

Summary. Condensation of a mixture of 25 mole per cent of 5’-O-p-methoxy-trityl-thymidine 3’
[(f-cyanocthyl)phosphate] and 75 mole per cent of thymidine3'-[(#-cyanoethyl)phosphate] in
pyridine yielded a mixture of oligonucleotides, the largest being the pentanuclectide. It was
demonstrated that longer chains are not obtained duc to the formation of a C-pyridinium-thymidine
nucleotide. For avoiding this undesired side reaction, the condensation was carried out using sym.-
collidine as solvent. The analogous side reaction was not observed, longer chains of oligonucleotides
were not obtainced, however.

1. Einleitung. — Die chemische Synthese von Polynucleotiden kann entweder
nach dem Prinzip der sog. Diester- oder nach der Triester-Methode erfolgen. Bei der

3y Teil 2 [4].
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ersteren werden vorgebildete Nucleosidphosphorsiure-monoester mit Nucleosiden
oder Nucleotiden zu Diestern kondensiert, wobei als Losungsmittel meist Pyridin und
als Kondensationsmittel meist Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC) dienen. Der Aufbau
der Polynucleotidkette ldsst sich durch schrittweises Anfiigen einer Nucleosid- resp.
Mononucleotid-Einheit, durch Blockkondensation von Polynucleotiden, durch Poly-
kondensation von Mononucleotiden oder durch Blockpolykondensation realisieren
{vgl. Ubersichtsartikel (2]}. Nach der Hydrolyse des Kondensationsmittels und Ent-
fernen der verwendeten Schutzgruppen muss das Reaktionsgemisch durch Ionen-
austauscherchromatographie an DEAE-Cellulose gereinigt und in die Komponenten
zerlegt werden. Diese Operation gestaltet sich in der Regel recht schwierig, da es sich
um ein Gemisch von sehr dhnlichen Anionen handelt.

Um diesen Schwierigkeiten aus dem Wege zu gehen, begannen Letsinger et al.
[3] |4] {5] vor einigen Jahren die Vor- und Nachteile der Polynucleotidsynthese nach
der Phosphorsiuretriester-Methode in der 2-Desoxyribosereihe zu untersuchen. Sie
arbeiteten vornehmlich an festen polymeren Trigern, aber auch in Losung [5]. Es kam
dabei die Methode der schrittweisen Kondensation zur Anwendung. In jiingerer Zeit
wurden auch Blockkondensationen mit guten Ergebnissen durchgefiihrt [6]. In der
Ribosereihe kam die Methode ebenfalls zur Anwendung [7]. Aus den publizierten
Ergebnissen lassen sich folgende Vor- und Nachteile der Triestermethode gegeniiber
der Diestermethode herauslesen: 1. Die Produkte der Triestersynthese verhalten sich
wie neutrale organische Verbindungen und kénnen z. B. an Kieselgel chromatogra-
phiert werden. 2. Internucleotidische Bindungen kénnen nicht mehr aktiviert werden,
so dass etwa die Bildung von verzweigten Nucleotiden unterbleiben solite. 3. Die
Phosphorsdurediester reagieren spezifisch mit der primdren Hydroxygruppe eines
Nucleosids. Die Reaktion mit der sekundiren Hydroxygruppe macht nach enzymati-
scher Bestimmung nur 4%, aus [5]. Je nach Fragestellung kann dieser Punkt auch als
Nachteil bezeichnet werden. Weitere Nachteile sind die etwas lingeren Reaktions-
zeiten und die Notwendigkeit der Verwendung von aggressiven Kondensationsmitteln
wie Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid (TPS) {8] und Mesitylensulfonylchlorid (MS).

Es schien uns daher angezeigt, die Auswirkungen dieser Einfliisse auf die Poly-
kondensation zu Triestern genauer zu untersuchen. Nach den bisherigen Erfahrungen
war zu hoffen, dass reinere Produkte entstehen und dass das Abfallen der Ausbeuten
bei steigender Kettenlinge geringer als bei fritheren Polykondensationen [9-14] sein
wiirde. Die benotigte lange Reaktionszeit kénnte ausserdem Aufschliisse iiber die
Stabilitdt der Triester liefern.

2. Versuche zur Polykondensation. — Zur Durchfithrung der Kondensation
wurde ein zur Diestermethode analoges Verfahren gewihlt, das nach Khorana [15)
bisher die besten Ergebnisse zeigte. Da eine 5'-Hydroxygruppe zur Kondensation zur
Verfiigung stehen muss, geht die Synthese von einem 3’-Phosphorsidurediester, aufge-
teilt in 259, eines Startnucleotides und 759, eines Kettenbausteines, aus. Anschlies-
send werden die Schutzgruppen durch Hydrolyse entfernt und das Polymerengemisch
an DEAE-Cellulose aufgetrennt. Als Modelle dienten (MeOTr)Tap(CNEt)2) (1) als
Starteinheit resp. Tqp(CNEt) (2) als Kettenbaustein. Es wird die in Schema 1 dar-
gestellte Reaktionsfolge erwartet.

2} Nomenklatur nach ITUPAC-TUB-Empfehlungen. Vgl. Biochemistry 9, 4022 (1970).
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Als Schutz fiir die primédre Hydroxygruppe wurde die Mono-p-methoxytrityl-
gruppe (MeOTr) [16] gewidhlt, wihrend die Phosphorsidure mit f-Cyanodthanol (CNEt)
[17] verestert wurde. Beide Schutzgruppen sind bequem anwendbar und die Abspal-
tungsbedingungen &dusserst mild.

Zur Erleichterung der Identifizierung der durch die Kondensation entstehenden
Oligonucleotide wurden nach den bekannten Methoden der schrittweisen Kondensa-
tion {18] und der Phosphorylierung [4] die nicht-phosphorylierten und phosphorylier-
ten Thymidin-oligonucleotide bis zum Pentanucleotid (siehe exp. Teil) hergestellt und
mittels UV.-Messungen und enzymatischer Methoden genau bestimmt. Bei diesen
Synthesen wurde ebenfalls die (MeOTr)-Schutzgruppe verwendet. Dadurch wurde
lediglich eine Anderung im Arbeitsverfahren notwendig. Bei der Aufarbeitung der
Kondensationsgemische wurde stets eine 10-20proz. Abspaltung der (MeOTr)-Gruppe

Schema 1. Reaktionsfolge zur Polykondensation
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beobachtet, die aber durch Zugabe von etwas festem Ammoniumhydrogencarbonat
verhindert werden konnte.

Die Phosphorylierungen der Oligonucleotide mit §-Cyanodthylphosphorsiure er-
folgten nach der Vorschrift fiir Triester von Letsinger [4] mit TPS als Kondensations-
mittel. Die phosphorylierten (MeOTr)-Oligonucleotide wurden nach der Abspaltung
der 8-Cyanoidthyl-Schutzgruppe an DEAE-Cellulose getrennt. Das UV.-Elutionsdia-
gramm zeigte jeweils zwei Hauptspitzen, von denen die bei geringerer Hydrogen-
carbonatkonzentration das Ausgangsmaterial reprisentierte, wihrend in der Spitze
bei hoherer Konzentration das gewiinschte phosphorylierte Nucleotid zu finden war.
Die Ausbeuten variieren zwischen 50 und 609%,. Die Produkte wurden durch Abbau
mit alkalischer Phosphatase und Inkubation mit Milz-Phosphodiesterase charak-
terisiert (siche exp. Teil).

5'-0-(Mono-p-methoxytrityl)-thymidin wurde nach der Vorschrift von Khorana
[16] hergestellt. Bei der Aufarbeitung konnte jedoch die aufwendige Saulenchromato-
graphie unterlassen werden, da eine sehr langsame Fillung des Rohproduktes aus
Benzol durch Zusatz von Cyclohexan bereits ein kristallines, analysenreines Produkt
ergab, das durch die UV.-, IR.- und NMR.-Spektren identifiziert wurde.

Die Phosphorylierung dieses Produktes erfolgte mit dem Pyridiniumsalz der §-Cya-
nodthylphosphorsdure mit TPS als Kondensationsmittel. Die Reinigung in grossem
Maflstab erwies sich als sehr problematisch, da die Reaktion nur mit einer Ausbeute
von etwa 75%, verlduft und sehr viele Nebenprodukte entstehen, die durch Fillung
oder Fliissig-fliissig-Verteilungsmethoden nicht zu entfernen sind. Chromatographie
an DEAE-Cellulose wiirde einen viel zu grossen Aufwand erfordern. Eine befriedi-
gende Reinigung gelang jedoch durch eine Chromatographie an Kieselgel mit Aceton
und steigenden Anteilen Methanol und 0,1M Ammoniumhydrogencarbonat-Lisung
in Wasser. Das Pridparat war zwar nicht analysenrein, konnte aber durch UV.-, IR.-
und NMR.-Spektren (Fig. 1) zuverlidssig charakterisiert werden. Eine weitergehende
Charakterisierung erméglichte das Nucleotid 2, das aus 1 durch Hydrolyse mit Essig-
sdure entstand. 2 wurde identifiziert durch Elementaranalyse, UV.-, IR.-, NMR.-
Spektren (Fig. 2) und Elektrophorese.

Die Verdnderungen der chemischen Verschiebungen der Zuckerprotonen in den
NMR.-Spektren im Verlauf der einzelnen Reaktionsschritte zeigen deutlich, an wel-
chen Stellen die Reaktionen jeweils stattgefunden haben (vgl. Tab. 1).

Tabelle 1. Anderung dev chemischen Verschiebung dev Zuckerprotonen wihvend der Synthese dev
Ausgangsmatervialien (5-Werte in ppm)

Substanz H-—-C(1%) H—C(2) H—-C(3") H—C@#) H—C(5
Tq 6,12 2,08 4,22 3,72 3,59
(MeO'TT) Ty 6,20 2,22 4,33 3,91 3,28
(MeOTT)T4ap(CNEL) 6,21 2,45 473 4,15 3,26
Tap(CNEL) 6,15 2,22 4,70 4,0 3,63

Die grossten Verdnderungen bei Tritylierung und Enttritylierung zeigten die
C(5’)-Protonen; bei der Phosphorylierung wurde das C(3’)-Proton am meisten ver-
schoben. Das Vorliegen eines Phosphorsidurediesters wurde durch das Verhalten bei
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verschiedenen pH-Werten in der Elektrophorese bewiesen. Die Rf-Werte von Tqp und
Tap(CNEt) waren bei pH 3,5 identisch, wogegen bei pH 7,5 der Diester langsamer
wanderte als Tqp. Einen weiteren Hinweis lieferte das Auftreten der P=O-Schwingung
im IR.-Spektrum des Diesters. Bei Phosphorsduremonoestern (z. B. Tqp) tritt diese
Schwingung nicht auf.

Nach Abspaltung der g-Cyanodthyl-Schutzgruppe war das Produkt stabil gegen
die 5'-Nucleotidase aus Crotalus adamantens 1], wurde aber durch alkalische Phos-
phatase aus Kilberdarm zu Thymidin gespalten. Dadurch ist die Phosphorylierung
in 3’-Stellung bewiesen.
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Zur Polykondensation wurden Startnucleotid und Kettenbaustein im Verhéltnis
1:3 cingesetzt, da die konformationsbedingte Tendenz zur Bildung cyclischer Oligo-
nucleotide durch die Diesterbildung wahrscheinlich nur wenig beeinflusst wird. Die
Durchfithrung der Reaktion erfolgte analog der Monoesterkondensation. Der Reak-
tionsverlauf konnte sehr gut durch Diinnschichtchromatographie an Kieselgel ver-
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folgt werden. Alle 24 Std. wurde eine Probe hydrolysiert und chromatographiert.
Wihrend der ersten 10 Tage wurde eine stindige Abnahme der Ausgangssubstanzen
und eine Entstehung von polareren Produkten beobachtet. Ausserdem war erst nach
4 Tagen samtliches TPS geldst. Beides sprach fiir eine sehr langsame Reaktion. Nach
8 Tagen wurde noch etwas TPS zugegeben, nach dem 10. Tag dnderte sich die Menge
Ausgangsmaterial nicht mehr. Die Reaktion wurde deshalb durch Hydrolyse mit
Wasser unterbrochen. Nach Abspaltung der Schutzgruppen wurde das Polymerisat
mit einem Ammoniumhydrogencarbonat-Gradienten bei pH 8,5-9,0 getrennt.

o Durchiassigieit
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Fig. 3. Auftrennung des Polykondensationsgemisches an DEAE-Cellulose
(- ——— = Molaritit NH,HCOy)

Das Elutionsdiagramm (vgl. Fig. 3) zeigt ein dusserst komplexes Bild, ldsst aber
eine Reihe von Hauptprodukten in den Spitzen 1, 5, 10, 13, 16, 19, 21, 22, 23 erkennen,
deren Absorptionen fast gleichmdissig abnehmen. Die Substanzen in den Spitzen 2,
3 und 4 zeigten ein von Thymidin verschiedenes Spektrum und wurden nicht niher
untersucht. Die Triisopropyl-benzolsulfonsdure trat im Bereich der Fraktionen 110
bis 160 auf, wirkte aber nicht stérend auf die nachfolgenden Untersuchungen. Die
Identifizierung der Verbindungen in den Hauptspitzen wurde nach folgenden Krite-
rien vorgenomrrien:

1. Aufgrund von fritheren Trennungen von Polykondensationsgemischen steht die
Reihenfolge der Elution praktisch fest.

2. Die linearen Oligonucleotide bilden bei Diinnschichtchromatographie (an Kie-
selgel) und Papierchromatographie eine homologe Reihe [11].

3. Die linearen Oligonucleotide miissen durch Phosphatase vollstindig entphos-
phoryliert werden. Das ermdglicht die Unterscheidung von Pyrophosphaten gleicher
Polaritat [11]. Die Spaltprodukte miissen wieder eine homologe Reihe der entphos-
phorylierten Oligonucleotide ergeben. Die Kombination dieser Kriterien und der
direkte chromatographische Vergleich mit den synthetischen Oligonucleotiden erlaubt
die eindeutige Identifizierung. Auf diese Weise ergaben sich die in Tab. 2 dargestellten
Zuordnungen.

Die Spaltungen mit alkalischer Phosphatase zeigten, dass die Hauptspitzen 5-109%,
nicht spaltbares nucleotidisches Material enthalten. Es diirfte sich dabei um die Pyro-
phosphate handeln. Lingerkettige Nucleotide enthielten vermutlich die Spitzen 21,
22 und 23. Das darin vorhandene nucleotidische Material war auf Papier und Kieselgel
polarer als das Pentanucleotid.
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Tabelle 2. Nucteotidausbeuten bei dev Polykondensation in Pyridin

Spitze Substanz Ausbeute in %
ODy4s-Einheiten3)

5 Tap 17
10 (Tap)s 7,6
13 (Tap)s 3,0
16 {(Tap)y 1.6
19 (Tap)s 08

Die geringen Ausbeuten an linearen Oligonucleotiden bedingten eine genauere
Untersuchung der Spitze 1, in der 389, des gesamten nucleotidischen Materials ent-
halten war. Das Gemisch liess sich auf Papier in zwei Komponenten im Verhiltnis
4:1 zerlegen. Die grossere Menge war polarer, die kleinere unpolarer als Tqp. Das
UV.-Spektrum der polareren Verbindung zeigte ein Maximum bei 261 nm und eine
starke Schulter bei 265 nm. Das entspricht einem dquimolaren Gemisch von Thymidin
und einem N-Alkylpyridinium-Kation. Bei der Elektrophorese bei pH 3,5 blieb die
Verbindung am Start, bei pH 7,5 hatte sie einen dhnlichen Rf-Wert wie Tqp(CNE{).
Durch die Inkubation mit alkalischer Phosphatase wurde ein Nucleosid freigesetzt, das
die gleichen UV.-Eigenschaften wie das Nucleotid besass, sich aber bei der Elektro-
phorese bei pH 3,5 und 7,5 zur Kathode bewegte. Dieses Verhalten entspricht dem
5'-(C-Pyridinium)-nucleotid 3, das Khorana bei vielen Kondensationsreaktionen in
allerdings geringeren Mengen gefunden hat {9} {10] [11].

\ w—C@
* 9
0=P-CH
0 (2]

Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Empfindlichkeit der Triester bei der Anwen-
dung klassischer Methoden. Wahrend Khorana bei der Polykondensation von pTq
noch 419, OD,g-Einheiten des nucleotidischen Materials als Polynucleotide, die
grésser als das Tetranucleotid waren, isolieren konnte, erhielten wir lediglich noch
sicher nachweisbar das Pentanucleotid in 0,89, OD,¢,-Einheiten-Ausbeute. Der Grund
hierfiir kann nicht in der Reaktionstragheit der Diester liegen, da nur noch 179, des
Ausgangsmaterials zuriickgewonnen werden konnten und in spiteren Versuchen eine
90proz. Umsetzung erreicht wurde. Ausserdem beweisen die Arbeiten von Letsinger
et al., dass diese Reaktionen bemerkenswert sauber und quantitativ verlaufen kénnen.
Die schlechten Ausbeuten lassen sich durch die Bildung des Pyridinium-nucleotids
erkliren. Khorana fand bei einer genaueren Untersuchung der schrittweisen Synthese
715) 18], dass die Bildung der Pyridiniumderivate aus einer Reaktion des Pyridins
mit dem C(5') eines Nucleosidphosphorsiure-triesters, der als Zwischenprodukt auch

3)  Die Anzahl der «Optical Density»-Einhciten {OD.) ist das Produkt aus dem totalen Volumen
der Losung in ml und ihrer optischen Dichte, gemessen in einer 1-cm-Zclie bei der angegebenen
Wellenlange.
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bei Diesterreaktionen entstehen kann, resultiert. Eine analoge Reaktionsfolge ldsst
sich fiir die Produkte formulieren, die bei der Triester-Polykondensation entstehen
(vgl. Schema 2).

Es ist daraus ersichtlich, dass bei der Spaltung Tgp und Pyridinium-nucleotid in
einem Verhiltnis entstehen, das durch die Kettenlinge vorgegeben ist. Diese Erkla-
rung wird durch die relativ grosse isolierte Menge an Mononucleotid aus dem Reak-
tionsgemisch gestiitzt.

Die Moglichkeiten, diese unerwiinschte Reaktion auszuschalten, sind nicht sehr
vielfaltig. Die Einfithrung einer Phosphorsdure-Schutzgruppe mit grdsserer Raum-
fiillung erschien nicht angeraten, da dies sicher auf eine weitere Desaktivierung des
Diesters hinausliefe. Der Ersatz des Pyridins durch ein anderes Losungsmittel ver-
sprach den gréssten Erfolg. Zur Pufferung der entstehenden Sulfonsduren miisste nur
noch eine relativ geringe Menge Pyridin zugesetzt werden. Es kommen aber nur sehr
wenige Losungsmittel in Frage, da sie neutral sein miissen, keine nucleophilen Eigen-
schaften besitzen diirfen und alle an der Reaktion beteiligten und entstehenden Ver-
bindungen 16sen sollten. Anhand der Testreaktion: (MeOTr)Tgp(CNEt) + Tq(Ac) +
TPS (1:2:25 Mol) - (MeOTr)Tgp(CNEt)Ty(Ac), die ein vollstindig geschiitztes
Dinucleotid ergab, wurde zunidchst Dimethylformamid (DMF) unter Zusatz von
variierenden Aquivalenten Pyridin untersucht (vgl. Tab. 3), da Kondensationen zu

Schema 2. Kettenbruchveaktion durch Pyvidin
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Diestern in diesern System mdoglich sind [13]. Spater wurde auch Pyridinium-Dowex
50 zugesetzt, ohne dass aber eine Reaktion beobachtet werden konnte. Es erwies sich
als unmoglich, in Anwesenheit von DMF und TPS die Bildung des Dinucleotids zu
erreichen. Eine weitere Moglichkeit war die Anwendung von Pyridinderivaten, bei
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denen der Stickstoff durch «-stindige Methylgruppen sterisch gehindert ist. Mit
sym.-Collidin konnte ein Umsatz erzielt werden.

Tabelle 3. Ausbeuten in verschiedenen Lisungsmitieln

Losungsmittel Ausbeute in %,
Pyridin 76
DMF + 2 Aqu. Pyridin 0
DMF mit 309, Pyridin 0
DMIF mit 50, Pyridin 0
DMF + 2 Aqu. Pyridin + Pyridininm-Dowex 50 0
DMF mit 509, Pyridin+ Pyridinium-Dowex 50 0
sym.-Collidin 50

Die Gesamtausbeute war schlechter als in Pyridin. Dennoch wurde auch die Bil-
dung héherer Polymere beobachtet, weshalb auf eine Verdnderung der Reaktions-
zeiten verzichtet wurde. Das einzige Problem stellten somit die Nebenprodukte dar,
die aus Reaktionen des Collidins resultieren. Auf Grund der Aktivitdt der Methyl-
gruppen [19] kann es zu einer grossen Zahl von Nebenreaktionen kommen. Dies hatte
bei den Polykondensationen zur Folge, dass alle Fraktionen recht stark durch nicht-
nucteotidische Nebenprodukte verunreinigt waren, die wie die Nucleotide in Wasser
16slich und in organischen unpolaren Losungsmitteln unldslich waren. Sie liessen sich
auch durch wiederholte Chromatographie an DEAE-Cellulose nur sehr schlecht ent-
fernen. Dic Loslichkeit der Reaktanden war in sym.-Collidin etwas schlechter als in
Pyridin. Um eine homogene Losung zu erhalten, musste in etwas verdiinnter Losung
gearbeitet werden (etwa 17proz. in Bezug auf des Nucleotid). Die Analyse der ein-

o Durchldssigkeit
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Fig. 4. Auftrennung des Polvkondensationsgemisches in sym.-Collidin
(- — —— = Molaritit NH;HCOs3)
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zelnen Spitzen nach der Auftrennung ergab, dass zwar grossere Mengen Di- und Tri-
nucleotid entstanden waren, eine weitere Reaktion aber praktisch unterblieb. Ausser-
dem liess sich eine ausserordentlich hohe Anzahl von Nebenprodukten feststellen.

Versuche bei gleich hohen Konzentrationen wie in Pyridin (etwa 25proz.) lieferten
bessere Ergebnisse (vgl. Fig. 4). Nucleotide bis zum Pentanucleotid liessen sich in
verntinftigen Mengen nachweisen (vgl. Tab. 4).

Tabelle 4. Nucleotidausbeuten bei dev Polykondensation in sym.-Collidin

Spitze Substanz Ausbeute in 9,
OD,¢5-Einheiten )

3 cycel. Tap 5,2
5 Tap 9,4
6 cycl. (Tap), 2,3
8 (Tap); 4,5
11 (po);; 4,6
13 (Tap)y 2,7
15 (Tap)s 1,7

Die Identifizierung der linearen Nucleotide wurde wie oben beschrieben vorge-
nommen und die cyclischen Nucleotide wie folgt charakterisiert:

1. Das 3'-5"-cycl. Mononucleotid zeigte nach Elektrophorese bei pH 3,5 den glei-
chen Rf-Wert wie Tqp und Tqp(CNEt); bei pH 7,5 lief es langsamer als Tqp, aber
wie T¢p(CNEt). Die Verbindung war stabil gegen alkalische Phosphatase, wurde aber
von Schlangengift-Phosphodiesterase langsam zersetzt zu Tqp und pTy. Hydrolyse
mit 0,1~ HCl lieferte Thymin. Mit 1x NaOH entstand pTy.

0 Durchlassigkeit

1100 2;)0 3(1)0 — 400 500
Fraktionen
Fig. 5. Auftrennung des Polvkondensationsgemisches in sym. Collidin nach Umsats mit Acetanhydvid

in Pyvidin (-— - - = Molaritit NH,HCO,)
122
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2. Das cycl. Dinucleotid hatte nach Elektrophorese bei pH 3,5 den gleichen Ri-
Wert wie (Tqp),, lief aber schneller als Typ; bei pH 7,5 zeigte es den Rf-Wert 0,77
relativ zu (Tqp), und lief langsamer als Tqp. Die Verbindung war stabil gegen alkali-
sche Phosphatase, wurde aber von Schlangengift-Phosphodiesterase langsam zu pTq
zersetzt. Es entstand etwas Thymidin als Folge einer schwachen Phosphatasewirkung
des Enzyms. Hydrolyse mit 1~ HCI lieferte in langsamer Reaktion Thymin.

Diese Eigenschaften stimmen mit den Angaben der Literatur iiberein [10].

Die Nachbehandlung des obigen Polykondensationsgemisches mit Essigsdure-
anhydrid in Pyridin (nach Abspaltung der Schutzgruppen) zur Zerstérung eventueller
Pyrophosphate [15] bewirkte eine deutliche Verdnderung in der Zusammensetzung
{vgl. Fig. 5). Das Ergebnis der Identifizierung ist in Tab. 5 dargestellt.

Tabelle 5. Nucleotidausbeuten dev Polykondensation in sym.-Collidin nach dev Pyrophosphalspaltung

Spitze Substanz Ausbeute in 9,
OD,gs-Einheiten 3)

3 cvel. Tap 5,2
3 Tap 11,5
6 cycl. (Tap)e 2,4
8 (Tap), 8,2
10 (Tap)s 5,6
12 (Tapls 2,9
15 (Tap)s 1,6

In den Elutionsdiagrammen ldsst sich deutlich das Verschwinden einiger Spitzen
feststellen. Die Menge an Dinucleotid erhoht sich fast um das Doppelte derjenigen
in Pyridinlésung, wihrend die Nachbehandlung auf die cyclischen Nucleotide keinen
Einfluss ausiibte. In Collidinlésung ist die Bildung von Pyrophosphaten wesentlich
stirker als in Pyridinlésung. Versuche, ein dem Pyridiniumnucleotid 3 entsprechendes
Collidiniumnucleotid zu finden, verliefen erfolglos.

3. Diskussion der Ergebnisse. — Eine vergleichende Betrachtung der Oligo-
nucleotid-Synthesen durch Polykondensation zeigt die deutliche Unterlegenheit der
Triestermethode (vgl. Tab. 6).

Tabelle 6. Ausbeutenvergleich dev verschiedenen Polykondensationen

Losungsmittel Tap cycl. (Tap); (Tap), (Tap)s (Tap)y (Tap)s
(ml pro mMol Nucleotid) Ausbeuten in 9, ODyg.-Einheiten 3)

Pyridin (1, 2) 17,0 4,4 7,6 3,0 1,6 0.8
sym.-Collidin (2,5) 10,8 3,4 6,3 6,2 <1
sym.-Collidin (1,3) 9,4 2,3 4,5 4,6 2,7 1,7
sym.-Collidin (1,5), Nachbehand-

lung mit Essigsaureanhydrid 11,5 2.4 8,2 5,6 2,9 1,6
Diestersynthese [11] 6,5 10,2 5,8 9,2 8,9 7.8

Die Ausbeuten an lingeren linearen Oligonucleotiden sind in jedem Fall wesentlich
geringer. Die Triestersynthese liefert hauptsichlich Di- und Trinucleotid und eine
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sehr grosse Menge von Zersetzungsprodukten. Die Bildung von cyclischen Nucleotiden
wird allerdings bei der Triestersynthese stark unterdriickt. Bei der Diestersynthese
stellt das cyclische Dinucleotid das Hauptprodukt dar. Im sym.-Collidin verlduft die
Reaktion zwar etwas giinstiger als in Pyridin, indem die Entstehung von cycl. Nucleo-
tiden geringer wird ; die Ausbeuten an linearen Oligonucleotiden steigen. Dennoch ist
die Empfindlichkeit der Triester zu gross, wie die grosse Anzahl von Neben- und Zer-
setzungsprodukten zeigt. Die Ergebnisse unserer Studien machen deutlich, dass eine
ergiebige Synthese von Oligonucleotiden durch Polykondensation eine grundsétzlich
neue Versuchsanordnung erfordert.

Wir danken dem « Schweizerischen Nationalfonds zuy Fovdevung dev wissenschaftlichen Forschung »
{Projekt Nr. 2.48.68) fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Untersuchung.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. — Spekiren und Diagramme wurden mit folgenden Geriten aufgenommen:
UV.-Elutionsdiagramme bei 254 nm mit dem «Uvicord» Typ LKB 4701 A, UV.-Spektren mit
einem Beckman-UV.-Spektrophotometer, Modell DK 2, IR.-Spektren mit einem Perkin-Elmer
IR.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, 60-MHz-NMR.-Spektren mit einem Varian-A-60-
Spektrometer. Diese Spektren wurden im Spektrallaboratorium des Instituts (K. Aegerfer) ge-
messen. Die 100-MHz-NMR.-Spektren wurden mit einem Varian-HA-100D-Spektrometer im
Institut fiir physikalische Chemie (E. Jutzi) gemessen.

Proben zuy Elementavanalyse wurden bei Zimmertemperatur und 0,02 Torr 14 Std. getrocknet.
Die Elementavanalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Labor des Instituts (&&. Thommen).
Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert.

Zur Chromatographie kamen folgende Materialien zur Anwendung: Zur Sdulenchromatographie
Kieselgel der Firma E. Merck AG, Darmstadt (Korngrésse 0,05-0,20 mm). Zur Cellulose-Ionenaus-
tanscherchromatographie Cellulose von Serva, Entwicklungslabor Heidelberg, Type: DEAE-SS.
Bei der analytischen Papierchromatographie wurde Whatman N° 1, bei der praparativen Papier-
chromatographie Whatman N° 3 verwendet. Die Dannschichtchromatographie (DC.) erfolgte auf
Fertigplatten der Firma E. Merck AG, Kieselgel F,;,, Schichtdicke 0,25 mm.

Die Fliessmittelsysteme waren: A: Methylenchlorid/Methanol 9:1, B: 2-Propanol/0,1m wisse-
rige Ammoniumhydrogencarbonat-Losung 9:1, C: Aceton mit 15%, Methanol und 49, wéasseriger
Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung (0,1M), D: 2-Propanol/konz. Ammoniak/Wasser 7:1:2,
E: n-Propanol/konz. Ammoniak/Wasser 55:10:35, I¥: Athanol/1M wisserige Ammoniumacetat-
Losung 5:2.

Dic Papierelekivophorese wurde in einer wassergekiithlten Apparatur nach Brenney-Liischer [20]
durchgefithrt. Die Puffersysteme waren: fiir pH 3,5:0,05M Acetat-Puffer; fiir pH 7,5:0,05M Phos-
phat-Puffer. Das Spannungsgefille betrug 18-20 V/cm. Papier: Whatman N° 1.

Das verwendete Pyridin (Fluka AG, Buchs $G) wurde iiber Molekularsieb 4 A (Union Carbide)
mindestens 4 Wochen aufbewahrt. Losungen wurden im Rotationsverdampfer bei 37° und 12-15
Torr eingedampft. Die Trocknung der Substanzen zur Synthese erfolgte durch mehrfache Destilla-
tion mit abs. Pyridin und Abdampfen zur Trockne im Hochvakuum. Ammoniumhydrogencarbonat
wurde durch mehrfaches Eindampfen mit wésserigem Athanol entfernt.

Wo nicht anders erwahnt, wurden die Ammoniumsalze dev Nucleotide eingesctzt.

2. Beschreibung der Versuche. — 2.1. 5-O-p-Monomethoxytrityl-thymidin [(MeOTy)Tq4]. —
Nach dem bekannten Verfahren [16] wurden 20 mMol Rohprodukt hergestellt, Das resulticrende
ziahe O] wurde in einem Gemisch aus 200 ml Wasser und 200 ml Chloroform aufgenommen. Die
Chloroform-Phase wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und unter Zusatz
von 1 ml Pyridin eingedampft. Der Ruickstand musste mehrere Male mit Benzol eingeengt werden,
bis der Geruch nach Pyridin verschwand. Der zdhe Schaum I8ste sich in 150 ml Benzol nach Zu-
gabe von 3 ml Methanol. Die Fallung erfolgte mit 170 ml Cyclohexan, das wiahrend 20 Std. aus
ciner feinen Kapillare unter starkem Rithren zugetropft wurde. Dabei kristallisierte das Produkt
in feinen Nadeln und Nadelbiischeln vom Smp. 115-118°. Ausbeute 9,4 g {(94%). Rf-Wert in Sy-
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stem A: 0,33. Sichtbar im UV., Braunfarbung mit Jod, Gelbfarbung mit 109, HCIO, in Wasser.
UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 195,5 (4,96); 231 (4,138) und 266 (4,008) nm (log¢). IR.-
Spektrum (Methylenchlorid) : Banden bei 3590 cm~! (OH, Zucker), 3400 cm~! (NH), 1700 cm™!
(sek. Amid), 1680 cm™! (tert. Amid), 1600 und 1500 cm~! (Aromat). 60-MHz-NMR.-Spcktrum in
(CD,),S0: s bei 1,49 ppm, 3 H an C(5)—CHj; ¢ bei 2,22 ppm, 2 H an C(2%), ] = 5 Hz; m bei 3,28
ppm, 2 H an C(5°); s bei 3,72 ppm, 3 H an Ar—O—CHy; m bei 3,91 ppm, 1H an C(4%); m Dbei 4,33
ppm, 1H an C(3’); 4 bei 5,29 ppm, entfallt bei Austausch mit D,0, OH an C(3); ¢ bei 6,20 ppm,
1 H an C(1%), J = 6 Hz; m bei 6,75-7,60 ppm, 15H an C(6) und Aromat; s bei 11,30 ppm, cntfillt
bei Austausch mit D,0, bv, 1H an Thymidin-N.
CapHgyNyOg (514,59)  Ber. €70,02 H 6,09 N 5449,  Gef. C70,20 H 5,88 N 541%

2.2, 5-0-p-Monowmethoxytvityl-thymidin-3'-O-f-cyanodthylphosphat [(MeOTvr)Tap(CNE?)]. -
850 mg Ba-Salz der f-Cyanoithylphosphorsdure wurden in 10 ml Wasser unter Zugabe von 6 g
Dowex 50H+ gelsst und durch eine kleine Siule {ea. 2 g) Dowex 50 Ht gegeben. Nach Spiilen mit
10 ml Wasser wurde das Eluat mit 5 ml Pyridin eingeengt. Zum Trocknen des farblosen Ols wurde
noch 3mal mit 10 ml abs. Pyridin cingedampft und in 3 ml Pyridin gelost aufbewahrt (+2°).
1,08 g (2,1 mMol) (MeOTr)Tq wurden getrocknet und der cntstandene feste, farblose Schaum mit
der obigen Losung von Pyridinium-$-cyanoathylphosphat und ciner Losung von 1,5 g (4 mMol)
TPS in 3 ml Pyridin versetzt. Das Gemisch farbte sich dabei schwach gelb. Nach 14 Std. wurden
12 ml Wasser zugegeben, wobei anfangs cine milchige Tritbung entstand. Nach weiteren 4 Std.
wurde 3mal mit je 20 ml Chloroform extrahiert, die Chloroform-Phase mit Wasser gewaschen und
mit etwas Pyridin cingedampft. Das Rohprodukt wurdc auf eine 200-g-Kieselgelsiule gegeben, dic
mit Aceton/Methanol/0,1M Ammoniumhydrogencarbonat-T.osung 94,5:4:1,5 vordquilibriert war.
Eluiert wurde mit steigenden Anteilen Methanol und NH,HCO,-Losung in Wasser. Die Elution er-
folgte stufenweise mit folgenden Mischungsverhéltnissen: 800ml94,5:4:1,5;800ml193:5: 2;1200ml
90:7,5:2,5; 1400 m1 87:10: 3. Bei 109, Methanol erschicn das Produkt. Die Fraktionen wurden ver-
cinigt und durch Eindampfen vom NHSHCO, befreit. Der glasige Riickstand wurde in moglichst
wenig Chloroform geldst und durch vorsichtiges Tropfen in Ather als weisses Pulver gefallt. Aus-
beutc: 1,52 g = 769%,. Das Produkt war in den Systemen B (RRf 0,30) und C (Rf 0,26) einheitlich. Es
war sichtbar im UV, firbte sich mit Jod langsam braun und ergab einen gelben Fleck mit 10proz.
HCIO,.

Charakterisievung des NH-Salzes. UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 196 (4,97); 230
(4,25); 267 (4,015) nm (loge). IR.-Spektrum (fest in KBr) : Banden bei 2260 cm* (C=N), 1680 cm ™!
{Amid), 1600 und 1500 cm~! (Aromat}, 1250 cm~! (P=-0), 1080 cm™! (P—0O—C). 60-MHz-NMR.-
Spektrum in (CD,),SO (vgl. Fig. 1): s bei 1,41 ppm, 3 H, CH; an C(5); m bei 2,45 ppm, 2 H an
C(2); tbei 2,72 ppm, 2 H an CH,—CN, J = 6 Hz; m bei 3,26 ppm, 2 H an C(5), vom Wasser ver-
deckt; s bei 3,78 ppm, 3 H an CHy—O—Ar; m bei 4,15 ppm, 1 H an C(4); m bei 4,73 ppm, 1 H an
C(3); br ¢ bei 6,21 ppm, 1 H an C(1); m bei 6,80 bis 7,55 ppm, 15 H an Aromat und C(6); s bei
10,9 ppm, entfillt bei Austausch mit D,O, 1H an Thymidin-N.

2.3. Thymidin-3’-f-cyanodthylphosphat [Tap(CNE?)]. — Die Abspaltung und Isolierung wurde
analog [16] durchgeftihrt. Das Produkt entstand in 98proz. Ausbeute als weisses Pulver. Wegen
eines Startfleckes im DC. wurde eine Filtration iiber 10 g Kieselgel, welches 3mal mit heissem Me-
thanol gewaschen worden war, ausgefithrt. Das Pulver wurde in Methylenchlorid/Methanol 4:1 ge-
l6st, durch die Saule filtriert und nach Einengen aus wasserigem Athanol mit einem Uberschuss
Aceton gefillt. Reines Tgp(CNEt), 1/, Ba, H,O konnte in einer Ausbeute von 929, erhalten werden;
Smp. 224-228° (Zers.). Tn der Schmelze entstanden Nadeln, die bei 250% schmolzen. Dann war der
Schmelzfluss klar. Diinnschichtchromatogramme in den Systemen B und D ergaben 1 Fleck, sicht-
bar im UV. Schwarzfarbung erfolgte nach Besprithen mit 109, HCIO, in Wasser und Erhitzen auf
150-200°, Gelb- bis Blaufirbung entstand nach Umsatz mit Chlor und o-Tolidin. Nach Abspalten
der Phosphorsdure-Schutzgruppe mit konz. Ammoniak ither Nacht war das Produkt widerstands-
fahig gegen die 5’-Nucleotidase aus Crotalus adamanteus [1]. Die Inkubation von 0,5 mg mit alka-
lischer Phosphatase aus Kélberdarm ergab Thymidin als einziges Produkt. Je 2 ODygy-Einheiten
wurden in der Papicrelektrophorese cingesetzt. Die zu Typ relativen Rf-Werte waren: pH 3,5:
1;pH 7,5: 0,61. UV.-Spektrum in Wasser: Maxima bei 205 (3,99) und 266 (3,98) nm (loge). IR.-
Spektrum (fest in KBr): u.a. Banden bei 2250 cm~* (C=N), 1680 cm~! (Amid}, 1230 cm™* (P=0},
1050 cm—! (P—O--C). 100-MHz-NMR.-Spektrum in (CD,),50, als NH -Salz (vgl. Fig. 2): s bei
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7,72ppm, 1H an C(6); ¢ bei 6,15 ppm, 1 H an C(1"), / = 6Hz; m bei 4,70 ppm, 1 H an C(3'); m bei
4,0 ppm, 1 H an C(4'); d X ¢ mit Zentrum bei 3,86 ppm, 2H an P—O—CH,—; m bei 3,63 ppm, 2ZH
an C(5%); ¢ bei 2,74 ppm, 2H an —CH,—CN; m von 2,32-2,0 ppm, 2 H an C(2'); s bei 1,80 ppm,
3 H an C(5)—CHy,; schr breites Signal von 9,1~6,8 ppm, 4 H von NH,*; breites Signal von 5,7-5,0
ppm, 1 H an C(5")—OH,; beide Signale entfallen nach Zugabe von D,0.

(CsH;N,O4P), 1/, Ba, H,O (460,89) Ber. €33,82 H4,36%  Gef. C33,22 H4,10%

Isolievung als NH,-Salz. Auf die uibliche Weise wurde mit Hilfe von Dowex 50H+ Kationen-
austauscher aus dem Ba-Salz die Siure freigesetzt und unter Kithlen und Rithren das Eluat mit
verd. Ammoniak vorsichtig neutralisiert. Nach dem Eindampfen bildete das Salz einen harten,
farblosen Lack, der sich weder fillen noch kristallisieren liess. Durch Lyophilisieren entstand ein
trockencs weisscs Pulver.

2.4. Oligonucleotid-Devivate. — Als Vergleichsnucleotide wurden folgende Substanzen nach der
schrittweisen Mcthode von Khorana et al. [18] hergestellt: d{(MeOTr)T—T], d[(MeOTr)T—-T—T],
A[(MeOTr)T—T—T—T], d[(MeOTr)T—T—T—1T—T). Die e-Werte stimmten mit den Literatur-
werten [18] iiberein. Alle Produkte waren Diinnschicht- und Papier-chromatographisch einheit-
lich. Zur Bestimmung der Kettenlinge und zur Verwendung als Vergleichssubstanz wurde dic
p-Methoxytritylgruppe von kleinen Proben abgespalten (vgl. unter 3.1). Die Kettenlingenbe-
stimmung erfolgte mit Schlangengift-Phosphodiesterase [21] wie unter 3.2 beschrieben. Sie ergab
in allen Fillen das richtige Ergebnis.

2.5. Die Phosphorylierungen. — 2.5.1. Stammldsung. Nach 2.2 wurde eine Standardlésung des
Pyridiniumsalzes der -Cyanoithylphosphorsdure mit der Konzentration 0,5 mMol/ml Pyridin
hergestellt. Die farblose, klare Losung wurde bei 2° antbewahrt.

2.5.2. Phosphovylievung des geschiitzten Dinucleotids. — 105 mg (0,11 mMol) d[(MeOTr)T—T]
wurden mit 0,44 ml (0,22 mMol) Stammldsung nach dem bekannten Verfahren getrocknet. An-
schliessend wurden unter strengstem Feuchtigkeitsausschluss nacheinander 240 mg (0,8 mMol)
TPS und 3 ml abs. Pyridin zugegeben. Nach 20 Std. Reaktion bei 2° wurde mit 3 ml Wasser unter
Eiskuhlung 5 Std. hydrolysiert. Durch Zugabe von 20 ml konz. Ammoniak entstand eine klare,
gelbe Losung, die nach 18 Std. unter den iiblichen Vorsichtsmassnahmen eingedampft wurde. Das
gesamte Gemisch konnte nach Losen in Wasser auf eine DEAE-Cellulosesiule aufgetragen und mit
Wasser eingewaschen werden. (Die Lésungen schdumen beim Eindampfen sehr stark. Durch Zu-
satz von Athanol kann dies jedoch weitgehend verhindert werden.) Elutionsgradient:

Mischgefiss: 21 0,03m Ammoniumhydrogencarbonat in 10proz. Athanol;
Vorratsgcfass: 21 0,2M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol;
anschliessend Mischgeféss: 21 0,2M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol;
Vorratsgetiss: 21 0,4m Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol.

Iliessgeschwindigkeit: 0,7 ml/Min. Im Elutionsdiagramm erschienen 2 Hauptspitzen. Die ent-
sprechenden Fraktionen wurden gesammelt und eingeengt. Die Riickstinde wurden aus Wasser
lyophilisicrt. Nach diinnschichtchromatographischem Vergleich in System D befand sich in der
vorderen Spitze das Ausgangsmaterial (209,), in der hinteren das Produkt d[(MeOTr)T-—Tp] (36%,).
Die Phosphorylierung wurde wie folgt bewicsen: Bei Inkubation mit alkalischer Phosphatase nach
Enttritylierung trat eine vollstindige Spaltung zum Ausgangsmaterial ein. Bei Inkubation mit
Milz-Phosphodiesterase entstand Tqp als einziges Produkt. Die Vollstindigkeit der Spaltung be-
weist die Richtigkeit der Phosphodiester-Bindungen (22)].

2.5.3. Phosphorylievung des geschiitzten Tvinucleotids. 40 mg (0,034 mMol) d[(MeOTr)T—T—T}
und 0,2 ml (0,1 mMol) Stammlésung wurden auf dic iibliche Weise zusammen getrocknet und mit
105 mg (0,34 mMol) TPS in 1,2 ml abs. Pyridin versetzt. Nach 6 Std. bei 23° erfolgte dic Zugabe
von 1,2 ml Wasser und nach weitercn 6 Std. wurden 20 ml konz. Ammoniak zugegeben. Nach
18 Std. wurde unter den bekannten Vorsichtsmassnahmen eingeengt, in Wasser geldst und an einer
DEAE-Cellulosesdule (20x 2,5 cm) nach dem Standardverfahren chromatographiert. Elutions-
gradient:

Mischgefass: 21 0,03M Ammoniumhydrogencarbonat in 10proz. Athanol;
Vorratsgefiss: 21 0,2m Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol;
anschliessend Mischgeféiss: 11 0,2 Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol;

Vorratsgefiss: 11 0,4 Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol.
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Durchflussgeschwindigkeit: 0,7 ml/Min; Fraktionsgrésse: 12 ml. Das Elutionsdiagramm zeigte 2
Hauptspitzen. In der hinteren befand sich d[(MeOTr)T—T-—Tp)] in 47%, Ausbeute. Das Nucleotid
war im Diinnschichtchromatogramm einheitlich in den Systemen D und E mit Rf-Werten 0,12
und 0,52. Der Beweis der Phosphorylierung gelang wic beim Dinucleotid.

2.5.4. Phosphovylierung des geschiitzten Tetranucleotids. 50 mg (0,034 mMol) d[(MeOTr) T-T-T-T]
und 0,27 ml (0,13 mMol) Stammldsung wurden getrocknet und mit 154 mg (0,51 mMol) TPS in
1,3ml abs. Pyridin versetzt. Nach 6 Std. bei 23° fand Hydrolyse mit 1,3 ml Wasser statt. Nach wei-
teren 12 Std. wurden 40 ml konz. Ammoniak zugegeben und die Losung 48 Std. bei 4° stehenge-
lassen. Die weitere Aufarbeitung und das Beladen der Siunle erfolgten nach den Standardverfahren.
Elutionsgradicnt:

Mischgefass: 21 0,01 Ammoniumhydrogencarbonat in 10proz. Athanol;
Vorratsgefédss: 21 0,3 Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol;
anschliessend Mischgeféss: 11 0,3 Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol;
Vorratsgeféss: 11 0,45M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol.

Es traten 3 Hauptspitzen auf: in der hinteren d[(MeOTr)T—-T—T—Tp] in 15%, Ausbeute, in der
mittleren d[(MeOTr)T—T--T—T—(CNEt)] in 309, Ausbeute. Dieses Produkt wurde durch Er-
hitzen in konz. NH; auf 60° fur 30 Min. in d[(MeOTr)T—T—T—Tp] iibergefiihrt. Isolierung und
Beweis der Phosphorylierung erfolgten wie beim Dinucleotid.

2.5.5. Phosphorylievung des Pentanucleotids. 40 mg (0,019 mMol) d{(MeOTr)T—T-1T—T--1:
wurden mit 0,19 ml (0,094 mMol} Stammidsung versetzt und nach @iblichem Trocknen mit §4 mg
(0,28 mMol) TPS in 0,7 ml Pyridin zur Reaktion gebracht. Nach 7 Std. bei 23° wurde mit 0,7 ml
‘Wasser unter Eiskitithlung hydrolysiert und 18 Std. stehengelassen. Nach 6 Std. Reaktion mit 10 ml
konz. Ammoniak wurde 10 Min. auf 60° erhitzt, wie iiblich eingedampft und auf eine DEAE-
Cellulosesiule (20 x 2,5 cm) aufgetragen. Elutionsgradient:

Mischgetéss: 31 0,01M Ammoniumhydrogencarbonat in 10proz. Athanol;
Vorratsgefass: 31 0,3M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol.

Durchflussgeschwindigkeit: 0,7 ml/Min. Die Isolierung und Identifizierung der Substanzen in den
2 Hauptspitzen erfolgte wie beim Dinucleotid. d[(MeOTr)T—T-—-T—T—Tp] entstand in 40proz.
Ausbcute.

2.6. Die Polykondensation vow Thymidin-3'-f-cyanodthyiphosphat. - 370 mg (0,5 mMol)
(McOTr) Tqp(CNEt) und 790 mg (1,5 mMol) Tqp(CNEt) wurden 4mal mit 5 ml abs. Pyridin einge-
dampft und im Hochvakuum getrocknet, bis ein harter, trockener Schaum entstand (je etwa
20 Min.). In einem kleinen Kochglas wurde eine Losung von 1,3 g (4 mMol) TPS in 2,1 m! Pyridin
vorbereitet. Die Zugabe dieser Ldsung zum Nucleotidgemisch erfolgte miteiner Spritze, diedurch den
Plastikdeckel gestossen wurde. Nach 4 Tagen war simtliches TP S gelost, nach 8 Tagen wurden noch-
mals 200 mg TPS zugegeben, die sich innerhalb weiterer 3 Tage 1osten. Nach insgesamt 12 Tagen
(bei 23°) wurden unter Eiskithlung vorsichtig 30 ml Wasser zugesetzt. Das Gemisch war anfangs
milchig tritb, wurde dann aber klar. Nach 24 Std. wurde mit 100 ml 80proz. Essigsdure 10 Min. auf
100° erhitzt und dann so lange mit Wasser eingeengt, bis kein Geruch nach Essigsdure mehr wahr-
nehmbar war. Der trockene Rickstand wurde in 50 m! konz. Ammoniak gelost, iiber Nacht stehen-
gelassen und dann 30 Min. auf 60° erwarmt. Es entstand eine tritbe, orange-rote Losung, die einge-
dampft wurde. Nachdem der Riickstand in 2 gleiche Teile geteilt worden war, wurde ein Teil noch-
mals mit konz. Ammoniak 30 Min. auf 60° erwdrmt und anschliessend cingeengt. Zum trockenen
Ritckstand wurden 30 ml Wasser gegeben und soviel Athanol, bis dic gesamte Menge in Losung ge-
gangen war. Diese Lésung wurde auf eine DEAE-Ccllulosesdule (61 x 4 cm) aufgetragen und mit
25proz. wisserigem Athanol cingespiilt. Die nicht-anionischen Anteile wurden mit 1125proz. Atha-
nol aus der Saulc ausgewaschen. Elutionsgradient:

Mischgefiss: 31 Wasser;

Vorratsgefiss: 31 0,25M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung in Wasser;
anschliessend Mischgeféss: 31 0,25m Ammoniumhydrogencarbonat-l.osung in Wasser;
Vorratsgefass: 31 0,5 Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung in Wasser.

Der pH-Wert der Ammoniumhydrogencarbonat-Losung blieb konstant zwischen 8,5 und 9,0.
Durchflussgeschwindigkeit: 0,7 ml/Min. Alle 30 Min. wurden Fraktionen von 20-25 ml genommen.
Folgende Fraktionen wurden gesammelt und auf die tibliche Weise aufgearbeitet (vgl. Fig. 3.).
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Fraktionen Spitzen Nr. ODyg,-Einheiten 9, ODygy-Ein-
heiten
59— 83 1 2900 38
95— 99 2 270 3,5
100-106 3 94 1,2
117-130 4 nicht nucleotidisch
131-138 3 1300 17
139-146 6 550 7.2
147-159 7 355 4,6
162-172 8 340 4,4
174-185 9 . 194 2,5
195-214 10 560 7,6
223-231 11 94 1,2
232-243 12 104 1.3
259-270 13 230 3,0
271-276 14 120 1,5
277-289 15 134 1,7
295-303 16 125 1,6
304-317 17 83 1,1
319-328 18 43 0,56
330-340 19 64 0,8
350-364 20 42 0,56
365-371 21 24 0,31
395-406 22 18 0,18
433-446 23 10 0,10

Je 2 ODyg,-Einheiten samtlicher Spitzen wurden auf Dinnschicht aufgetragen und in den
Systemen D und E mit den synthetisch hergestellten Polynucleotiden Tqp — (Tap)s verglichen:
Nr. 1-8 in System D, Nr. 8-23 in System E. Alle Fraktionen waren zu etwa 59%, verunreinigt. Die
Ri-Werte der Produktc in den Spitzen mit Nummern 5, 10, 13, 16 und 19 bildeten eine homologe
Reihe, die identisch war mit der synthetisch hergestellten Reihe von Tgp — {Tap);. Die Papier-
chromatographie der Spitzen in System F ergab das gleiche Ergebnis. Aufgetragen wurden je
5 OD,g,-Einheiten, die Laufzeit der hoheren Polymeren betrug 2—4 Tage. Je 10 ODyg,-Einheiten
der Spitzen 5, 10, 13, 16 und 19 wurden mit alkalischer Phosphatase aus Kailberdarm auf die iib-
liche Art inkubiert. In jedem Fall wurden die Nucleotide vollstindig abgebaut zu einer auf Diinn-
schicht schneller laufenden Verbindung. Je 10 ul der Inkubationslésungen wurden auf Dinn-
schicht aufgetragen und direkt mit den synthetisch hergestellten Nucleotiden d(T—T), d(T—T-T),
d(T-T—T—T) und Q(T—T—T—-T—T) in System D verglichen. Sic erwiesen sich als identisch.
Spitze 5 ergab Thymidin als UV.-aktives Spaltprodukt.

Spitze 1 wurde auf Diinnschicht und Papier in 2 UV.-absorbierende Flecke geteilt. Relativ zu
Tap lief ein Produkt schneller und eines langsamer. Etwa 160 ODyg.-Einheiten des Gemisches wur-
den als Band auf Papicr Whatman N° 3 aufgetragen und in System F entwickelt. Es entstanden
2 scharf voneinander getrennte, UV .-absorbicrende Zonen mit den Rf-Werten 0,08-0,30 und 0,32-
0,55. Die Zonen wurden ausgeschnitten, zerkleinert und 24 Std. mit Wasser eluiert. Die Messung
der optischen Dichten zeigte folgendes Verhiltnis: obere Zone 28 OD,q-Einheiten, untere Zone
114 OD,g;-Einheiten. — Chavakterisievung dev unteven Zone: UV .-Spektrum in Wasser: Hauptmaxi-
mum bei 261 nm; sehr starke Schulter bei 265 nm. Inkubation von 10 OD,e-Einheiten mit alka-
lischer Phosphatase bewirkte eine vollstindige Spaltung in ein Nucleosid, das wesentlich polarer
war als Thymidin. UV.-Spektrum des Nucleosids in Wasser: Hauptmaximum bei 261 nm; sehr
starke Schulter bei 265 nm. — Chavakterisierung dev obeven Zone: UV.-Spektrum in Wasser: Haupt-
maximum bei 263 nm. Bei Inkubation von 10 ODyg-Einheiten mit alkalischer Phosphatase
trat keine Spaltung ein. Die Hydrolyse mit 0,1 HCI bei 100° bewirkte nach 15 Min. keine Ver-
anderung. Nach 15 Min. Reaktion mit 18 NaOH bei 100° war im Dannschichtchromatogramm kein
UV.-absorbicrendes Material mehr festzustellen. Nach Reaktion mit 1n HCI bei 23° trat nach
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48 Std. ein UV.-aktives Produkt auf, das unpolarcr als das Ausgangsmaterial war, aber polarer als
Thymidin und Thymin.

2.7. Lisungsmitteltestreaktionen. — 72 mg (0,1 mMol) (MeOTr)Tqp(CNEt) und 57 mg (0,2 mMol)
Ta(Ac) wurden nach Lefsinger et al. [4] mit TPS umgesetzt. Die Trennung des Reaktionsgemisches
erfolgte an einer 10-g-Kieselgelsinle mit Essigsiure-dthylester, der 0-109%, Methanol enthielt:
Elution mit 100 m! Essigsaure-dthylester, dann mit 50 ml Essigester mit 8%, Methanol und schliess-
lich mit 70 ml Essigester mit 109, Methanol. Mit 109, Methanol erschien das Dinucleotid. Die Lo-
sung wurde cingeengt und das Rohprodukt an einer 20-cm-Dickschichtplatte (SiO,) getrennt.
Fliessmittel: Essigsdure-dthylester/Methanol 9:1. Dic Ablésung gelang mit dem [Fliessmittel. Die
Losung wurde filtriert und eingedampft.

Bei Verwendung von 0,5 ml Pyridin als Lésungsmittel resultierten 59 mg (MeOTr) Tqp(CNEt)
Tq(Ac) als farbloser Lack (63%,). Die gleiche Reaktion wurde auch in je 0,5 ml folgender Lésungs-
mittelsysteme durchgefihrt, wobei allerdings das gewtinschte Produkt nicht gebildet wurde:
Dimethylformamid (DMF), DMF mit 2 Aquiv. (rel. zu TPS) Pyridin, DMF mit 30% Pyridin,
DMF mit 50% Pyridin, DMTF mit 2 Aquiv. Pyridin und 400 mg Pyridinium-Dowex 50, DMF
mit 509%, Pyridin vnd 400 mg Pyridinium-Dowex 50.

Analoge Rcaktion in sym.-Collidin: Collidin wurde tiber Tosylchlorid im Vakuum destilliert
und iiber Molckularsieb 4 A aufbewahrt. Die Reaktion wurde wie oben durchgefithrt. Aufarbeitung:
Nach Hydrolyse mit 0,5 ml Wasser wurde Collidin durch 3maliges Ausrithren mit Ather entfernt.
Beim Ausschiitteln der wisserigen Losung mit Methylenchlorid ging der Triester in die organische
Phase und wurde wie oben durch Sdulen- und Dickschichtchromatographic gereinigt. Ausbeute:
42 mg = 509%,.

2.8. Die Poiykondensation in sym.-Collidin. — 360 mg (0,5 mMol) (MeOTr) Tgp(CNEt)-Pyridi-
niumsalz und 15000 ODyge-Einheiten (1,5 mMol)Tap(CNEt)-Pyridiniumsalz wurden 5mal mit je
5 ml Pyridin im Hochvakuum zur Trockne eingedamp{t. Zum resulticrenden trockenen Schaum
wurden 1,2 g (4 mMol) TPS und 3 ml Collidin gegeben. Nach 24 Std. Schiitteln entstand cine triibe,
leicht gelbe Suspension, die weiter gut gerithrt wurde. Nach einigen Tagen war die Suspension dun-
kelbraun gefarbt. Nach 14 Tagen wurde unter Eiskithlung mit 3 ml Wasser hydrolysiert und nach
6 Std. durch 3maliges Ausrithren mit Ather das Collidin entfernt. Anschlicssend wurde die Losung
cingedampft und mit 100 ml 80proz. Essigsdure 10 Min. auf 70~80° erhitzt. Die Essigsdure wurde
durch 3maliges Abdampfen mit Wasser entfernt, der Rickstand in konz. NH, aufgenommen, iiber
Nacht bei 23° stehengelassen, dann vom schwarzen Riickstand abfiltricrt und unter Zusatz von
etwas Athanol (Schaumen!) vorsichtig eingedampft. Der trockene Ritckstand wurde nacheinander
mit Ather und Benzol extrahiert, dann in wenig Wasser und Athanol gelsst und mit einem grossen
Uberschuss Aceton versctzt. Dabei fiel eine braunc Substanz aus, von der nach 1 Std, Stehen bei 07
das Aceton abdekantiert werden konnte. Die Acetonlésung enthielt hauptsichlich Triisopropyl-
benzolsulfonsdure. In keinem Extrakt befand sich nucleotidisches Material. Der Riickstand wurde
in Wasser aufgenommen und in 2 gleiche Teile geteilt. Ein Teil wurde direkt auf die DEAE-Ccllu-
losesaule (4 x 65 cm, entspricht etwa 300 g trockener Cellulose) aufgetragen und mit einem Ammo-
niumhydrogencarbonat-Gradienten bei pH 7,5 (konstant gehalten durch Einleiten von CO, in das
Mischgefass) getrennt (vgl. Fig. 4). Gradient:

Mischgefass: 31 Wasser,

Vorratsgefass: 310,187 m Ammoniumhydrogencarbonat;
anschlicssend Mischgefdss: 310,187m Ammoniumhydrogencarbonat;
Vorratsgefiss: 310,375 Ammoniumhydrogencarbonat.

Durchflussgeschwindigkeit: 102 ml/Std. Die Fraktionen wurden alle 15 Min. gewechselt. Folgende
Fraktionen wurden gesammelt und auf die tibliche Weise aufgearbeitet:

Fraktionen Spitzen Nr. ODygs-Einheiten %, ODq,-Ein-
heiten
18- 35 1 370 3,8
63— 81 2 1700 17,5
82-110 3 760 7.8
140-154 4 370 3.8
155-188 5 910 9,4
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Fraktionen Spitzen Nr. ODye,-Einheiten 9, ODygy-Ein-
heiten
194-204 6 220 2,3
205-232 7 370 3,8
233-242 8 320 3,3
243-260 9 540 5,6
261-281 10 310 3,2
282-295 11 380 39
296-330 12 620 6,4
331-343 13 190 1.9
344-358 14 180 1.8
359-370 15 130 1,3
371-403 16 190 1,9
404433 17 165 1,7

Die Identifizierung der Spitzen erfolgte wie bei 2.6 beschrieben durch vergleichende Chromato-
graphie an Kieselgel in System D. Die Zuordnungen wurden durch Inkubation mit alkalischer
Phosphatase und Milz-Phosphodiesterase bestatigt (vgl. Tab. 4). Die Ausbeutenangaben in dieser
Tabelle stimmen nicht notwendigerweise mit den oben angegebenen iberein: einzelne Nucleotide
sind tiber mehrere Spitzen verteilt. Die Ausbeuten in Tab. 4 geben die Gesamtmenge an isolicrtem
Nucleotid an).

2.9. Identifizievwng von cycl. Tqp. — Untersucht wurde die Substanz in Spitze 3 von Fig. 4. Sie
erscheint bei der Rechromatographic an DEAE-Cellulose bei einer Hydrogencarbonatkonzentra-
tion von 0,09M. UV.-Spektrum: Amax = 263 nm. Zur Papierclektrophorese wurden je 2 ODygs-
Einheiten als 3-4 mm langes Band aufgetragen und bei pH 3,5 und 7,5 mit Tqp und Typ(CNEt)
verglichen. 5 ODygy-Einheiten wurden mit Schlangengift-Phosphodiesterase 17 Std. bei 37° inku-
biert und die Spaltprodukte durch Chromatographie an Kieselgel in System D charakterisiert.
Die Spaltung erfolgte zu ca. 70%,. Durch Erhitzen von 5 OD,g-Einheiten in 0,1x HCl 5 Min. bei
100° entstand nach diinnschichtchromatographischer Untersuchungin System D Thymin. 5 ODyg,-
Einheiten wurden mit 1n NaOH 2 Std. auf 100° erhitzt und die Zersctzungsprodukte (vorwiegend
pTd) durch Diinnschichtchromatographic an Kieselgel (System D) identitiziert. Zersetzt wurden
etwa 809, des Materials.

2.10. Identifizierung von cycl. (1'ap),. — Untersucht wurde die Substanz in Spitze 6 von Fig. 4.
Die Verbindung erschien bei der Rechromatographic an DEAE-Cellulose bei ciner Hydrogencar-
bonatkonzentration von 0,19m. UV.-Spektrum wie Thymidin. Zur Papierelektrophorese wurden je
2 ODygs-Einheiten als 3 mm langes Band aufgetragen und bei pH 3,5 und 7,5 mit Tgp, Tap(CNEt)
und (Tgap), verglichen. 5 ODy4.-Einheiten wurden durch Schlangengiftphosphodiesterase nach 17
Std. bei 37° zu etwa 809, zu pTq4 gespalten. Gleichzeitig entstand Thymidin. Im Parallelversuch
inkubiertes pTq lieferte ebenfalls etwas Thymidin. 5 ODy4.-Einheiten wurden 3 Std. in 1n HCl auf
100° crhitzt. Alle Hydrolysenprodukte wurden durch Diinnschichtchromatographie a1 Kieselgel
in System D mit den entsprechenden Vergleichssubstanzen identifiziert. Thymin farbt im Gegen-
satz zu Thymidin nach Besprithen mit 10proz. HCIO, in Wasser und Erhitzen auf 160-200° nicht
schwarz an.

2.11. Pyrophosphatspaltung mit Essigsdureanhydrvid. — Die zweite Halfte des Ansatzes aus Ver-
such 2.8 wurde mehrmals mit Pyridin im Hochvakuum eingeengt und dann mit einer Mischung von
12 m! Pyridin und 0,6 ml Tri-n-butylamin versetzt. Nach 24 Std. Riihren bei 23° unter Lichtaus-
schluss wurde cine klare braune Losung erhalten, zu der 7 ml Essigsdureanhydrid gegeben wurden.
Nach 4 Tagen erfolgte unter Eiskithlung die Hydrolyse mit 15 ml Wasser. Essigsdure und Pyridi-
niumacetat konnten durch oftmaliges Eindampfen mit Wasser cntfernt werden. Der Riickstand
wurde 18 Std. mit konz. NH, hydrolysiert, eingeengt, in Wasser aufgenommen und an der DEAE-
Cellulosesiule getrennt (vgl. Fig. 5). Gradient:

Mischgefiss: 51 Wasser;

Vorratsgefdss: 510,31m Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung;
anschliessend Mischgefdss: 110,31M Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung;
Vorratsgefiss: 110,5m Ammoniumhydrogencarbonat-Losung.
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Fliessgeschwindigkeit: 100 ml/Std.; Fraktionengrosse: 25 ml. Folgende Fraktionen wurden ge-
sammelt und auf die @ibliche Weise aufgearbeitet:

Fraktionen Spitzen Nr. ODyg4-Einheiten 9 ODygy-Ein-

heiten
16— 44 1 540 5,7
50- 82 2 1900 20,0
83-105 3 515 3.4
131-147 4 370 3,9
148-185 5 1200 12,6
192-201 6 190 2,0
202-225 7 410 4,3
226-240 8 580 6,1
241-260 9 500 3,2
282-300 10 470 4,9
301-325 11 370 3,9
340-357 12 210 2,2
358-373 13 140 1,5
374-390 14 155 1,6
391-415 15 200 2,1
416-440 16 225 2,4

Alle weiteren Untersuchungen waren identisch mit denen der ersten Hélfte des Ansatzes. Zum
Ergebnis vgl. Tab. 5.

3. Enzymatische Versuche. — 3.1. Spaltungen mit alkalischey Phosphatase aus Kdlbevdarm. —
Das Enzympripavat wurde von Fluka AG, Buchs SG, bezogen. Stammlosungen: 1m Glycin-Puffer
pH 10; 0,01m MgCl,-Losung in bidest. Wasser., Enzymlssung: 5 mg Enzym wurden in 1 mi bidest.
Wasser suspendiert.

Substratldsungen: je 3 mg der Nucleotide d[{(MeOTr)T—T] bis d[(MeOTr)T—T—T—T—T] und
di (MeOTr)T—Tp] bis d[(McOTr)T—T—T—T—Tp] wurden in Kochgliser eingewogen, mit je 1 ml
80proz. Essigsdure versctzt und 10 Min. auf 100° erwarmt. ['m Wasserstrahlvakuum wurde je 2mal
mit je 1 ml Wasser bei 50° zur Trockne eingedampft. Dic Riickstinde wurden je 2mal mit je 2 ml
Ather extrahiert, dann in 2 Portionen zu 1 ml Wasscr geldst, durch Watte filtriert und eingeengt.
Dic lackartigen Priparate wurden in je 0,3 ml Wasser geldst und bei 2° aufbewahrt. Samtliche
Produkte waren papierchromatographisch einheitlich (W hatman N° 3; System E). Die Zusammen-
setzung der Inkubationslésung ergab sich zu: Nucleotid 0,4 uMol; Puffer 0,1 ml, MgCl,-Losung
0,1 ml, Enzymlésung 0,05 ml, mit bidest. Wasser auf 1 ml verdiinnen. Die Inkubationszeit betrug
in der Regel 10 Min. bei 37°. Etwa 40 ul wurden auf Dinnschicht mit den entsprechenden Referen-
zen in System D verglichen.

3.2. Spaltungen mit alkalischer Phosphatase aus E. coli (EC 3.7.3.1.). — Pufferldsung: 4 ml 0,05m
MgCl,+8 ml 0,5 NH,HCO; pH 9,2+ 88 ml H,0. Enzymlosung: alkalische Phosphatase aus
E. coli (Worthington Biochemical Corp., Freehold, N. J.) wurde gegen den angegebenen Puffer dialy-
sicrt und nachher mit diesem auf eine Konzentration von 0,5 mg Enzym/ml verdinnt (Aktivitat
von 11 EU/ml). Aufbewahrung bei — 20°. Inkubation {23]: 0,5 uMol Substrat+ 0,05 ml Puffer+
0,05 ml Enzymlésung, dann mit bidest. Wasser auf 0,2 ml auffiillen. Inkubationszeit: 30 Min. bei
37°. 20-30 ul der Inkubationslésungen wurden auf Dinnschicht in System D mit den entsprechen-
den Referenzsubstanzen verglichen.

3.3. Spaltungen mit Schlangengift- Phosphodiesterase (Russel’s Viper, EC3.1.4.1.). — Stammlisung
des Enzyms[4]: 150 EU des Enzyms (B Grade von Calbiockem.) wurden in 0,75 ml 0,33 m Tris-Puffer
pH 9,1 gelost und bei 0° aufbewahrt. Zur Spaitung wurden je 0,05 ml der Lésungen der Nucleotide
A(T--T) bis d(T-—T—T—T--T) und 0,5 mg pTq eingedampft und mit je 0,1 ml der Enzymldsung bei
37¢ versetzt. Die Inkubationszeiten waren: pTq 7 Std., d(T—T) 3 Std., d(T—T-T) 4 Std.,
d(T—T--T--T) 4,5 Std., {(T—T—T—T—T) 5 Std. Etwa 10 gl wurden auf Diinnschicht aufgetragen
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und in System D mit den entsprechenden Referenzsubstanzen entwickelt. pTq wurde geringfigig
gespalten.

Zur Bestimmung der Kettenlinge wurden die Inkubationslésungen dieser Oligonucleotide als
3 cm breites Band auf Papier Whatman N° 3 aufgetragen und in System E entwickelt (14 Std.).
Die im UV. stark absorbierenden Zonen mit Rf 0,45 (pTq) und Rf 0,76 (Tg) wurden ausgeschnitten,
zerkleinert und 14 Std. mit 5 ml 0,18 HCl eluiert. Es wurde dirckt iiber Wattc in 10-ml-Messkdlb-
chen filtriert und das Papier 2mal mit 2 ml und 1mal mit 1 ml 0,1n HCI nachgewaschen. Blind-
proben, d.h. Papierstiicke, die in gleicher Grésse auf gleicher Héhe vom selben Papier geschnitten
wurden, erfuhren die gleiche Behandlung. Die Nucleotidlésungen wurden im UV.-Spektrophoto-
meter gegen die Blindproben gemessen. Das Verhaltnis der optischen Dichten der Nucleotid- und
Nucleosid-Losungen ergibt das molare Verhiltnis pTq: Tq.

3.4. Spaltungen mit Milz- Phosphodiestevase (EC 3.1.4.1.). — Stammlosung: 2,5 mg des Enzyms
(Spleen Bovine von Nutritional Biochemicals Corporation) wurden in 0,5 ml eines 0,2M NH,OAc-
Puffers pH 5,7 geldst [24]. Zur Spaliung wurden je 0,02 ml der Losungen der Nucleotide d(T—T) bis
d(T-T-T-T-T) und (Tap), bis (Tap); cingedampft und mit je 0,04 ml Enzymlssung bei 37° 5 Std.
inkubiert. Proben der Inkubationslésungen wurden auf Diinnschicht aufgetragen und in System E
entwickelt. Die phosphorylierten Nucleotide wurden vollstindig zu Tqp gespalten. Die nicht phos-
phorylierten Nucleotide wurden vollstindig in Tqp und T4 zerlegt.
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