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83. Nucleoside und Nucleotide. Teil 8. Synthese von Dinucleotiden
mit Thymidin und 1-(2'-Desoxy-j3-p-ribofuranosyl)-2(1H)- pyndon
als Bausteinen?)

von Ivan Gregor, Urs Séquin und Christoph Tamm
Institut for Organische Chemie der Universitat, 4056 Basel

(13. 1. 75)

Summary. In order to investigate the stability of 1-(2"-deoxy-§-p-ribofuranosyl)-2(1H)-
pyridone (fIs, 3) under the conditions of oligonucleotide synthesis, the dinucleoside mono-
phosphates (MeOTr)I73-Tq (9) and ITg-Tq (11), and the dinucleotides /7q-Tap (15) and plZs-Ta (19)
were prepared, using various procedures. The N-glycosidic bond between the deoxyribosc and the
2(1H)-pyridonc proved to be much more labile than the onc in the naturally occuring nucleosides,
It was partially cleaved in condensation reactions with TPS or MS, but no cleavage was observed
when DCC was used. Similarly, the glycosidic linkage was attacked by hot 809, acetic acid, the
usual reagent for the removal of a p-methoxytrityl group in thymidine oligonucleotides. Milder
treatment with acetic acid/pyridine 7:3 at 100° removed this protecting group and left the
N-glycoside intact. The compounds prepared were characterized by paper and thin layer chro-
matography as well as by enzymatic degradation,

1. Einleitung. — Im Rahmen unserer Untersuchungen von Nucleotidderivaten
mit 2(1H)-Pyridon als Base haben wir verschiedene Dinucleosid-monophosphate
und Dinucleotide hergestellt, die als Bausteine Thymidin (1) und 1-(2"-Desoxy-f-D-
ribofuranosyl)-2(1 H)-pyridon (I7a, 3)?) [2] enthalten. Diese Arbeiten sollten Auf-
schluss vor allem dariiber geben, wie sich dieses modifizierte Nucleosid (3) unter den
Bedingungen der Oligonucleotid-Synthese (Einfithrung/Abspaltung von Schutz-
gruppen, Kondensationen, Phosphorylierungsreaktionen) verhilt.

Zur Synthese von Dinucleosid-monophosphaten haben sich drei Methoden be-
wihrt: (a) Kondensation eines Nucleosids mit einem Nucleosid-5-phosphat [3];
(b) Kondensation eines Nucleosid-3'-phosphats mit einem Nucleosid [4]; und (c)
Kondensation viz die Triestermethode durch Umsatz eines Nucleosid-3'-(-cyano-
4thylphosphats) mit einem Nucleosid [5]. Bei allen drei Verfahren miissen die Kom-

1) Teil 7, siehe [1].
%) Bzgl, Abkiirzungen siche [2].
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ponenten mit den ndtigen Schutzgruppen versehen werden. Flir unsere Versuche
haben wir Methode (a) gewihlt, weil sie gute Ausbeuten verspricht und die Aus-
gangsmaterialien leicht zugiinglich sind: Desoxyribosid-5"-phosphate sind im allge-
meinen kiuflich und 77 kann als 5’-geschiitztes Nucleosid eingesetzt werden,

Von den vielen bekannten Kondensationsmitteln (6] (7] haben wir die drei be-
wihrtesten und am h#ufigsten verwendeten [8] beniitzt: N, N'-Dicyclohexyl-carbo-
diimid (DCCI), Mesitylensulfonylchlorid (MS) und 2, 4,6-Triisopropyl-benzolsulfonyl-
chlorid (TPS).

Als Schutzgruppen verwendeten wir: p-Methoxytrityl (9] zur Blockierung der
5'-Hydroxylgruppe, Acetyl fiir die 3'-HO-Gruppe [3] und §-Cyanoidthyl als Phos-
phorsiure-Schutzgruppe.

2. Synthese von 1-(5'-0-Monomethoxytrityl-2’-desoxy-#-D-ribofuranosyl)-
2(1H)-pyridon (MeOTr)Il,, 4). — Das an der 5-HO-Gruppe p-methoxytritylierte
Nucleosid wurde in analoger Weise hergestellt wie das entsprechende Thymidin-
derivat [10). Das durch Umsatz von 1-(2'-Desoxy-f-D-ribofuranosyl)-2(1 H)-pyridon
(3) mit 1,26 Aquivalenten p-Methoxytritylchlorid erhaltene Rohprodukt musste
allerdings, im Untetschied zum erwdhnten Versuch mit Thymidin, mit Hilfe der
Chromatographie an einer Kieselgelsdule gereinigt werden. Das chromatographisch
reine Nucleosidderivat 4, das nur geringe Spuren des p-Methoxytritylalkohols ent-
hielt, wurde als Ol gewonnen, das nach Entfernen des Liosungsmittels erstarrte. s
ist bisher nicht gelungen, das Produkt in kristalliner Form zu gewinnen. Durch
Fillen aus Ather/Pectrolither bei —70° wurde (MeOTr) 71, (4) schliesslich als amorphes
Pulver erhalten. Dazu ist ein grosser Uberschuss an Petrolither nétig, da andernfalls
der feste Stoff wieder in ein Ol iibergeht. Das so hergestellte (MeOTr) [Ty war frei von
jeglichen Spuren von p-Methoxytritylalkohol und liess sich durch Erhitzen mit Eis-
essig/Pyridin 7:3 vollstindig in IT4 (3) zuriickspalten.

Schema 1
]
Sy
CL
N0
RO
OH
1R=H 3R=H
2 R = p-Methoxytrityl 4 R = p-Methoxytrityl

Die Konstitution von (MeOTr)II; (4) wurde wie folgt bewiesen: Das UV.-Ab-
sorptionsmaximum bei 303 nm und die Schwingung im IR.-Spektrum bei 1650 cm-1
bestitigen, dass die N-glykosidische Bindung zwischen der Desoxyribose und dem
2(1H)-Pyridon nicht angegriffen worden ist. Die Anwesenheit der p-Methoxytrityl-
gruppe kann aus dem NMR.-Spektrum abgelesen werden (vgl. Fig.): Es zeigt 10 aro-
matische Protonen der beiden Phenylsubstituenten bei 7,37 ppm, 4 aromatische
Protonen des Methoxyphenylsubstituenten bei ca, 7,1 ppm und 3 Protonen bei
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3,73 ppm, die der Methoxygruppe zuzuordnen sind. Eine Bestitigung der Ver-
kniipfung der p-Methoxytritylgruppe mit der 5-Hydroxygruppe lieferte der Befund,
dass das im Spektrum von Il sichtbare Triplett fiir das 5’-Hydroxyl-Proton (4,97
ppm) verschwunden, hingegen das mit D,0 austauschbare Dublett des 3’-Hydroxyl-
Protons (5,33 ppm, J = 4 Hz) verblieben war. Ausser den Signalen fiir das C(4)-
Proton und fiir die C(5’)-Protonen zeigten alle iibrigen Protonen sowohl im Spektrum
von Il (3) als auch in denjenigen von (MeOTr)JI, (4) die gleichen chemischen Ver-
schiebungen. Die Verschiebung des Signals fir das C(4)-Proton von 3,87 ppm {ir
174 (3) nach 4,00 ppm fiir (MeOTr) g (4) (nach tiefercmn Feld) und des Signals fiir die
C(5")-Protonen von 3,62 ppm nach 3,29 ppm (nach héherem Feld) wird offenbar
durch die Anwesenheit des aromatischen Systems verursacht, denn beim Paar T4 (1)
und (MeOTr)Ty (2) kann der genau gleiche Effekt beobachtet werden (vgl. Tab. 1}.

Tabelle 1. Chemische Verschiebung dev C{4')- und C(5')- Protonen

C@4)—H C(5)—H
)] 46 o 46
T4 (3) 3,879) 3,624)
(MeOTr)[T4 (4) 4,00 -0.13 3,29 0,33
Tq (1) 3,72%) 3,50%)
(MeOTx)Ta (2) 3,910 -0.19 3,28) 0,31
a) Werte aus [2]. 1Y) Werte aus [10].
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Fig. 60-MHz-NM R.-Spehtrum von (MeOTr)I1a (4) in (CDy),SO
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3. Synthese der Dinucleosid-monophosphate Ta-Ta und ITy-Tq sowie ihrer
5/-p-Methoxytritylderivate. — Obwohl die Synthese von Tq-Tq (10) in der Lite-
ratur beschrieben ist [3] [11] [12], wurde sie hier zum Vergleich mit der von uns
beabsichtigten Synthese von IIq-Tq (11) unter genau bestimmten Bedingungen
wiederholt. Anndhernd dquimolare Mengen von (MeOTr)Ty (2) und pTq(Ac) (5)
wurden mit 5,5 Aquivalenten TPS in Pyridin umgesetzt. Das Gemisch wurde nach
beendeter Reaktion zwischen Wasser und Petrolither verteilt. Der Petrolither-
extrakt enthielt nur eine unbedeutende Menge des Ausgangsmaterials 2. Die Acetyl-

Schema 2
0 R
{(MeOTri—0O 0,
NH
N/K)
[(MeOTr -0 0. O=P—~O [+} :
o
_— 0=p—0
\ T
0
OAc

2 R = Thymin-1-yl 5 OAc
4 R = 2(1H)-Pyridon-1-yl

6 R = Thymin-1-yl

7 R = 2(1H)-Pyridon-1-y]

NHOH
R R
(MeOTr)—0 0 HO 0,
Q o ?
o.___':,_oe ; HOAc/Pyridin °=':' 09 ;
0 0 o o
OH OH

8 R = Thymin-1-yl 10 R = Thymin-1-yl
9 R = 2(1H)-Pyridon-1-yl 11 R = 2(1H)-Pyridon-1-yl
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N
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gruppe wurde aus dem gebildeten (McOTr)Ty-Ta(Ac) (6) durch Behandlung mit
25proz. Ammoniak wihrend 24 Std. bei Raumtemperatur entfernt. Die $-Methoxy-
tritylgruppe liess sich aus dem resultierenden (MeOTr)T4~Tq4 (8) durch Erhitzen mit
Eisessig/Pyridin 7:3 auf 100° wihrend 20 Min. abspalten. Zur Abtrennung des Kon-
densationsreagens vom freien Dinucleosid-monophosphat 10 erwies sich die Ver-
teilung zwischen Wasser und 2-Butanol (evtl. 1-Butanol) als vorteilhaft. Die wisse-
rige Phase enthielt das freie Dinucleosid-monophosphat 10 und das verbliebene pTy,
wihrend die organische Phase TPS und den p-Methoxytritylalkohol enthielt. Die
Ausbeute betrug nach Trennung an einer DEAE-Sephadex-Sdule bzw. mit Hilfe
der priparativen Papierchromatographie 83,1%, reines Tq-Tq (10). Die Ausbeuten
erreichen nach Literaturangaben 80-909, (vgl. z.B. [6] [7])). Wichtig war die Fest-
stellung, dass im Laufe dieser Synthese praktisch keine Nebenprodukte entstanden.

Die Herstellung und Isolierung von I74~T4 (11) wurde nach derselben oben be-
schriebenen Methode ausgeffihrt. Die Rcaktion wurde im Diinnschichtchromato-
gramm verfolgt und nach Verschwinden des Edukts (MeOTr)1Zy (4) abgebrochen.
Der Petrolitherextrakt enthielt nur 1-29, des Nucleosids 4. Dies bedeutet, dass
praktisch das ganze Ausgangsmaterial verbraucht worden war. Die Ausbeute an
Dinucleosid-monophosphat 11 betrug nach Trennung an der DEAE-Sephadex-Siule
63%, Der Grund fiir die niedrigere Ausbeute im Vergleich zur Synthese von Tq-Ta
(10) scheint in einer teilweisen Spaltung der glykosidischen Bindung zwischen der
Desoxyribose und dem 2(1 H)-Pyridon zu liegen. Bei der Trennung an der Sdule
wurden 7,69 (umgerechnet anf das eingesetzte (MeOTr)1lq) reines 2(1H)-Pyridon
gefunden. Die organische Phase (2-Butanol) enthielt weiteres bei 2905-300 nm absor-
bierendes Material (27,29, bezogen auf eingesetztes (MeOTr)Ily). Es kénnte sich um
eine Verbindung zwischen 2(1H)-Pyridon und TPS handeln. Allerdings ist es bis
jetzt noch nicht gelungen, dieses Produkt vom Kondensationsreagens, von dem ein
grosser Uberschuss im Reaktionsgemisch war, abzutrennen, '

Die Acetylgruppe wurde bei allen Synthesen der Dinucleosid-monophosphate
8-11 durch Hydrolyse mit 25proz. Ammoniak, und die p-Methoxytritylgruppe in
den Dinucleosid-monophosphaten 6-9 durch Erwidrmung auf 100° wihrend 20-30
Min. mit einem Gemisch von Eisessig/Pyridin 7:3 entfernt. Die bei Thymidin-Oligo-
nucleotiden iibliche Methode zur Entfernung der p-Methoxytritylgruppe mit 80proz,
wisseriger Essigsiure bei 100° fithrt bei den T4 enthaltenden Verbindungen prak-
tisch augenblicklich und quantitativ zum Bruch der glykosidischen Bindung zwi-
schen dem 2(1H)-Pyridon und dem Zucker.

Nachdem gezeigt worden war, dass sich zur Synthese von ITa-haltigen Dinucleo-
tiden im Prinzip die fiblichen Methoden verwenden lassen, galt es, die in 5-Stellung
geschiitzten Oligonucleotide in reiner Form zn gewinnen. Diese Derivate sind wich-
tige Zwischenprodukte fiir den Aufbau von lingeren Oligonucleotidketten.

Kondensation mit MS. Der Versuch, (MeOTr)I14~Tq4 (9) mit MS als Kondensations-
mitte] herzustellen, verlief erfolgreich aber mit geringer Ausbeute (319,). Die Haupt-
schuld ist wohl in der Fihigkeit des MS zu suchen, die 3’-Hydroxygruppe, die im
Nucleosid 4 enthalten ist, zu sulfonieren (vgl. auch [6] [13]). Ferner tritt wiederum
teilweise Spaltung der glykosidischen Bindung ein, was zur Bildung von 2(1H)-
Pyridon fihrt.
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Kondensation mit T PS. Beim Einsatz von TP$S als Kondensationsmittel war die
Geschwindigkeit der Reaktion kleiner als bei der Verwendung von MS (7], dic Aus-
beute etwa gleich. Ausserdem ist TPS wegen seiner eigenen Raumerfiillung nicht in
der Lage, die sekundére alkoholische 3'-HO-Gruppe des Nucleosids 4 zu sulfonieren,
In einer Reihe von Optimierungsversuchen wurden das Verhiltnis von 4 zu TPS
von 1:4 bis 1:6, die Molarititen an 4 (in Pyridin) von 0,05 bis 0,2M variiert chne
nennenswerte Unterschiede im Ergebnis; Ausbeuten an (MeOTr)I14-Tq (9): 50-559%,
(vgl. Tab, 3). Nach der Reaktion wurden 5-109, Edukt 4 und 10-20%, (bezogen auf
eingesetztes Nucleosid 4) 2(1 #)-Pyridon gefunden. Ferner trat neben pT4 und einer
kleinen Menge des Thymidinpyrophosphats Ta5'pp5'Tq (12, vgl. auch [14]), dessen
Identitit durch Vergleich mit einem auf anderem Wege synthetisierten Priparat
(siehe exper. Teil) gesichert wurde, ein weiteres Nebenprodukt auf, dessen Eigen-
schaften einem bereits bei der Reaktion mit MS als Kondensationsmittel erhaltenen
Nebenprodukt entsprachen (vgl. Diskussion).

Fiir die Trennung der genannten Reaktionsprodukte erwies sich wiederum die
Verteilung des Reaktionsgemisches zwischen Wasser und 2-Butanol vor der Siulen-
chromatographie als glinstig. Die wisserige Phase enthielt pTq und T5'pp5'T,a (12),
die organische Phase das tritylierte Dinucleosid-monophosphat 9 und TPS. Durch
Zugabe einer kleinen Menge von Ammoniumhydrogencarbonat wurde eine bessere
Trennung der Phasen erreicht und zugleich ein Absinken des pH verhindert. Bei
erniedrigten pH-Werten kdnnte eine Abspaltung der p-Methoxytritylgruppe cin-
treten. Diese Massnahme erwies sich auch beim Eindampfen von Losungen, dic
{MeOTr)ITq-Ta(Ac) (7) oder (MeOTr)IT4~T4 (9) enthielten, als vorteilhaft. Die durch
Chromatographie an DEAE-Sephadex gereinigten Dinucleosid-monophosphate 7
resp. 9 zeigten im Diinnschichtchromatogramm unbedeutende Spuren eines Stoffes,
der die p-Methoxytritylgruppe enthielt. Er liess sich weder durch Papierchromato-
graphie noch durch Papierelektrophorese in 0,05 Phosphatpuffer (pH 7,5) oder
0,05M Acetatpuffer (pH 3,5) entfernen. Seine Abtrennung von (MeOTr)IIs-Tq (9)
gelang schliesslich durch vorsichtiges Ausschiitteln zwischen Wasser und 2-Butanol,
die Abtrennung von (MeOTr)IJ4-T4(Ac) (7) durch Verteilen zwischen Wasser und
Chloroform. Die Charakterisierung dieses Stoffes war unméglich, da die gewonnenen
Mengen dusserst gering waren.

Variation der Temperatur bei der Kondensationsreaktion mit TPS ergab, dass
sowohl bei — 18° wie auch bei 23° das Edukt (Nucleosid 4) erst nach 4 Tagen ver-
braucht und das Endresultat praktisch dasselbe war,

Um die eventuelle Bildung von Nebenprodukten, die in reinem Pyridin ent-
stehen konnen, mdglichst auszuschalten {12] [15], wurde die Reaktion auch in
Dimethylsulfoxid (mit zehnfachem Uberschuss an Pyridin, bezogen auf (MeOTr)IT,)
durchgefiihrt. Auch nach 5 Tagen waren keine der Dinucleosid-monophosphate 7
resp. 9 nachweisbar.

Kondensation mit DCCI. Nach Literaturangaben werden tiir Zhnliche Reaktionen
Ausbeuten von 60-70%, (vgl. z.B. [3] [4] [6]), nach neueren Arbeiten bei Zugabe von
Pyridinium-Dowex-Ionenaustauscher bis iiber 90%, erzielt (vgl. z.B. [6] [12] [16]).
(Zur Funktion des Dowex, vgl. |6].)

Die Reaktanten wurden im Verhéltnis von (MeOTr) 7y (4)/pTa(Ac) (5) =1:1 bis
1:2; 4/DCCI = 1:5 bis 1:11 eingesetzt. Die Konzentration von Pyridin betrug 0,03



718 Hevuverica CHiMica AcTa — Vol. 58, Fasc. 3 (1975) — Nr. 83

bis 0,1M bezogen auf (MeOTr) 174 (4) (vgl Tab. 3). Dic Reaktionsdauer betrug6-10
Tage. Im Verlaufe der Reaktion war die Bildung von p-Methoxytritylgruppe-hal-
tigen Zwischen- bzw. Nebenprodukten festzustellen. Alle diese Stoffe, die 22-309,,
umgerechnet auf das cingesetzte Nucleosid 4, ausmachten, wanderten im Diinn-
schichtchromatogramm schneller als das Nucleosid 4. Nach der Hydrolyse des Reak-
tionsgemischs mit Wasser schien sich aus dicsen Nebenprodukten zum grossen Teil
das Edukt 4 zu bilden. Die Bemiihungen, sie in reiner Form zu isolieren, waren nicht
erfolgreich (Papierchromatographie, Dickschichtchromatographie), da alle unpolaten
Anteile des Gemischs von Dicyclohexylhamnstoff begleitet werden. Es ist wahrschein-
lich, dass (MeOTr) Il  (4) mit dem Kondcnsationsreagens unter Bildung labiler Ver-
bindungen reagiert, wie dies bereits in der Literatur bei analogen Reaktionen mit
natiirlichen Nucleosiden diskutiert worden ist [17]. Die Ausbeuten an Dinucleosid-
monophosphat 7 resp. 9 bewegen sich zwischen 61 und 699%,.

Eine Spaltung der glykosidischen Bindung wurde in Keinem dieser Versuche
festgestellt. Die Zugabe von Pyridinium-Dowex zum Reaktionsgemisch hatte keine
Erhshung der Ausbeute zur Folge.

4. Verhalten des Dinucleosid-monophosphats M3-Ta (11) gegeniiber Phos-
phoesterasen, — Das direkt oder durch Abspaltung der Schutzgruppen aus Dinu-
cleosid-monophosphat 7 resp. 9 gewonnene I74-Tq (11) wurde mit Hilfe von Phos-
phodiesterasen aus Milz resp. Schlangengift (von Russel’s Viper) charakterisiert.
Es wurden die in [10] beschriebenen Methoden verwendet. Die Anwesenheit von
eventuellen Phosphomonoesterasen in diesen Enzympriparaten wurde in parallelen
Versuchen durch Inkubation von pT4 unter gleichen Bedingungen gepritft. Dabei
wurde bei den verwendeten Priparaten der Milz-Phosphodiesterase keine und der
Schlangengift-Phosphodiesterase nur eine unbedeutende Aktivitit festgestellt. Der
Verlauf der Inkubationen wurde mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie ver-
folgt und die Reaktionsprodukte mittels Papierchromatographie getrennt. I74-Tq
(11) wurde mit Hilfe beider Enzyme vollstindig in IZsp (13) und T4 (1) resp. in ITg
(3) und pTq zerlegt, was zeigt, dass ausschliesslich die natiirlichen 3'-5"-Phospha-
diester-Bindungen vorhanden waren. Die bei der Trennung durch die Papierchro-
matographie erhaltenen UV.-absorbierenden Zonen wurden ausgeschnitten, zer-
kleinert und mit Wasser eluiert. Die Mengenverhiltnisse wurden durch Messen der
optischen Dichte bei 264 nm fiir Thymin enthaltende, resp. bei 302 nm fiir 2(1 H)-
Pyridon enthaltende Fragmente bestimmt. Das so erhaltene Verhidltnis pTqe/I7q
(Schlangengift-Phosphodiesterase) war 0,94, das Verhiltnis To/IIqp (Milz-Phospho-
diesterase) war 1,03, was beweist, dass das Verhiltnis der Basen in I75-T, (11) 1:1
betrigt. Rohes Schlangengift (aus Crotalus adamanteus), das hauptsichlich 5'-
Nucleotidase und Phosphodiesterase enthilt, spaltete JT3-Tq innert 30 Min. voll-
stindig zu I73 (3) und T4 (1) (zur Methodik vgl. [2]).

Sowohl das wihrend der Synthese von (MeOTr)II4-Tq (9) erhaltene Ta5'pp5'Ta
(12) wie auch das auf anderem Wege hergestellte Vergleichspriparat wurde erwar-
tungsgemiiss durch Schlangengift-Phosphodiesterase (aus Russel’s Viper) in pTq
gespalten. Milz-Phosphodiesterase war gegeniiber diesem Substrat ginzlich inaktiv.
Alkalische Phosphatase (aus E. cols) spaltete das Pyrophosphat 12 im Verlaufe von
30 Min. vollstidndig in Tq (1). Obwohl die Fihigkeit dieses Enzyms, Phosphatgruppen
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von unsymmetrischen Nucleosid-polyphosphaten z.B. von pppTq stufenweise abzu-
spalten, bekannt ist, ist seine Aktivitit gegeniiber symmetrischen Pyrophosphaten
unseres Wissens bisher nicht gepriift worden. Eine generelle Bestitigung dieser
Eigenschaften wiirde allerdings eine Reihe von Versuchen mit analogen Substraten
erfordern,

5. Synthese von 1-(3'-0-Phosphoryl-2’-desoxy-j-p-ribofuranosyl)-2(1H)-
pyridon (II;p, 13). - Um auch das Verhalten der 2(1 H)-Pyridon enthaltenden Nu-
cleoside in Phosphorylierungsreaktionen kennenzulernen, wurden die hergestellten
Dinucleosid-monophosphate mit g-Cyanoidthylphosphorsiure umgesctzt. Als Modell-
reaktion diente dabei zunichst dic Phosphorylierung von 74 (3) zum entsprechenden
3'-Phosphat, ITgp (13). Wiederum wurden die gebriuchlichsten Kondensationsmittel,
TPS und DCCI, miteinander verglichen.

Schema 3

[}

{MeQTr}—0 0 o® HO )
+ 0=||°—o—cn1cﬂz—cu ———
§
0

OH 0
0==p—0
4 69 13

Die Herstellung des Mononucleotids 13 wurde dhnlich wie von Tener fiir Tgp
beschrieben vorgenommen {18]. Zur Isolierung wurde jedoch nicht die Fillung mit
wiisserigem Athanol angewandt, sondern das Reaktionsgemisch wurde bei Verwen-
dung von DCCI als Kondensationsmittcl zuerst zwischen Wasser und Ather zur
Entfernung des Dicyclohexylharnstoffs, dann, nach der Abspaltung der p-Methoxy-
tritylgruppe, zwischen Wasser und Petrolither vertcilt. Beim Einsatz von TPS als
Kondensationsmittel wurde die Verteilung zwischen Wasser und Petrolither zur
Entfernung der unpolaren Anteile und nach Abspaltung der p-Methoxytritylgruppe
zwischen Wasser und 2-Butanol zur Entfernung von TPS vorgenommen. Das Mono-
nucleotid 13, das in der wisserigen Phase vorlag, wurde schliesslich chromatogra-
phisch an einer DEAE-Sephadex-Siule, unter Verwendung eines linearen Gradien-
ten von Ammoniumhydrogencarbonat oder papicrchromatographisch mit 2-Pro-
panol/Wasser/Ammoniak (25proz.) 7:2:1 als Fliessmittel, gereinigt.

Bei der Umsetzung in Gegenwart von TPS in Pyridin (0,03-0,5M, bezogen auf
das Nucleosid 4) wurden Nucleosid 4/f-Cyanoithylphosphorsiure/TPS im Verhiltnis
von 1:3:5 bis 6 eingesetzt. Nach 4 bis 5 Std. war praktisch kein Ausgangsmaterial 4
mehr vorhanden; es wurde keine nennenswerte Bildung von Nebenprodukten wahr-
genommen, Die Ausbeute an [1gp (13) betrug 82-869, (vgl. Tab. 3). Die Ausbeuten
ghnlicher Reaktionen sind in der gleichen Grossenordnung (70-889%,, vgl. z.B. [9]
[18]).

Wihrend sich ein doppelter Uberschuss an TPS im Verhiltnis zur Mcnge an
B-Cyanoithylphosphorsiure als geniigend erwies, wurden bei der Synthese in Gegen-
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wart von DCCI das Kondensationsmittel und g-Cyanoathylphosphorsiure im Ver-
héltnis von 3:1 cingesetzt (vgl. [4]). Die Reaktionsdauer betrug 24 Std.

Die im Vergleich zur ersten Methode etwas niedrigeren Ausbeuten von 71-75%,
(vgl. Tab, 3) gehen wohl in erster Linie auf die Bildung labiler Zwischenprodukte
zurtick, wie dies bereits bei der Herstellung von Dinucleosid-monophosphat 9 disku-
tiert worden ist (siche oben).

Bei keinem der Versuche zur Herstellung von [Tqp (13) wurden eine Spaltung der
glykosidischen Bindung beobachtet oder Produkte mit Pyrophosphatbindung fest-
gestellt (vgl. [4]). Zur enzymatischen Charakterisierung der Produkte dienten alka-
lische Phosphatase und rohes Schlangengift (aus Crotalus adamanieus). Das 3'-Phos-
phat I14p (13) wurde mit Hilfe der alkalischen Phosphatase innert 30 Min. vollstindig
in freies Nucleosid I/ (3) iibergefithrt. Das rohe Schlangengift liess das Nucleotid 13
nach 5 Std. Inkubation ginzlich intakt, wihrend dem die Nucleosid-5'-phosphate
pTq und pZZ, unter den gleichen Bedingungen bereits nach 30 Min. vollstindig ent-
phosphoryliert waren [2].

6. Synthese der in 3'-Stellung phosphorylierten Dinucleosid-monophosphate
(MeOTr);-Typ (14) und IT3-Typ (15). — Bei Verwendung von TPS als Konden-
sationsmittel wurden (MeOTr)II4-Ta (9), f-Cyanoithylphosphorsiure und TPS im
Verhiltnis von 1:3:10 eingesetzt. Die Losung war 0,04M an 9 und die Reak-
tionsdauer betrug 6 Std. Beim Aufarbeiten des Reaktionsgemischs wurde 2(1 H)-
Pyridon gefunden, was aunf Spaltung der glykosidischen Bindung deutet, eine kleine
Menge Ausgangsmaterial 9, ein p-methoxytrityl-haltiger Stoff, der dem bereits bei
der Synthese der Dinucleosid-monophosphate 7 und 9 erwihnten Nebenprodukt zu
entsprechen scheint, und cin betrichtlich polareres zweites Nebenprodukt mit sonst
gleichen Eigenschaften. Letzteres besitzt offenbar eine zusitzliche Phosphatgruppe.
Die Ausbeute an (MeOTr)ITo-Tqap (14) betrug 46%,.

Bei der Phosphorylierung mst Hilfe von DCCI in Pyridin (0,014-0,03M an Di-
nucleosid-monophosphat 9) fiihrte die Variation des Verhaltnisses von (MeQTr)I74-Tq
(9), B-Cyanoithylphosphorsiure und DCCI in den Grenzen 1:4-10:100-200 zu kei-
nen markanten Verdnderungen in der Zusammensetzung der Produkte oder der
Geschwindigkeit der Reaktion. Die optimale, aufgrund des Verschwindens des Aus-
gangsmaterials festgestellte Reaktionsdauer betrug 2 Tage. Nach dem Entfernen
der Schutzgruppen wurde fiir die Trennung der Produkte die Sdulen- oder Papier-
chromatographic benutzt. Eine Hydrolyse der glykosidischen Bindung war nicht
festzustellen. Die Ausbeute an IT¢-Tap (15) betrug 60-719, (vgl. Tab. 3). In der
Literatur werden fiir die Synthese von Desoxydinucleotiden vom Typ Ng~Ngp Aus-
beuten von 55-68%, angegeben (vgl. z.B. [4] [18]).

Weiter wurden 3-89, eines Stoffes gefunden, der die gleiche UV.-Absorption wie
IT¢-Ty (11) zeigt und sich auch im Diinnschichtchromatogramm und in der Papier-
chromatographie praktisch gleich wie 11 verhilt. Wihrend I74~Tq (11) an der DEAE-
Sephadex-Sdule bei einer 0,03 Konzentration von Ammoniumhydrogencarbonat
eluiert wird, erfordert die neue Substanz eine Konzentration von 0,075M Ammonium-
hydrogencarbonat. Sie liess sich mit Milz-Phosphodiesterase spalten, war aber
gegeniiber Schlangengift-Phosphodiesterase bestdndig. Hydrolyse mit Hilfe von
25proz. Ammoniak wéihrend 3 Tagen ergab das Dinucleotid 15. Aufgrund der ge-
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nannten Eigenschaften wird vermutet, dass es sich bei diesem Stoff um 16, d.h. um
IT4-Tap, das noch eine Dicyclohexylharnstoff-Gruppe trégt, handelt (vgl. [19]).

Ausserdem wurden 8-119, des Nucleotids plZq-Tqp (17) gefunden, das durch
Abspaltung der p-Methoxytritylgruppe aus (MeOTr) I74-Tq (9) oder (MeOTr)IIa-Tap
(14) wihrend der Reaktion und zusétzliche Phosphorylierung entstanden sein muss.
Der Strukturbeweis stiitzt sich auf das Verhalten bei der Chromatographie an der
DEAE-Sephadex-Siule sowie bei der Papier- und Diinnschichtchromatographie.
Die UV.-Absorption war gleich wie die des Dinucleosid-monophosphats 11. Die
alkalische Phosphatase lieferte quantitativ I7g-Tq (11), wihrend Inkubation mit
rohem Schlangengift 17 nicht verinderte.

Das tritylierte Dinucleotid (MeOTr)Hy-~Tap (14), ebenfalls ein wichtiges Zwischen-
produkt zur Synthese lingerer Oligonucleotide, kann aus dem Reaktionsgemisch
isoliert werden, wenn nach der Abspaltung der f-Cyanoiithylgruppe mit Ammoniak
auf die Essigsdure/Pyridin-Behandlung verzichtet wird. Ferner muss dem Reak-
tionsgemisch nach beendigter Kondensation eine kleine Menge Ammoniumhydrogen-
carbonat beigefiigt werden. Es sollte stets ein kleiner Uberschuss davon vorhanden

Schema 4
NC-CoH,-0POL°
(MeOTNTY,-T, (MeQTr)TT,-T,p T,~T,p
9 14 15
L o 0®
HO 0 i
HN-—C —N~——F=0 "
[+

0 0
o=p ——n—b—w
T le OH
0
20
16
NC-CH-0P03
(MeOTIT-T, ——e ———= TI,~T,(Ad) —= pll,-T,
9 18 19

sein, um ein Absinken des pH-Wertes und damit dic vorzeitige Hydrolyse der p-
Methoxytritylgruppe zu verhindern; schon die Aciditit des Dinucleotids 14 gentigt
zu ihrer vollstindigen Abspaltung. Unerwartete Schwierigkeiten traten bei der
Reinigung von (MeOTr)II¢-Tqp (14) auf einer DEAE-Sephadex-Sgule auf. Obwohl

46
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das Diinnschichtchromatogramm nach der Reaktion praktisch nur das Vorhanden-
sein des gewiinschten Dinucleotids 14 zeigte, konnten nach der Chromatographie an
DEAE-Sephadex bestenfalls 509, des Materials wieder zuriickgewonnen werden.
Auch hier scheint die Tritylgruppe dafiir verantwortlich zu sein, dass die Elution
der Verbindung von der Sdule nur mit Miihe erreicht werden kann (vgl. Diskussion).

Die enzymatische Charakterisierung des direkt oder durch Abspaltung der
p-Methoxytritylgruppe aus der Verbindung 14 bereiteten Dinucleotids I73-Tqp (15)
ergab folgende Resultate: Durch 30 Min. Inkubation mit alkalischer Phosphatase
wurde aus I74-Tqp (15) quantitativ I74-Tq (11) freigesetzt, das weiter wie oben
beschrieben enzymatisch abgebaut und charakterisiert wurde. Gegeniiber rohem
Schlangengift war das Nucleotid 15 wihrend 5 Std. bestindig, Milz-Phosphodiester-
ase spaltete das Nucleotid 15 in I74p (13) und Tqp. Diese Versuche bestitigen, dass
es sich bei der hergestellten Verbindung tatséchlich um I73-Tap (15) handelt.

7. Synthese des in 5’-Stellung phosphorylierten Dinucleotids pITg-Tq (19). -
Versuche, das Dinucleosid-monophosphat [7¢-Tq (11) durch Umsatz mit Phosphor-
sdure-bis-[2, 2, 2-trichlorithylester]-chlorid in 5'-Stellung zu phosphorylieren, fithrten
nicht zum gewiinschten Ergebnis, obwohl die Reaktion unter denselben Bedingungen,
wie sie fiir die Phosphorylierung von ITq (3) verwendet worden war, ausgefiihrt
wurde. Dort hatte sie zu guten Ergebnissen gefithrt [2]. Wiirde die Reaktion erfolg-
reich verlaufen, so wire der Schutz der 3'-Hydroxygruppe nicht nétig, denn das ein-
gesetzte Reagens ist ein selektives Phosphorylierungsmittel fiir die 5'-Hydroxy-
gruppe.

Es musste deshalb anders vorgegangen werden. Das tritylierte Dinucleosid-mono-
phosphat (MeOTr)II¢-Tqa (9) wurde mit Essigsdureanhydrid in 3’-Stellung acetyliert.
Anschliessend wurde zur Entfernung der p-Methoxytritylgruppe mit Eisessig/
Pyridin behandelt. Das so erhaltene Reaktionsgemisch wurde zwischen Wasser und
2-Butanol verteilt. Das rohe I74-Tq(Ac) (18), das durch Abdampfen der Wasserphase
und mehrmaliges Trocknen des festen Riickstands mit Pyridin gewonnen wurde,
wurde entweder direkt fiir die Phosphorylierung eingesetzt oder zuerst noch durch
Chromatographie an DEAE-Sephadex gereinigt.

Fiir die Phosphorylierung mit TPS in Pyridin (0,05M bezogen auf 18) wurden
IT4-Tq(Ac), f-Cyanodthylphosphorsiure und TPS im Verhdltnis 1:2-3:6 eingesetzt;
die Reaktionsdauer betrug 6 Std, Nach Entfernen der Acetyl- und §-Cyanoidthyl-
Gruppe mit Hilfe von 25proz. Ammoniak und Trennung an der DEAE-Sephadex-
Siule resultierten 22-279%, pIla-Tq (19) (vgl. Tab. 3).

Ferner wurden 21-239%, II4~Ty (11) (bezogen auf das eingesetzte Dinucleosid-
monophosphat 18), Thymidin-5'-phosphat und zwei Stoffe mit dhnlichen Eigen-
schaften, wie sie das bereits bei der Synthese der Dinucleosid-monophosphate erwihnte
Nebenprodukt aufwies, erhalten. Vermutlich ist bei ihnen eine Spaltung der glyko-
sidischen Bindung eingetreten (vgl. Diskussion). Die Inkubation dieser beiden Stoffe
mit rohem Schlangengift hatte die Freisetzung von Tq (1) innert 30 Min. zur Folge.
Die Spaitung verlief vollstindig. Gemiss der gefundenen Menge von Tq (mit Hilfe
der priparativen Papierchromatographie) machen diese Nebenprodukte ungefihr
309, der Ausbeute aus. Die im Diinnschichtchromatogramm schneller laufende Ver-
bindung erwies sich gegen alkalische Phosphatase vollstindig resistent, wihrend die
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langsamer laufende Verbindung unter diesen Bedingungen (30 Min. bei 37°) teil-
weise hydrolysiert wurde. Dieser Befund wére im Einklang mit der Annahme, dass
es sich um zwet dhnliche Substanzen handelt, wobei sich die polarere von der weniger
polaren nur durch eine zusitzliche Monophosphatgruppe unterscheidet.

Die Inkubation der im Diinnschichtchromatogramm schneller laufenden Ver-
bindung mit Schiangengift-phosphodiesterase ergab freies pTq, wobei die Reaktion
langsamer verlief als bei der Spaltung von ITq—Tq (11). Das zweite Spaltstiick, das
vermutlich die Elemente von TPS enthilt, konnte vorliufig nicht charakterisiert
werden.

Bei der Phosphorylierung mit DCCI in Pyridin (0,013-0,02M bezogen auf 18)
wurden IT4-Tq(Ac), B-Cyanoithyiphosphorsiure und DCCI im Verhdltnis von
1:5-7:100-250 (vgl. Tab. 3) eingesetzt; die Reaktionsdauer betrug 2-4 Tage. Nach
48 Std. war kein Ausgangsmaterial mehr nachzuweisen. Die Phosphorylierungen wur-
den sowohl mit rohem wie auch mit chromatographisch gereinigtem II¢-Tq(Ac) (18)
durchgefithrt, um festzustellen, ob die unterschiedliche Reinheit der Priparate den
Reaktionsverlauf beeinflusst. Nach der Kondensation wurden die Schutzgruppen
mit 25proz. Ammoniak entfernt und das Produkt mittels Sdulen- und Papierchro-
matographie gereinigt. Bei Verwendung von rohem IZ4-Tq(Ac) resultierten nach
48 Std. 489, an phosphoryliertem Produkt pIl4-Tq (19) und 47%, Ausgangsmaterial
(in der desacetylierten Form 11). Beim Einsatz von chromatographisch gereinigtem
I14—T4(Ac) steigt die Ausbeute an 19 auf 609, (zuriickgewonnenes Ausgangsmaterial:
329%,). Eine Spaltung der glykosidischen Bindung war nicht zu beobachten,

Als einziges weiteres Produkt, das in Mengen von 3,5-89%, auftrat, wurde ein
Stoff gefunden, der dhnliche Eigenschaften wie das Dinucleotid-Derivat 16 aufwies.
Er zeigte die gleiche UV.-Absorption wie JI3-Tq (11). Im Diinnschichtchromatogramm
und in der Papierchromatographie verhielt er sich gleichfalls sehr dhnlich wie das
Dinucleosid-monophosphat 11. Wihrend IT4-Tq (11) bei einer Konzentration von
0,03M Ammoniumhydrogencarbonat von der Siule eluiert wird, erforderte dieser
Stoff eine Konzentration von 0,085M Ammoniumhydrogencarbonat. Obwohl das
neue Nebenprodukt (20) praktisch dieselben Eigenschaften wie 16 hat, kann es sich
bei diesen zwei Substanzen nicht um ein und dicselbe Verbindung (z.B. um ein
Cyclodinucleotid {20]) handeln. Dies geht deutlich aus den enzymatischen Versuchen
hervor. Schiangengift-Phosphodiesterase spaltetc 20, wihrend es gegeniiber Milz-
Phosphodiesterase resistent ist; das Dinucleotid-Derivat 16 verhielt sich zu diesen
Enzymen genau umgekehrt. Beim Erhitzen mit ciner Mischung Eisessig/Pyridin 7:3
lieferte 20 das Nucleotid pII4~T4 (19). Vermutlicli handelt es sich bei 20 um cin dhn-
liches eine Dicyclohexylharnstoff-Gruppe tragendes Phosphomonoester-Derivat, wie
es von Khorana et al. bereits beschrieben worden ist [19],

Es ist nicht ganz klar, warum nach der Trennung des Reaktionsgemischs wieder
Dinucleosid-monophosphat 11, also entacetyliertes Ausgangsmaterial, vorhanden
ist, obwohl es wihrend der Reaktion scheinbar ganz aufgebraucht war. Der Grund
dafiir kénnte in der Bildung labiler Zwischenprodukte infolge einer Reaktion des
Kondensationsmittels mit I73~Tq(Ac) (18) liegen (vgl. [{17]). Die Moglichkeit, dass
wihrend einer verlingerten Reaktionsdauer mebr Ausgangsmaterial umgesetzt
werden konnte, bestitigte sich nicht. Nach 9 Tagen Reaktionsdauer war keine signi-
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fikante Anderung der Resultate zu beobachten; es bildete sich lediglich etwas mehr
Dinucleotid-Derivat 20.

Die enzymatische Charakterisierung von pIl4-Tq (19) ergab folgende Resultate:
Inkubation mit alkalischer Phosphatase hatte eine quantitative Bildung von [Ig-Tq4
(11) zur Folge, das weiter wie oben beschrieben enzymatisch abgebaut und charak-
terisiert wurde. Schlangengift-Phosphodiesterase spaltete das Dinucleotid 19 voll-
stindig in pTq und pll,. Inkubation von 19 mit rohem Schlangengift lieferte bereits
nach 5 Min. Tq (1) und 74 (3). Gleich verhielt sich unter diesen Bedingungen das
Dinucleosid-monophosphat 11, Diese Versuche bestdtigen, dass es sich bei der her-
gestellten Verbindung tatsichlich um pIZ¢-Tq4 (19) handelt,

8. Diskussion der Ergebnisse, ~ Ein Vergleich der Resultate zeigt, dass sich
von den drei untersuchten Kondensationsmitteln MS, TPS und DCCI eindeutig das
letztere am besten fiir die Synthese von Ifg-haltigen Oligonucleotiden eignet. Der
grosste Nachteil der beiden Sulfonylchloride — von denen TPS die besseren Ausbeu-
ten ergibt - ist, dass sie die glykosidische Bindung im Nucleosid 174 unter Bildung
von 2(1 H)-Pyridon spalten.

Die wichtigsten Nebenprodukte, die bei den Reaktionen in Gegenwart von MS
und TPS auftreten, haben dhnliche Eigenschaften. Bei der Sidulenchromatographie
und im Diinnschichtchromatogramm erscheinen sie praktisch an derselben Stelle.
Sie enthalten eine p-Methoxytritylgruppe und weisen Absorptionsmaxima bei 257
und 264 nm auf, Wahrscheinlich handelt es sich um ein sulfoniertes Dinucleosid-
monophosphat 9 bzw. 7 oder um ein gemischtes Anhydrid der 2,4,6-Triisopropyl-
benzolsulfonsiure und des Dinucleosid-monophosphats 9 resp. 7, wobei in diesen
Derivaten jeweils noch die 2(1H)-Pyridon-Base abgespalten worden ist. Die Ver-
mutung, dass es sich um ein Derivat ohne 2(1 H)-Pyridon-Base handelt, wird durch
die Beobachtung gestiitzt, dass der Stoff beim Erwirmen mit Eisessig/Pyridin 7:3
pTq freisetzt. Dies wire im Einklang mit dem in der Literatur beschriebenen Mecha-
nismus der sauren Spaltung der Nucleotide [3] [21], der durch den siurekatalysierten
Bruch der glykosidischen Bindung eingeleitet wird. Da aber das Essigsiure/Pyridin-
Gemisch nicht in der Lage ist, diesen ersten Schritt einzuleiten, muss angenommen
werden, dass in den erwdhnten Dinucleotid-Derivaten die 2(1 H)-Pyridon-Base be-
reits abgespalten war. Es ist nun auch ersichtlich, warum bei der Synthese von freiem
Dinucleosid-monophosphat 11 keine Verbindung mit dhnlichen Eigenschaften ge-
funden wurde. Bei dieser Reaktionsfolge werden die Schutzgruppen vor dem Auf-
trennen des Reaktionsgemischs entfernt. Dabei werden wihrend der Eisessig/
Pyridin-Behandlung die oben erwihnten Nebenprodukte gespalten. Das Nucleosid
(MeOTr) T4 (4) und das Dinucleosid-monophosphat (MeOTr)[lg-Tq (9) erwiesen sich
in weiteren Versuchen als bestindig gegeniiber TPS in Pyridin-Losung. Dadurch
kann ausgeschlossen werden, dass die Spaltung der glykosidischen Bindung wihrend
des Aufarbeitens geschieht, wie dies im Ialle des N-Benzoyladenosins vermutet
worden ist [22]. Die Bildung von Nebenprodukten und die Spaltung des Glykosids
vollziehen sich offenbar wihrend der eigentlichen Kondensationsreaktion.

Obwohl die Versuche mit DCCI zeitlich aufwendiger sind, erwies sich DCCI als
das giinstigste Kondensationsmittel fiir die Synthese der Dinucleosid-monophosphate
7, 9 und 11. Es liefert die besten Ausbeuten und fiihrte keine Spaltung der glykosi-
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dischen Bindung herbei. Ausserdem lisst es sich durch Verteilung zwischen Ather
und Wasser abtrennen, bevor das Reaktionsgemisch chromatographiert wird, was
beim Arbeiten mit TPS nicht mdglich ist. Weiterhin ldsst sich das Dinucleosid-
monophosphat 7 durch einfaches Auswaschen der nach der Ather-Extraktion ver-
bliebenen wisserigen Phase mit Chloroform in guter Reinheit gewinnen.

Auch bei den terminalen Phosphorylierungen erwics sich DCCI als das geeig-
netste Kondensationsmittel zur Synthese von Dinucleotiden, die 2{1H)-Pyridon
als Base enthalten. Bei Verwendung von TPS wurde wiederum die glykosidische
Bindung angegriffen und 2(1 H)-Pyridon freigesetzt. Erstaunlicherweise unterblieb
aber diese Abbaureaktion bei der Phosphorylierung des einfachen Nucleosids I7g.
Es wird daher vermutet, dass die Spaltung der glykosidischen Bindung durch die
nucleofugen Eigenschaften des pTy-Teils der Dinucleotide unterstiitzt wird.

Bei der Herstellung der Dinucleosid-monophosphate (MeOTr)JI4-T4 (9) und
IT¢-Tq (11) unter sonst gleichen Bedingungen fiel dic Ausbeute in dem Fall, wo die
tritylierte Verbindung 9 isoliert wurde, kleiner aus als bei der Isolierung des ent-
sprechenden ungeschiitzten Dinucleosid-monophosphats, ¢in Verhalten das bereits
vonr Weimann & Khorana [4)] in einem dhinlichen FFall beobachtet wurde. Der Haupt-
grund scheint im verschiedenen Verhalten der beiden Verbindungen bei der Chro-
matographie an DEAE-Cellulose zu liegen. Wihrend [J4-T4 (11) rasch eluiert wird
und in wenigen Fraktionen erscheint, verteilt sich (MeOQTr)[T4—T4 (9) auf viele Frak-
tionen. Die p-Methoxytritylgruppe bewirkt, dass 9 auf der Cellulose ~ dutch elektro-
statische Kriifte oder Adsorption ~ zuriickgehalten wird, Elution mit wisserigem
oder alkoholisch-wisserigem linearem Gradienten von Ammoniumhydrogencarbonat
dndert nichts. Dieses Adsorptionsphinomen wurde auch schon zur groben Auftren-
nung von Reaktionsgemischen an «Tritylcellulose» verwendet. Bei diesem Verfahren
werden zuerst alle Stoffe, die keine p-Methoxytritylgruppen enthalten, eluiert, und
dann durch drastische Erh6hung des Athanol-Gehalts des Elutionsgradienten die
tritylierten Verbindungen ausgewaschen [23].

Von Glaser et al. [24] wurde vor kurzem iiber die Synthese von Oligonucleotiden,
welche die unnatiirliche 2(1H)-Pyridon-Base enthalten, berichtet. Jene Versuche
wurden mit Hilfe der Festphasensynthese unter Verwendung eines makropordsen
Trégers durchgeftihrt. Der Vergleich der beiden Methoden zeigt, dass in diesem Fall
die klassische Kondensation in Lasung, beziiglich der Ausbcuten, der Synthese an
einem festen Triger iiberlegen ist (vgl. Tab. 2).

Tabelle 2. Vergleich von I'estphasensynthese und Synthese in Lisung

Produkt Optimale Ausbeate in %,
YFestphasensynthesc Synthese in Losung
Tg-Ta (10) 73 83
I14-Tq (11) 49 694)
Ilap (13) 51 86
1a-Tqp (15} 47 71

3) als (MeOT1)II4-Ta isoliert
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Wihrend beim Arbeiten in Ldsung DCCI das beste Kondensationsmittel zu sein
scheint, erwies sich bei der Festphasensynthese MS als das giinstigste. Dies kdnnte
dadurch erklirt werden, dass die volumindsen Verbindungen (TPS, DCCI) aus
sterischen Griinden schlechter in den festen Tréger cindringen und deshalb die Reak-
tionszentren der Reaktanten nicht so gut aktivieren konnen. Bei Verwendung von
TPS bzw. MS bei der Synthese in Losung wird die kleinere Ausbeute durch die
Spaltung der glykosidischen Bindung zwischen Zucker und 2(1H)-Pyridon bzw.
durch Sulfonierung des Ausgangsmaterials verursacht. Ob diese Spaltung auch bef
der Festphasensynthese cintritt, ist nicht bekannt, weil die Waschldsungen, die das
2(1 H)-Pyridon enthalten hitten, nicht untersucht wurden.

Das Behandeln der Nucleotide, welche 2(1 H)-Pyridon als Base enthalten, mit
80proz. wiisseriger Essigsidure bei 100° fiihrte sowohl in Losung als auch bei der Fest-
phasensynthese [24] zur vollstindigen Spaltung der glykosidischen Bindung. Diese
Methode wurde jedoch normalerweise bei Thymidin-Oligonucleotiden zur Ablésung
von polymeren Trigern, die die p-Methoxytritylgruppe enthalten, wie auch zur
Entfernung dieser Schutzgruppe aus den Nucleotiden in Losung, angewendet. Der
Bruch der glykosidischen Bindung kann verhindert werden, wenn anstelle von
80proz. Essigsdure das Gemisch Eisessig/Pyridin 7:3 zur Abspaltung der $-Methoxy-
tritylgruppe verwendet wird (vgl. auch [24]).

‘Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Fovdevung der wissenschafilichen Forschung
(Projekte No, 2.48.68, 2.460.71 und 2.675.72) fur die gewithrte Unterstatzung.

Anmevkung bei dey Kovrektur: Neucre Versuche in unserem Laboratorium [25] haben gezeigt,
dass diese Mcthode die glykosidische Bindung in Purinderivaten angreift, dass aber bei der
schonenderen Behandlung mit 80proz. Essigsdure bei 23° (26] auch dio glykosidische Bindung
in T4 stabil ist,

Experimenteller Teil

1. Aligemeines. — Iir dic allgemeinen Arbeitsmethoden siehe [17 [24].

Anderungen und Erginzungen: NMR.-Spekiven wurden mit einem Variun-A-60- oder
EM-360-Spektrometer it Spektrallaboratorium unseres Instituts (K. Aegerier) aufgenommen. --
Zur analytischen Papierchromatographie diente Papier Whatman No. 1, bei der priparativen Papier-
chromatographic Papier Wkatman No. 3 und No. 3MM, und zur Elektrophorese warde Whatman
No. 3 verwendet. — Fliessmittel (vjv): A): 2-Propanol/H,Ofkonz. Ammoniak 7:2:1; B): 1-Buta-
nol/Eisessig/H,0 5:2:3; C): Ameisensiure/Benzol/Methanol 1:5:4; D): Athanol/lm wisscriges
Ammoniumacctat 7:3; E): 2-Propanol{H,Ofkonz. Ammoniak 5,5:3,5:1; F): Mcthylenchlorid/
Methanol 94:6; G): Benzol/Tetrahydrofuran 4:1; H): Methylenchlorid/Methanol 9:1; I} : £&-Butyl-
alkohol/Methylathylketon/H,O/konz. Ammoniak 4:3:2:1; J): 1-Butanol/HyOfkonz. Ammoniak
85:10:5; K): Athanol/lm wisseriges Ammoniumacetat 9:1; 1): 1-Propanol/H,;0/konz. Ammo-
niak 6:1:3. — Fitr dic terminalen Phosphorylierungen wurde eine 1u Stammlésung von f-Cyano-
dthylphosphorsiare (Pyridiniumsalz) in Pyridin hergestellt und verwendet [10). Zum Einsatz kam
der jeweilige Eindampfriickstand eines angegebenen Volumens dieser Losung, der durch 3maliges
Eindampfen seincr 1.8sung in je einem mehrfachen Volumen Pyridin jewcils vorgetrocknet wurde.

5°-0-Monomethoxytritylthymidin (MeOTr) Ty, 2) aus Tq (1) wurde nach der von Falk & Tamm
{10] beschricbencn Methode hergestellt. Nach Ausfdllen des Rohprodukts aus Cyclohexan wurde
es aus Ather umkristallisiort und ergab farblosc Nadeln, die im DC. (Fliessmiitel F) einheitlich
waren und gleich wie cin authentisches Material liefen. Smp. 128-129°; ¢ = 10300 (264 nm).

3'-0-Acetyithymidin-5'-phosphat(p Ta(Ac), 8) (Pyridiniumsalz) worde durch Acetylierung von
pTa mit Essigsiureanhydrid nach [3] erhalten. Das Rohproduki wurde in 1 ml abs. Pyridin
gelost und durch vorsichtiges Eintropfen in trockencn Ather ausgefilit. Das Irodukt war im DC.
(Fliessmittel B und D) einheitlich. Es zeigte in wisscriger I.6sung ein UV.-Maximum bei 264 nin,
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7-(2'-Desoxy-B-p-ribofuranosyl)-2(1H)-pyridon(I1y, 3) wurde nach dem Verfahren von Séquin &
T'amm [2] hergestellt. Nach Entfernen der Schutzgruppen wurden durch Einengen des Gemisches
ans Mecthylenchlorid (das 109 Methanol enthielt)/Aceton 1:20 Kristalle vom Smp. 116.-117°
erhalten.

Ensymversuche wurden mit «rohem» Schlangengift von Crotalus adamanteus (F. G. Celo,
D-6660 Zweibriicken) nach {23, mit Milz-Phosphodiesterase (von Nuirional Biochemicals Corpora~
tion) nach [10], mit Schlangengift-Phosphodiesterase (Russel’s Viper, B-Grade, Calbiochem.)
ebenfalls nach {10], und mit alkalischer Phosphatasc (Escherichia coli) (EC 3.1.3.1., Worthingion
Biochemical Corporation, Frechold, N.J.) nach (2] durchgefohrt.

Die Basenverhditnisse wurden wic folgt bestimmt : Das untersuchte Nucleotid bzw. Dinucleosid-
monophosphat wurde mit dem jeweiligen Enzym inkubiert. Das gesamte lnkubationsgemisch
wurde papierchromatographisch in einzelne Komponenten getrennt, Die UV.-ahsorbiercnden
Zonen, die den einzelnen Komponenten entsprechen, wurden herausgeschnitten, zerkleinert und
mit H,O eluiert. Die Berechnung der Basenverhidltnissc erfolgte durch Messen und Vergleichen
der UV.-Absorption der einzelnen Komponenten.

2. T35'pp5'Tq (12) aus pTy(Ac) (5). — Die Synthese wurde in Ahnlicher Weise durch-
gefithrt wic bei Khovana [13] und Tener [20] beschrieben: Einc Losung von 5,2 mg (0,01 mmol)
pTa(Ac) in 0,2 ml Pyridin, das 0,01 m! (0,043 mmol) Tri-n-butylamin enthielt, wurde mit 28 mg
(0,14 mmol) DCCI und 20 Std. bei 23° stehengelassen. Ilierauf wurde mit 0,5 ml Wasser wihrend
24 Std. und zur Entacetylierung mit 5 ml 128 Ammoniak 20 Std. stebengelassen. Es resultierte
praktisch ein einziges Produkt, das zwischen 40 ml Wasser und 30 ml 2-Butanol verteilt wurde.
Die wisserige Phase wurde weiter mit Hilfe der prip. Papierchromatographie (Whatman No. 3,
Fliessmittel K) gereinigt,

3. 1-(5'-O-Monomethoxytrityl-2’'- desoxy- 8-D-ribofuranosyl)-2(1H)-pyridon ({(Me-
OTr)I,, 4) aus Il (3). ~ Eine Losung von 0,35 g (1,66 mmol) I7q4 und 0,65 g (2,1 mmeol)
Monomecthoxytritylchlorid wurde in trockenem Pyridin gelést und zur Trockne eingedampft.
Nach Zugabe von 5 ml trockenem Pyridin wurde das Gemisch 12 Std, im Dunkeln in verschlos-
senem Gefiss stehengelassen, anschliessend wurde mit 0,5 m) Mcthylalkohol wabrend 2 Std. ver-
setzt, dann eingedampft und der Riickstand zwischen 30 mi Mcthylenchlorid und 30 ml Wasser
verteilt. Die Methylenchloridldsung wurde 2mal mit 10 m) Wasscr extrahiert und diese ibrerseits
mit 5 m) Methylenchlorid gewaschen. Dic vereinigten Methylenchloridphasen wurden mit Natrium-
sulfat getrocknet. Nach DC. (Fliessmittel ¥) enthiclt dic Wasscrphase kein Ausgangsmaterial.,
Die Methylenchloridphase enthielt ausser p-Mcthoxytriatylalkoho! und wenig Pyridin nur das
Nucleosid 4. Das gelbe O1, das nach dem Eindampfen der Methylenchloridlésung resultierte, wurde
chromatographisch anf einer Kieselgel-Siule (48 x 4,1 cm) 250 g Kieselgel) gereinigt. Die Elution
erfolgte mittels Methylenchlorid mit einem steigenden Gehalt an Methanol, Es wurden Fraktionen
zu je 250 ml entnomrmen. — Frakt. 1-28 (0,5-2,5% Methanol) ergaben p-Methoxytritylalkohol,
evtl. p-Methoxytrityl-methylither und cine kleine Menge Pyridin. - Frakt. 29-33 (2,5-39%
Methanol) ergaben das Nucleosid 4 und cinc unbedeutende Menge p-Methoxytritylalkohol als
gelbes Ol, das in trockenem Ather geltst und auf —70° abgekilhlt warde. Nach Zugabe cincs
grossen Uberschusses an Petrolither resulticrte ein fester Stoff, der filtriert und wicder mit
Petroliather gut gewaschen wurde. Die erhaltenen farblosen Flocken wurden im Exsikkator iiber
P,0; getrocknet. Das Nucleosid 4 war im DC. (Flicssmittel F) cinheitlich. Die Ausbeute von
(McOTr)IIa (4) betrug 708 mg (88,5%), Smp. 76-78°, (nach Trocknen wihrend 14 Std. bei 23°
und 0,07 Torr). — UV. (Athanol) : 230 (19900), 276 (3910) (Schulter), 284 (4960), 303 (6560) nm (¢). —
IR. {KBr): u.a. Banden bei 3380 (3-OH) und 1650 ecm™t (C--Q des Pyridonrings); 1600, 1500 ond
1440 cm~! (Phenyl); die Bande bei 3190 cm~! (5-OH) ist verschwunden. ~ 60-MHz-NME.
({CDy),50) (vgl. Fig.): 7,82, m, 1 H an C(6}; 7,37, m, 10 H aromat. + 1 HanC(4); 7,1, AA’BS’,
4 11 aromat., p-Methoxyphenyl; 6,40, m, 2H an C(3), C(1"); 6,05, ¢, 1 H an C(5), f = 7 liz;
5,33, d, mit D40 austauschbar, OH an C(3'), J == 4 Hz; 4,33, m, 1 H an C(3’); 4,00, », 1 H an
C(4’); 3,73, 5, 3 H an —OCHj; 3,29, m, 2 H an C(5") (teilweise verdeckt durch Signal von HDO bei
3,33); 2,6-1,9, m, 2 H an C(2').

CyHgNO, Ber. C74.52 H 605 N290 016.54%
(483.56)  Gef. ,, 7430 ,, 6,14 ,, 3,00 , 16419
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Zur weiteren Charakterisierung wurde bei einer Probe von (MeOTr)lZg (4) die p-Methoxy-
tritylgruppe abgespalten. 5 mg 4 wurden in 0,5 ml des Gemischs von Eisessig/Pyridin 7:3 gelést
und wihrend 30 Min. anf 100° erwérmt, danach zor Trockne eingedampft. Der p-Methoxytrityl-
alkohol wurde mit Ather extrahiert. Das DC. (Fliessmittcl H) zeigte, dass das Nucleosid 4 ginz-
lich in IT4 (3) Gbergefiihrt worden war.

4. Tg-Tq (10) aus (MeOTr)T; (2) und pTy(Ac) (5). - 257 mg (0,5 mmol) (MeOTr)Tq
(2) und 287 mg (0,55 mmol) pTafAc) (5) wurden zur Trocknung 3mal in je 5 m] Pyridin geltst und
die Lésung eingedampft, der Riickstand in 3 ml Pyridin gel®st, mit 920 mg (3 mmol) TPS versetzt,
nach 6 Std. Stehen mit 3 ml Wasser unter Eiskithlung versetzt, und 24 Std, bei 23° stehen-
gelassen. Nach Zusatz von 30 ml 25proz. Ammoniak wurde nochmals 24 Std. bei 23° stehengelas-
sen (Entfernung der Acetylgruppe aus 6).

Das Gemisch wnrde dann zwischen 100 ml Wasser und 50 mi Petrolither verteilt. Der Petrol-
&therextrakt enthielt 20 ODgy,,-Einheiten von (MeOTr)Ty (2). Nach Eindampfen der wisserigen
Phase wurde der trockene Riickstand in 20 ml Eisessig/Pyridin 7.3 aufgenommen und wihrend
30 Min, auf 100° exwirmt (Entfernong der p-Methoxytritylgruppe ans 8). Dann wurde wieder
cingedampft, der Riickstand ir 100 ml Wasser geldst und Zmal mit 50 mi 2-Butanol extrahiert.
Die organische Phase wurde zur Trockne eingedampit; der Riickstand, der TPS, p-Mcthoxy-
tritylalkohol und geringe Spuren von nucleotidischem Material enthielt, wurde nochmals in 50 ml
Wasser geldst und zur vollstindigen Abtrennung von 10 mit 100 ml 1-Butanol extrahiert.

Die vercinigten wiisserigen Phasen wurden auf einec DEAE-Sephadex-Siule (1 x 95 cm),
Hydrogencarbonatform, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefdss: 2 1 HyO, Vorratsgefiss: 2 1
0,1 NHHCO,; Fraktionengrdsse: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 mi/Min.

Fraktion Gradient ODyyy-Einheiten  Ausbeute in % Substanz
Nr. »M NH,HCO, bezogen auf einge-
% = setztes (MeOTr) Ty (2)
40-50 0,021-0,03 350 39 Ta-Ta (10)
(ein wenig
verunreinigt)
51-62 0,030,035 6600 73.3 Ta-Tq (10)
63-75 0,035~0,041 550 6,1 Ta-Tq (10)
(ein wenig TPS)
110-140 0,065~0,08 1500 PTa

Das aus den Fraktionen Nr. 40--50 und 63-75 erhaltene Material wurde noch weiter papier-
chromatographisch (Whatman No, 3MM, Fliessmittcl 1.) gereinigt. Es wurden dadurch weitere
9,8%, (880 ODgy-Einheiten) gewonnen. Die gesamte Ausbeute an Tq-Tq (10) betrug 83,1%,. Das
auf diese Weise bereitete Ty-Tq war nach Papierchromatogramm (Fliessmittel L) und im DC.
{Fliegsmittel A) praktisch rein. Es wurde in Wasser geldst und lyophilisiert, worauf Tq-Tq als
farbloses Pulver resultierte. Durch Milz-Phosphodiestcrase wurde es vollstindig in Tap und T,
durch Schlangengift-Phosphodiesterase ebenfalls vollstindig in Ty und pTq gespalten.

5. I3-'Tq (11) aus (MeOTr)II3 (4) und pTy(Ac) (5). — 100 ODgys-Einheiten (0,017 mmol,
7,5 mg) (MeQTr)IIy (4) und @ mg (0,017 mmol) pTa(Ac) (5) wurden 3mal durch Eindampfen
der Lésung in je 3 ml Pyridin getrocknet, Darauf wurden 30 mg (0,1 mmol) TPS hinzugefiigt, das
Gemisch mit 0,5 ml trockenem Pyndin versetzt und 6 Std. im Dunkeln stehengelassen. Hierauf
wurde unter Kahlen mit Eis 0,5 ml Wasser zugegeben und 14 Std. bei 23° stehengelassen, dann mit
10 ml 25proz, Ammeoniak versetzt und nochmals wibrend 24 Std. bei 23° stehengelassen (Entfer-
nen der Acetylgruppe aus 7). Nach Eindampfen zur Trockne wutde der Rickstand zwischen
50 ml Wasser und 30 ml Petrolither verteilt. Der Petrolitherextrakt enthielt 2 ODgyyy-Einbeiten
des Ausgangsmaterials (MeOTr)I]4 (4). Die Entfernung der p-Methoxytritylgruppe aus 9 und die
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Verteilung zwischen Wasser und 2-Butanol, bzw. 1-Butanol, wurde wie bei 4, beschrieben vor-
genommen.

Die vereinigten wisserigen Phasen, 65 ODgy,-Einheiten enthaltend, wurden auf eine DEAE-
Sephadex-Siule (1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefiss:
21 H,0, Vorratsgefass: 2 10,075 NH,HCO,; Fraktionengrdsse: 24 ml; Durchflussgeschwindig-
keit: 1,6 m!/Min,

Fraktion Gradient ODyys-Einheiten  Ausbeute in %, Substanz
Nr. »M NH HCO, bezogen auf
X = eingesctztes
(McOTr)I74 (4)
1-3 0,00 7 7-8 2(1 H)-Pyridon
2229 0,010,015 4 4 I14-Tq (11)

(ein wenig TPS)
30-38 0.015-0,017 54 59 ITa-Tq (11)

Das Dinucleosid-monophosphat 11 war nach Papierchromatogramm (Fliessmittel K und L)
und im DC. (Fliessmittel A und B, resp. C, E, I, J) einheitlich. MiJz-Phosphodiesterase spaltet 11
vollstindig in ITap (13) und Tg4 (1), Schiangengiit-Phosphodiesterase chenfalls vollstindig in 11y
und pTa. I14-Tq zeigte im UV, Maxima bei 264 und 303 nm. Die Ausbeute an I7y4-Ty (11) war 639%,.

6. (MeOTH)II4-Tg (9) aus (MeOTr)Ily (4) und pTya(Ac) (8). ~ 6.1. Mit MS: 656
ODgpy-Einheiten (0,1 mmol, 48,3 mg) (MeOTr)I14 (4) und 52,2 mg (0,1 mmol) pTa(Ac) (5) wurden
3mal in je 3 mi trockenem Pyridin gelést, die Losung im RV. cingedampft und 4 Std. im Hoch-
vakuum bei 25°/0,07 Torr getrocknet, Hierauf wurden unter Feuchtigkeitsausschiuss 127 mg
(0,57 mmol) MS zugegeben und in 1 ml Pyridin gelost. Das Gemisch wurde 6 Std. in cinem ver-
schlossenen, lichtgeschiitzten Kolben bei 23° stehengelassen. Nach Zugabe von 1,2 ml Wasser
unter Eiskiihlung wurde bei 0° 24 Std. stchengelassen und nach Zugabe einer kleinen Menge
Ammoniumhydrogencarbonat zur Trockne eingcdampft. Das Gemisch wurde 3mal mit 20 ml
Benzol avsgezogen. Die Benzol-Phasen enthielten 110 ODy-Einhciten, meist in Form cines
sulfonierten Produktes, von (MeOTr)Ily.

" Der nach der Benzolextraktion verbliebene Riickstand wurde in Wasser aufgecnommen und
auf eine DEAE-Cellulose-Saule (35 x 4 cm), Hydrogenearbonatform, gegeben. Elutionsgradient:
Mischgefiiss: 2 1 HyO, Votratsgefiss: 21 0,2m NH,HCO,; Fraktionengrésse: 18 ml; Durchfluss-
geschwindigkeit: 0,7 ml/Min.

Das Dinucleosid-monophosphat 7 befand sich in den Fraktionen Nr. 163-233, die mit einem
Gradienten von 0,15-0,2u Ammoniumhydrogencarbonat eluicrt wurden. Die I‘raktionen Nr,
163200 enthiclten ausser 7 auch pTq(Ac) (5) und klcine Mengen undefinjerter Vernnreinigungen.

Die (MeOTr)fl¢-Ta(Ac) (7) enthaltenden Fraktionen wurden cingedampft und durch Le-
handeln mit 10 ml 25proz. Ammoniak 24 Std. bei 23° in (MeOT¥)IIg-Tq (9) tibergeithrt. Nach
Eindampfen wurde der Riickstand in 50 ml Wasser aufgenommen, 3mal mit 30 ml 1-Butanol
ausgeschuttelt, die organische Phase 2mal mit je 3 ml Wasser zuriickgewaschen. Die whsserigen
Phasen enthielten hauptsichlich pT,, wihrend ans den 1-Butanol-Phasen das Produkt (MeOTr)-
IT4-Tq (9) in einer Ausbeute von 31,19, gewonnen wurde (204 ODgy,-Einheiten).

6.2, Mit TPS. 237,5 mg (0,49 mmol, 3225 ODyy-Einheiten) (MeOTr)I/y (4) und 261 myg
(0,5 mmol) pTa(Ac) (5) wurden 4mal durch Eindampfen der Lésung in je 10 ml Pyridin ge-
trocknet, Nach Zugabe von 750 mg (2,5 mmol) TPS wurde mit 5 ml Pyridin versetzt und 6 Std.
im Dunkeln und unter Feuchtigkeitsauschluss stehengelassen. Hierauf wurden unter Eiskohlung
5 ml Wasser zugegeben, 14 Std. bei 23° stechengelasscn, dann mit 60 ml 25proz. Ammoniak versetzt
und nochmals wiahrend 24 Std. bei 23° stehengelassen (Entfernung der Acetylgruppe aus 7).
Schliesslich wurde nach Zugabe von Ammoniumhydrogeticarbonat zur Trockne cingedampit, der
Ruckstand 4mal in Wasser suspendiert und zentrifugiert. Die tiberstehonde Fliissigkeit wurde
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gesammclt und auf eine DEAE-Sephadex-Siule aufgetragen. Der feste Riickstand enthielt kein
Dinucleosid-monophosphat 9 mehr; er bestand aus TPS und enthielt 59, des eingesetzten
(MeOTr)Ila (4) (gemiss gefundenen ODgy,-Einheiten). — DEAEL-Sepbadex-Siule (1 x 35 em),
Hydrogencarbonatiorm. Elutionsgradient : Mischgefiss: 31H,0, Vorratsgefass: 310,3m NH,HCO,;
zusitzlich: Mischgefdss: 1,2510,3m NH,HCO,, Vorratsgefdss: 1,2519,45u NH,HCO,; Fraktionen-
gréssc: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min.

Fraktion Gradient ODgy,-Einheiten Ausbeute in' 9 Substanz
Nr. xM NH,HCO,4 bezogen anf einge-
¥ = setztes (MeOTr)I14 (4)
1-6 0,00 521 16 2(1H)-Pyridon
94-110 0,11-0,1.2 5 pTa

111-120 012-0,13 2 Ta5' pp5 Ta (12)

121-360 0,13-0,44 1758 54,5 (MeOTr)14-Tq
(9) + geringe
Verunreinigungen

Das Dinucleosid-monophosphai 9 aus den Fraktionen Nr. 121-360 wurde in 50 ml Wasser
gel6st und schr vorsichtig 3mal mit 50 ml 2-Butanol ausgeschiitielt. Die organischen Phasen wurden
4mal mit 5 m] Wasser gewaschen und die wisserigen Losungen 2mal mit je 2 ml 2-Butanol zuriick-
gewaschen. Die vereinigten wisserigen Phasen cnthiclten pTq und Ta5pp5Tq (12) (in sehr
klcinen Mengen) neben Verunreinigungen, die im DC, beim Test fiir p-Methoxytritylgruppe-
haltige Stoffe sichtbar waren, sowie geringe Mengen Dinucleosid-monophosphat 9. Die vereinigten
Butanol-Phasen, die das (MeOTr)14-Tg (9) enthiclten, wurden zur Trockne cingedampft und ans
Wasser lyophilisiert. 1)ie Ausbeute an (MeOTr)I14-Tq (9) war 549%,.

6.3. Mit DCCT. 286 ODgys-Einheiten (0,044 mmol, 21 mg) (McOTr)I7, (4) und 52 mg (0,1 mmol)
pTa{Ac) {8) wurden 3mal durch Eindampfen der Lésung in je 2 ml DPyridin getrocknct. Das
Gemisch warde in 1 ml Pyridin gelést, unter Ausschluss von Fecuchtigkeit mit 100 mg (0,5 mmol}
DCCI vorsetzt und wihrend 6 Tagen im Dunkeln bei 23° gerithrt. Nach Stehen mit 1 ml Wasser
(das unter Eiskithlung zugegeben wurde) wihrend 16 Sid. bei 23° wurden 5 ml Wasser[Pyridin 1:1
zugegeben und das Gemisch filtriert. Der Ruckstand (hauptsichlich Dicyclohexylharnstoff)
wurde noch 3mal mit 5 ml des gleichen Gemischs ausgewaschen. Das so gewonnene Filtrat wurde
3mal mit je 30 ml Ather ausgeschiittelt und die dtherischen Phasen 3mal mit 3 ml Wasscr ge-
waschen. Die organischen Phasen enthielten 229, (63 ODg,,-Einhciten) der Absorption des cin-
gesctzten (MeOTr)lly (4). Die wisserige Phase wurde 3mal mit 30 ml 2-Butanol aunsgeschittelt
und die organischen Phasen 2mal mit 3 ml Wasser zurtickgewaschen. Die vereinigten wisscrigen
Phasen enthielten pTq(Ac) (5) und T¢5’pp5’Ta (12). Die organischen Phascn wurden eingedampft,
der Riickstand in 10 ml Wasser aufgecnommen nnd 6mal mit 20 ml Chloroform extrahiert. Die
wisserige Phase enthielt die restlichen Verunreinigungen, wihrend die Chloroformphase neben
einer klcinen Mengc nicht-nucleosidischen Materials praktisch nur das Dinucleosid-monophosphat
7 enthielt.

Fraktion Gradient ODyp5- Aunsbeute in %, Substanz
Nr. » M NH,HCO, Einheiten bezogen auf eingesctztes
x= (McOTr)1I4 (4)
28-90 0,048-0,156 192 67,1 {(MeQTr)15-Ta(Ac) (7)
91-100 0,156-0,172 9 3,2 (MeQTr)IIa-Ta(Ac) (7)

+ Spur p-Methoxy
trityl-haltiger
Verunreinigung
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Die vereinigten Chloroformphasen, die 213 OD,., Einheiten enthielten, wurden zur Trockne
cingedampft, der Ritckstand in Wasser gelést und auf cine DEAE-Sephadex-Siule (1 x 35 em),
Hydrogencarbonatform, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefass: 2 1 HyQ; Vorratsgefiss: 2 1
0,3 NH,HCO,; Fraktionengrasse: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min,

Die Fraktioncn Nr. 91-100 wurden durch Verteilen zwischen Wasser und Chlotoform ge-
reinigt. Das Dinucleosid-monophosphat 7 befand sich in der Chloroformphase, wihrend die Vet-
unreinigung und das Dinucleosid-monophosphat (MeOQTr)ITa- Ty (9), das sich durch Abspalten der
Acetylgruppe ans dem Dinucleosid-monophosphat 7 wihrend des Aufarbeitens gebildet hatte,
in der Wasserphase verblieben. Das verwendete Chloroform muss sehr rein scin, da sonst einc
uncrwilnschte Abspaltung der p-Methoxytritylgruppe cintreten kann. Die Ausbeute an (MeOTy)-
ITy-Ta(Ac) (7) war 699%,, Das Dinucleosid-monaphosphat 7 wyrde durch Behandeln mit 25proz.
Ammoniak wihrend 24 Std. bei 23° vollstindig in (MeO'I'r)JTq-Tq (9) tbergefithrt.

Es wurde auch versucht, Dinucleosid-monophosphat 9 unter Zusatz von Pyridinium-Dowex
herzustellen. Dazu wurde wie oben beschricben vorgegangen, mit dem Unterschied, dass zum
Reaktionsgemisch am Anfang zusitzlich Pyridinium-Dowex 50 gegeben wurde. Unter diesen
Bedingungen betrugen die Ausbeuten an 9 56-619%,. - Das Reaktionsprodukt (McOTr)J1a-Ta (9)
wies UV.-Maxima beij 303 und 264 nm auf, enthielt vine p-Methoxytritylgruppe und verhielt sich
einheitlich bei der Papierchromatographie (l'licssmittel A und K) und im DC. (Flicssmittel A
und I resp. J).

6.4. Versuch mit T PS und (CH,),S0 als Lisungsmiitel. 24,2 mg (0,05 mmol) (McOTr)I14 (4) und
26,2 mg (0,05 mmol) pT4(Ac) (5) wurden 3mal durch Eindampfen der [dsungin je 3 ml Pyridin
getrocknet, 75 mg (0,25 mmol) TPS zugefugt und in 3 ml Dimethylsulfoxid, 0,5 mmol Pyridin
enthaltend, gelost. Nach 5 Tagen war (MeO)Tr)I14 (4) noch ginzlich unverdndert.

7. I3-Ty (11) aus (MeOTr)II3-Ty (9). — 70 ODyy,-Linheiten (8,5 mg) 9 wurden mit 5 ml
Eisessig/Pyridin 7:3 wahrend 30 Min. auf 100° erwirmt und hicrauf wiederholt bis zum Ver-
schwinden des Essigsduregeruchs mit Wasser eingedampft. Der Rickstand wurde in 30 ml
Wasser aufgenommen und 2mal mit 10 ml Petroldther extrahiert zur Entfernung des p-Methoxy-
tritylalkohols. Nach DC. (Fliessmittel A) waren II4-Tq (11) und geringe Mcngen von nicht-
umgesctztem 9 vorhanden. Die Tremnung wurde an der DEAE-Sephadex-Sinle (1 X 60 cm)
vorgenommen., Der Gradient war 11 Wasser und 110,05m NH,11CO,; die Fraktionengrissc betrug
23 ml; die Durchflussgeschwindigkeit war 1,5 mljMin. Als cinziges Produkt wurdc das Dinucleosid-
monophosphat 11 in einer Ausbeute von 959 cluiert (bej ciner Konzentration von 0,02-0,036 M
NH,HCQOy). Eine Spaltung der glykosidischen Bindung wurde nicht beobachtet,

8. Uberpriifung der Bestindigkeit von (MeOTr)iIy (4) bzw. (MeOTr)Ili-Tq (9)
in Gegenwart von TPS. — 5 mg (0,01 mmol) (MeQ7v)ITa (4) wurden durch 3maliges
Eindampfen ihrer Lésung in je 2 ml Pyridin getrocknet. Danach wurden 30 mg (0,1 mmol) TPS
und 0,5 ml Pyridin zugeftigt. Nach 6 Std. wurde untcf Eiskithlung 1 ml Wasser zugegeben, 14 Std.
bei 23° stehengelassen und nach Zugabe von Ammoninmhydrogencarbonat cingedampft. 1DC.
(Flicssmitte) A) zeigte praktisch nur diec Anwesenheit von TTS und unverindertem Nucleosid 4.

2 mg (0,0048 mmol) (MeOTr)II4-Tq (9) wurden durch 3maliges Eindampfen ihrer Losung in
je 1 ml Pyridin in Gegenwart cines grossen Uberschusses von I'P$ (60 mg, 0,2 mmol) getrocknot,
dann in 0,5 ml Pyridin geldst und 6 Std. bei 23° stchengelassen, Nach Versetzen unter Eiskithlung
mit 1 ml Wasser wurde 6 Std. bei 23° stehengelassen und nach Zugabe von Ammoniumhydrogen-
carbonat eingedampft. Der Riickstand zeigte im DC. (Flicssmittel A) nur unverindcrtes Dinu-
clcosid-monophosphat 9.

9. Ilip (13) aus (MeOTr)IIy (4). - 9.1. Mi¢ DCCI. Dem vorgetrockneten Ein-
dampfriickstand von 0,1 ml (0,1 mmol) der 1M Stammlésung von §-Cyanodthylphosphorsinre
wurde in 2 ml Pyridin aufgenommen und zu 116 ODy,,-Einheiten (0,018 mmol, 8 mg) (MeOTr)1l,
(4) hinzugetugt. Das Gemisch wurde durch 3maliges Eindamplen seiner Losung in je 2 ml Pyridin
weiter getrocknet, dann in 0,4 ml Pyridin gelbst und 100 mg (0,5 mmol) DCCI unterFeuchtigkeits-
ausschluss zugefiigt. Nach 24 Std. bei 23° wurde, nach Zugabe von 1 m) Wasser unter Eiskahlung,
weitere 3 Std. bei 23° stehengelassen. Nach Versetzen des Gemisches mit 10 ml Pyridin/Wasser 1:1
wurde filtriert und der Riickstand (hauptsichlich Dicyclohexylharnstoff) noch 4mal mit je 5 ml
des gleichen Gemischs nachgewaschen, Das Filtrat wurde 3mal mit je 20 ml Ather ansgeschiittelt



732 HELvETICA CHIMICA AcTA -~ Vol. 58, Fase, 3 (1975) — Nr, 83

und die Atherphasen wiederum 2mal mit je 5 ml Wasser gewaschen. Die vereinigten wisserigen
Ausziige wurden eingedampft und mit 10 ml 25proz. Ammoniak 24 Std. bei 23° stehengelassen
(Entfernung der f-Cyanoathylgruppe). Das Gemisch wurde nach Eindampfen in 5 ml Eisessig/
Pyridin 7:3 gel6st, 30 Min, anf 100° crhitzt (Entfernung der p-Mcthoxytritylgruppe) und an-
schliessend zur Trockne eingedampft. Der p-Mcthoxyiritylalkohol wurde durch Z2maliges Waschen
des Ruckstands mit je 20 m] Petrolather entfernt.

Der Rest wurde in Wasser aufgenommen (enthielt 819 ODgyq-Einheiten umgerechnet auf das
eingesetzte Nucleosid 4) und anf eine DEAE-Scphadex-Sanle (1 x 35 cm), Hydrogencarbonat-
form, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefiss: 1 1 H,O; Vorratsgefdss: 1 1 0,2 NH,HCO,;
Fraktionengrésse: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min.

Fraktion Gradient ODgyys-Einheiten  Ausbeute in %, Substanz
Nr. » M NH,HCO, bezogen auf eingcsetztcs
*® = (McOTr) 1, (4)
2 0,00 1,6 1,5 174 (3)
3-18 0,005-0,03 4 3.7 wahrscheintich
1I4p(CNEL)
2842 0,065-0,115 80 75 ITap (13)

Die Ausbeute an I7qp (13) betrug 75%.

9.2. Mit TPS. Dem vorgetrockneten Eindampfriickstand von 0,05 ml (0,05 mmol) der
Stammldsung von f-Cyanoithylphosphorsure wurden 7,5 mg (100 OD,y,-Einheiten, 0,017
mmol) (McOTr)l; (4) zugefiigt und das Gemisch noch einmal durch Eindampfen seiner Losung in
3 ml Pyridin getrocknet. Sodann wurde es ju 0,25 ml Pyridin gelést und 26 mg (0,09 mmol) TPS
in 0,25 ml Pyridin beigeliigt. Nach 5,5 Std. bei 23° wurde (untcr Eiskdhlung) mit 1 ml Wasser
versetzt und 5 Std. bei 23° stehengelassen, dann mit 5 ml 25proz. Ammoniak 12 Std. bei 23°
stehengelassen (Entfernung der §-Cyanoithylgruppe). Nach Eindampfcn wurde der Rickstand
zwischen 40 ml Wasser und 40 ml Petrolither vcrteilt. Der Detrolidther enthielt 39, des einge-
sctzten Edukts (McOTr)Ily (4). Das in der wiisserigen Phasc enthaltene Material wurde zum
Euntfernen der p-Mcthoxytritylgruppe mit 5 ml Eisessig/Pyridin 7:3 wihrend 25 Min. bei 100°
behandelt. Darauf wurde zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 50 ml Wasser aufgenommen,
die Losung 2mal mit je 30 ml 2-Butanol ausgeschiittelt und dic Auszitge Zmal mit je 3 ml Wasser
gewaschen. Die organische Phase enthielt 3-4%, (Me¢OTv)IIap (umgerechnet anf das eingesetzte 4).

Die wisserige Phase enthielt hauptsichlich I7gp (13), das auf eine DEAE-Sephadex-Siule
(1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gegeben wurde. Elutionsgradicnt: Mischgefiss: 1 1 H,0;
Vorratsgefiss: 11 0,2 NH,HCO,; Fraktionengrosse: 23 ml; Durchilussgeschwindigkeit: 1,5 m})
Min.

Fraktion Gradient OD,gg-Einhciten  Ausbeutc in %, Substanz
Nr. s M NH,HCO,4 bezogen auf eingesetztes
% = (MeOTr)I1q (4)
14 0,00 4,6 5 Iy (3)

40~-55 0,07-0,12 76 82,6 HHp (13}

56-80 0,12-0,185 3 3.2 nicht identif.,
méglicherweise
(p1lap)

Das aus den Fraktionen Nr. 40--55 stammende Nucleotid 11ap (13) (Ausbeunte 82,6%) wies im
UYV. ein Maximum bei 303 nm auf und war papicrchromatographisch (Fliessmittel A und K resp.
L) und im DC. (Flicssmittel A und B) einheitlich. Alkalischc Phosphatase spaliete 13 vollstindig
zu Ia (3), tohes Schlangengift liess 13 giinzlich unverindert.
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10. MeOTr)ITy-Typ (14) resp. Hy-Tap (15) aus (MeOTr)II3-Tq (9). - 10.1. Mit
TPS. Dem vorgetrockneten Eindampiriickstand von 0,1 m! (0,1 mmol} der Stammlésung von
f-Cyanoithylphosphorsiure wurden 25 mg (0,031 mmol, 205 ODy,-Einheiten) 9 hinzugefiigt. Das
ganze Gemisch wurdc noch 2mal durch Eindampfen sciner Losung in je 3 ml Pyridin getrocknet,
dann 100 mg (0,33 mmol) TPS zugegeben und das Gemisch in 1 ml Pyridin geldst. Nach 6 Std. bei
23° im Dunkeln wurde unter Eiskithlung mit 1,2 ml Wasser versetzt, 6 Std. bei 23° und nach Zugabe
von 20 ml 25proz. Ammoniak nochmals 16 5td. bei 23° stehongelassen (Entfernung der §-Cyano-
athylgruppe). Nach Zugabe von Ammoniumhydrogencarbonat wurde eingedampft, dann in
Wasser aufgenommen und auf eine DEAE-Cellulose-Siule (4 X 60 cm), Hydrogencarbonatform),
gegeben. Elutionsgradient : Mischgefiss: 310,03 NH,HCO,; Vorratsgefdss: 31 0,3 NHHCO,;
Zus#tzlich Mischgefiss: 110,3u NHHCO,; Vorratsgefiss: 110,4m NHFICO,; Fraktionengréssc:
20 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,3 mi/Min.

Fraktion Gradient Substanz
Nr. x M NH,HCO,
X =
10-30 0,03 2(1H)-Pyridon
170-220 0.22-0,26 {(MeQTr)llg-Ty (9) (wenig)
240~-290 0,30.0,34 (MeO'Tr)I1s-Tap (14) + geringe Menge p-Methoxytrityl-

gruppe-haltige Verunreinigungen

Zur Entfernung der Verunreinigungen in den Fraktionen Nr. 240-290 wurde mit 50 ml Wasser
versetzt und 2mal mit je 30 ml 1-Butanol ausgeschiittell. Die Ausziige wurden 3mal mit je 5 mi
Wasser gewaschen und die wisserigen Phasen mit 2 ml 1-Butanol ausgeschiittelt. Die Reinigung
kann auch mit Hilfe der Papierchromatographie (Whatman No. 3, Fliessmittel L} vorgenommen
werden. Die Ausbeute an (MeOT»)ITa-Tap (14) war 469%,. I.yophilisierung aus Wasser ergab cin
farbloses, watteartiges Priparat.

10.2. Mit DCCI. Der vorgetrocknete Eindampfriickstand von 0,15 ml (0,15 mmol) der
Stammlosung von §-Cyanoithylphosphorsiurc wurde mit 11 mg (0,014 mmol, 90 ODyy-Ein-
heiten) (MeOTr)I14-Tq (9) versetzt und das Gemisch noch 3mal durch Eindampfcn seiner Losung
in je 2 ml Pyridin gotreckuet, anschliessend in 1 ml Pyridin gelost und nach Zugabe von 560 mg
(2,8 mmol) DCCI 48 Std. bei 23° stehengelassent. Nach Zugabe von 1 ml Wasser unter Eiskithlung
wurde weitere 14 Std. bei 23° stehengelassen, dann mit 10 ml Pyridin/Wasser 1:1 versctzt und
filtriert. Der Riickstand (hauptsichlich Dicyclohexylharnstoff) wurde 4mal mit 5 ml des gleichen
Gemisches nachgewaschen, Die wiisserige Phasc wurde 3mal mit je 20 ml Ather ausgeschiittclt
und dieser durch 2maliges Ausschiitteln mit jc 3 ml Wasser gewaschen. Die wisserige Phasce
wurde eingedampft, mit Eiscesig/Pyridin 7:3 30 Min. auf 100° erhitzt und zur Trockne cinge-
dampft. Der p-Methoxytritylalkohol wurde durch 2maliges Waschen des Riickstandes mit je
20 m! Petrolither entfernt.

Fraktion Gradient ODyy,-Einheiten  Ausbeute in 9% Substanz
Nr. » M NH,HCO, bezogen auf cingesetztes
% = (MeOTr)Ta-Tq (9)
14-23 0,015-0,025 2 2,4 TI4-Tq (11)
55-69 0,06-0,08 53 64 I14-Tap(CNEY)
70-77 0,08-0,088 3 3,6 1 3-Tap(CNEL)
110-120 0,125-0,135 3 3.6 ITa-Tap (18)
121-133 0,135-0,155 9 11 (CNEt)plly-

Tap(CNEY)
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Dann wurde der Riickstand in Wasser aufgenommen und auf eine DEAE-Sephadex-Ssule
{1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefiss: 3 1 H,Q; Vorrats-
gefdss: 3 1 0,3m NHHCO,; Fraktionengrésse: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min.

Die Fraktionengruppen wurden je mit 25proz. Ammoniak 24 Std. bei 23° stebengelassen
(Entfernung der f-Cyanoithylgrappe). Die geringen Verunrcinigungen, die das Dinucleotid
begleiteten, wurden mittels priparativer Papierchromatographie (Whatman No. 3 MM, Fliess-
mittel L) entfernt, Die Ausheute an f7g-Tap (15) betrug 71%.

Hg-Tap (15) wies im UV, Maxima bei 303 und 264 nm auf, war papierchromatographisch
(Fliessmittel L und K) und im DC. (Fliessmittel A und B resp. C) einheitlich. Milz-Phosphodieste-
rase spallete das Dinucleotid 15 vollstindig in I7gp (13) und Tqp, alkalische Phosphatase in
II4-Tq (11); mit rohem Schlangengift trat keine Spaltung ein.

11. H3-Ty(Ac) (18) aus (MeOTr)IIi-T3 (9). — Eine Lésung von 39 mg (0,05 mmol,
320 ODyyy-Einheiten) 9 in je 2 ml Pyridin wurde 2mal eingedampft und der Ritckstand mit 5 ml
Pyridin/Acetanhydrid 4:1 16 Std. bei 35° stchengclassen. Dann wurde 3 Std. bei 23° mit 4 ml
Wasser (das unter Kithlen mit Eis zugegeben wurdc) hydrolysicrt, das Gemisch zur Trockne cin-
gedampft und mit 5 ml Eisessig/Pyridin 7:3 wiahrend 25 Min. auf 100° erhitzt (Entfernung der
p-Methoxytritylgruppe). Nach Eindampfen wurde der Rirckstand in 40 ml Wasser aufgenommen,
2mal mit je 20 ml 2-Butanol ausgeschiittelt und dic organischen Phasen 2mal mit je 5 m] Wasser
gewaschen. Die wisserigen Phasen, dic das I7T4-Ta(Ac) (18) enthielten, wurden eingedampft und
der Rickstand durch 3maliges Eindampfen seiner L8sung in je 10 ml Pyridin getrocknet. Das so
gewonnene «rohe» 18 wurde fiir weitere Synthesen verwendet {Versuche 12.1; 12.2),

Fiir den Versuch 13 wurdc das rohe 18 wie folgt gercinigt: Eine Losung von 16,1 mg (0,02
mmol, 130 ODy.-Einheiten) (MeOTr)173-Ty (9) wurde in I7y-Ta{Ac) {(18) durch die oben erwihnte
Reaktionssequenz fibergefithrt. Das gewonnenc Material wurde wie oben beschrieben getrocknet
und mit 50 ml Pctrolither ausgewaschen (Fntfernung des p-Mcthoxytritylalkohols). Der trockenc
Rockstand wurde in Wasser aufgenommen und aul eing DEAE-Sephadex-Siule (1 x 35 cm),
Acetatform, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefdss: 2 1 HyO; Vorratsgefiss: 2 1 0,075m
CH,COONH,; Fraktionengrssc: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min.

Fraktion  Gradicnt ODygys-Einheiten Ausbeute in % Substanz
Nr. x M CH,COONH, bezogen auf einge-
= setztes (MeOTr)7a-Tq (9)
2 0,00 5 4,1 Iy (3)
27-38 0,01-0,016 108 90 IT4-Ta(Ac) (18)
39-48 0.016-0,02 8 6 ITs-Te{Ac) +
wenig Nebenprodukt

Das Ammoniumacctat wurde durch Sublimation bei 37° und 0,07 Torr cntfernt. Das so
bereitete J7g-Ta(Ac) (18) war im DC. (Fliessmittel A und B) cinheitlich.

12. pI1§-Ta (19) aus rohem IT3-Tq(Ac) (18). .- 12.1. Mit TPS. 295 ODyyy-Einheiten
0,05 mmol) von rohem 18 wurden dem vorgetrockneten Eindampfriickstand von 0,15 m)
{0,15 mmol) der Stammidsung der f-Cyanoithylphosphorséure, in 3 mi Pyridin hinzugefiigt, Das
Gemisch wurde nochmals durch Eindampfen seiner Liosung in 3 ml Pyridin getrocknet, dann
100 mg (0,33 mmol) TPS zugegeben, das Gemisch in 1 ml Pyridin geldst und 6 Std. bei 23° stehen-
gelassen, Nach Versetzen mit 1,5 ml Wasser unter Eiskithlung wurde 14 Std. bei 23° und nach
Zugabe von 25 ml 25proz. Ammoniak weitere 24 Std. bei 23° stehengelassen (Abspaltung der
Acetyl- und p-Cyanoithyl-Gruppe). Nach Eindampfen wurde das Gemisch in 50 ml Wasser auf-
genommen und Zmal mit 30 ml 2-Butanol ansgeschiittelt. Die Ausziige wurden Z2mal mit je 3 ml
‘Wasser gewaschen.

Die wisserigen Phasen wurden auf einc DEAE-Sephadox-Sdule (1 x 35 cm), Hydrogen-
carbonatform, gegeben. Elutionsgradicent: Mischgefiss: 2 1 IL,O; Vorridtsgefdss: 2 1 0,02m
NH,HCO,; Fraktionengrosse: 23 mi; Durch{lussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min.



HEeivETIcA CHIMICA AcTA — Vol. 58, Fasc. 3 (1975) ~ Nr. 83 735
Fraktion Gradient ODyye-Einheiten  Ausbeunte in % Substanz
Nr. 2 M NH,HCO, bezogen auf cingesetztes
* = ITa-Tq(Ac) (18)
13-25 0,015-0,03 63 21,3 IIs-Ta {11)
57-68 0,06-0,07 14 pTy
104-119 0,115-0,14 72 24,4 plIs-T4 (19)
120-130 0,14-0,15 7,5 2,6 plly-Ta (19)

Die Ausbente an pIly-T (19) betrug 27%.

12.2, Mit DCCI. Zum vorgetrockneten Eindampfriickstand von 0,1 ml (0,1 mmol) der
Stammlésung der f-Cyanoithylphosphorsiure, wurden 120 ODyg-Einbeiten (0,02 mmol) rohes
IT4-Ta(Ac) (18) gegeben, das Gemisch durch 3maliges Eindampfen seiner Losung in je 2 ml
Pyridin getrocknet und in 1 ml Pyridin gelost. Nach Zugabe von 495 mg (2,5 mmol) DCCT wurde
das Gemisch 48 Std. unter zeitweiligem Schiitteln stehengelassen, danach mit 1 ml Wasser unter
Eisktihlung versetzt und 14 Std. bei 23° stchengelasscn, weiter mit 10 ml Wasser{Pyridin 1:]
versetzt und filtriert. Der Ritckstand (hauptsachlich Dicyclohexylharnstoff) wurde mit 10 ml des
gleichen Gemischs 3mal gewaschen. Das Filtrat wurde 3mal mit je 30 ml Ather ausgeschiittelt
und die Atherphase 2mal mit je 3 ml Wasser gewaschen. 1)ie vereinigten wisserigen Phascn wurden
cingedampit und mit 10 mi 25proz. Ammoniak 24 Std. bei 23° stehengelassen (Entfernung der
Acetyl- und g-Cyanodthyl-Gruppe). ~ Dann wurde cingedampfi, der Rickstand in Wasser auf-
genommen und aunf cinc DEAE-Sephadex-Siule (1 X 35 c¢m), Hydrogencarbonatform, gegeben.
Elutionsgradient: Mischgefésa: 2 1| HyO; Vorratsgefdss: 2 1 0,2m NH,HCQ),; Fraktionengriissc:
23 m); Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 mi/Min.

Fraktion Gradient ODjys-Einheiten  Ausbeute in 9, Substanz
Nr, 2 M NH,HCO, bezogon auf eingesetztes
%= IT4-Ta{Ac) (18)
15-25 0,015-0,03 57 47,5 ITa-Tq (1)
56-62 0,065-0,075 6 5 (CNEt)pl14-Ta
63-72 0,075-0,085 9 7.5 (CNEYpITs-Ta
+ (20)
100-110 0,115-0,125 43 35.8 plls-Ta (19)
111120 0,125-0,14 3 4,2 pllg-T4 (19)

Das Material der Fraktionen Nr. 56~72 wurde zusiitzlich mit 10 ml 25proz. Ammoniak 24 Std.
bei 23° stchengelassen. Mit Hilfe der priparativen Papierchromatographie (Whatman No. 3MM,
Fliessmittel L) wurden zusitzlich 8% plla-Ta (19) sowic 3,5% des Dinucleotid-Derivats 20 go-
wonnen. Die Gesamtausbeute an pi7a-Tq (19) betrug 48%,.

13. pII3~Ty (19) aus gereinigtem I3-Ty(Ac) (18). — Zum vorgetrockneten Lindampi-
riickstand von 0,1 ml (0,1 mmol) der Stammldsung von f-Cyanoithylphosphorsiure, wurden
108 ODy,y-Einheiten (0,018 mmol) chromatographisch gereinigtes 18 gegeben. Das Reaktions-
gemisch wurde durch 3maliges Eindampfen seiner Losung in je 2 ml Pyridin getrocknet,
in 1 ml Pyridin gelSst, 430 mg (2,15 mmol) DCCI beigefiigt und 96 Std, bei 23° stehongelassen.
Dann wurde unter Eisktihlung mit 1 ml Wasser versetzt und 5 Std. bei 23° stehengelassen, dann
10 ml Wasser{Pyridin 1:1 zugegeben nnd filtriert. Der Riickstand (hauptsdchlich Dicyclohexyl-
harnstoff) wurde noch 4mal mit je 5 ml des gicichen Gemischs nachgewaschen, das Filtrat 3mal
mit je 20 ml Ather ausgeschiittelt und die Atherphasen 2mal mit je 3 ml Wasser gewaschen. Die
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wisserige Phase wurde eingedampft und mit 10 ml 25proz. Ammonjak 10 Std. bei 23. stehen-
gelassen (Entfernung der Acctyl- und f-Cyancithylgruppe).

Nach Eindampfen wurde der trockene Riickstand in Wasser aufgenommen und auf eine DEAE-
Sephadex-Ssule (1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gegeben. Elutionsgradient: Mischgefiss:
21H,0; Vorratsgefiss: 210,2M NH,HCQO,; Fraktionengrdsse: 23 ml; Durchflussgeschwindigkoit :
1,5 mlfMin.

Fraktion Gradient OD;g,-Einheiten  Ausbeute in 9%, Substanz
Nr, M NHHCO, bezogen auf eingesetztes
¥ = ITa-Ta{Ac) (18)
17-32 0,02-0,036 34,5 32 H3-Tq (1)
65-83 0,075-0,095 21,5 20 {CNEt)plla-Ta
+ (20)
113-131 0,125-0,15 52 48 plla-Ta (19)

Das Material der Fraktionen Nr, 65-83 wurde zusitzlich mit 5 ml 25proz. Ammonialk 24 Std.
bei 23° stchengelassen (Entfernung der §-Cyano#thylgruppe). Mit Hilfe der prap. Papierchromato-
graphie (Whatman No. 3MM, Fliessmittel L) wurden zusétzlich 12% pIla-Tq (19) sowie 8%, des
Dinucleotid-Derivats 20 gewonnen, Die Gesamtausbeute an 19 betrug 60%. Das Dinucleotid 19
wies im UV. Maxima bei 303 und 264 nm auf, war papierchromatographisch (Fliessraittel L und K)
und im DC. (Fliessmittel A und B resp. C) einheitlich, 19 wurde durch Schlangengift-Phospho-
diesterase in pITq und pT4, durch rohes Schlangengift in [1a und T4, durch alkalische Phosphatase
zu I14-Tq (11) gespalten.

14, Tabelle 3. Ubersicht iiber die durchgefiihrien Versuche

Synthese von (MeQTr)Hg-Tq (9)

(MeOTt) 14 (4) pTa(Ac) (5) TPS Molare Konz. Ausbeute
von 4 an9

1%) 18) 59) 0,05 549,

1 1 6 0,2 50%

1 1,1 5 0,1 54%,

1 1 4 0,1 559%1)

DCC

1 1,1 6,5¢) 0,03 619%,

1 1,3 5¢) 0,05 56%

1 1 9 0,05 669,

1 2 11 0,044 69%

Synthese von Ilap (13)

(MeOT), (4) B-Cyanoithyl- TPS Molare Konz. Ausbeute
phosphorsiure von 4 an 13
1 3 5 0,05 86% %)
1 3 6 0,03 82%
DCC
1 3 10 0,05 71%

1 5 25 0,045 75%,
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(MeOTr)I1g-Tq (9)  f-Cyanoéthyl- DCC Molarc Konz. Ausbeute
phosphorsédure von 9 an 15 anlé
1 4 100 0,03 67% 39,
1 10 200 0,014 719, -
1 6 180 0,016 60% 8%
Synthese von pIlg-Tq (19)
IT4-Ta(Ac) (18) B-Cyanoithyl- TPS Molare Konz. Ausbeute
phosphorsiure von 18 an 19 an 20
1 2 6 0,05 22%
1 3 6 0,05 27%
DCC
1e) 5 250 0,02 48% 3,5%
11) 6 100 0,017 60%, 89,
11 7 150 0,013 57%8) 149,
%) Anzahl Aquivalente. b) Reaktion bei —18°. ) Zusatz von Pyridinium-Dowex. 4} Dic

Auftrennung des Reaktionsgemisches erfolgte papierchromatographisch (Whatman No. 3,
) Reaktionsdauer

Fliessmittel A).

¢) Rohes JTy-Ta(Ac).

) Gereinigtes ITg-Ta(Ac).

9 Tage.
15. Tabelle 4. Rf-Werte der Diinnschicht- und Papierchromatogramme
Substanz Dunnschichtchromatogramme Papier-
chromatogramme
Fliessmittel Fliessmittel
A B C E H 1 J A K L

(MeOTrt)II4 (4) 0,8

T4 (3) 0,24 0,55

Ifap (13) 0,25 0,41 0,28 0,069 0,39

plla 0,20 0,37 0,09

Tap 0,24 0,4

pTa 0,19 0,36 0,23 0,56 0,065 0,035 0,23

pTa(Ac) (5) 0,22 0,44 0,39
Ta5pp5'Tq (12) 0,47 0,11 0,057 0,26
174-Tq (1Y) 0,51 041 0,3 0,76 0,44 0,106 0,51 0,345 0,59
IT4-Ty(Ac) (18) 0,56 0,47
(MeOTr)I14-Tq (9) 0,66 0,57 0,186 0,74 0,62
(MeOTr)lTg-Ty(Ac) (7) 0,69
(MeOTr)ITa-Tap (14) 0,3 0,21 0,06 0,57
JT¢-Tap (15) 0,18 0,27 0,13 0,13 0,0z 0,217
PI1a-T4 (19) 0,18 0,27 0,13 0,55 0,14 0,026 0,23
PlIs-Tap (17) 0,01 0,08
2(1H)-Pyridon 0,7 0,37 0,75
(MeOTr)lIap(CNEt) 0,71
II4p(CNEt) 0,6
(MeOTr)IIap 0,49
(MeOTr)I14-Tgp(CNEL) 0,49
1I4-Tap(CNEY) 0,45
{CNEt)plla-Ta 0,44

(CNEt)piTa-Tap(CNEt) 0,42

47
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84. The Optical Activity of the Amide Chromophore, I.
MO-Theoretical Calculation of the Long-Wavelength
Optical Activity of y-Lactams and of Related Isoelectronic Molecules

by Rudolf E. Geiger and Georges H. Wagniére
Physikalisch-Chemisches Institut der Universitat Zirich, CH-8001 Zarich

(28. I. 75)

Summary. The rotational strength of the longest-wavelength clectronic transition in some
simple p-lactams and some related isoclectronic molecules is calculated using the CNDO-C1
method. Qualitative agreement with experimental values is obtained. In all investigated systems
the long-wavelength transition corresponds to the nm* transition. A quadrant rulc scems to

hold for {his transition.

1. Introduction. — The amide chromophore is of particular interest, as it is the
smallest subunit from which the chiroptic properties of polypeptides and proteins
may be intcrpreted. For some general reviews sce ref [1-3]. Litman & Schellman [4]
appear to have been the first to measure the n —a* Coffon cffect in a simple amide.



