
von Thymidin-5'-phosphorothioat (2)lS1 unter S-Alky- 
lierung16] zu (3) umgesetzt. Der Grad der Beladung rnit 
(2) hangt a b  von der Reaktionszeit, der Temperatur und 
dern Mengenverhaltnis der Reaktionspartner. Er liegt 
zwischen 0.083 und 0.41 mmol pro g Polymer. Optimal fur 
Oligonucleotidsynthesen ist ein Beladungsgrad von 0.175 
bis 0.27 mmol pro g Polymer. Nicht verbrauchte Chlor- 
methylgruppen werden rnit 2 N Na-Methylat in wasser- 
freiem Pyridin (1 :6) wahrend 1 Std. bei Raumtemperatur 
verathert. 

Der schrittweise Aufbau der Oligonucleotidkette erfolgt 
durch Verknupfung der freien 3'-OH-Gruppe mit einem 
3- bis 5-fachen UberschuI3 an geschutztem 3'-O-Acetyl- 
desoxyribonucleosid-5'-phosphat in wasserfreiem Pyridin 
wahrend 6 bis 8 Std. bei Raumtemperatur in Gegenwart von 
2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonsaurechlorid (TPSCI) als 
Kondensationsmittel (2.5-facher UberschuD bezogen auf 
die Phosphat-Komponente). Nach Abspaltung der 3'-0- 
Acetylgruppe rnit 2 N Na-Methylat in wasserfreiem Pyri- 
din (1 :9) in 25 min bei Raumtemperatur kann der nachste 
Kondensationsschritt erfolgen. 

Die Abspaltung des Oligonucleotids vom Polymeren ge- 
lingt rnit Jod (10 mg/ml) in Pyridin/Wasser (3:l) wahrend 
20 Std. bei Raumtemperatur. Die Schutzgruppen bleiben 
dabei erhalten, und an C-5' des abgespaltenen Produktes 
steht die Gruppierung -O-PO:-. Nach dieser Methode 
wurden folgende Oligodesoxyribonucleotide dargestellt 
und durch Papierchromatographie und enzymatischen Ab- 
bau rnit Phosphodiesterase charakterisiert (die Ausbeuten 
beziehen sich auf die letzte Kondensationsstufe)['~: 

(PdT), 39% (PdT), 25% (pdT), 19% (pdT), 21 7; 
pdTpdan"C 23% pdTpdan4CpdT 18% 
pdTpdbz6A 21 % pdTpdbzbApdT 25% 

Eingegangen am 2. Juni 1972 [Z 6611 

[ l ]  H .  Hayafsu u. H.  G .  Khorana. J. Amer. Chem. SOC. 88,3182 (1966); 
F .  Cranier u. H.  Kiister, Angew. Chem. 80,488 (1968); Angew. Chem. 
internat. Edit. 7, 473 (1968); L. R .  Melby u. D. R .  Strobaeh, J. Org. 
Chem. 34,421 (1969); R .  L. Letsinger u. 1! Mahadevan, J .  Amer. Chem. 
SOC. 88. 5319 (1966); K .  F .  Kp u. K. C. Tsou, 1. Amer. Chem. SOC. 93, 
3272 (1971); T Kusama u. H.  Hayarsu, Chem. Pharm. Bull. 18. 319 
(1970). 
[2] A. Kumar u. H.  G. Khorana, J. Amer. Chem. SOC. 91, 2743 (1969). 
[3] G. M .  Blackburn, M. J. Brown u. M .  R .  Harris, J. Chem. SOC. 
C 1967, 2438; R Freisr u. F .  Cranwr, Angew. Chem. 82. 358 (1970); 
Angew. Chem. internat. Edit. 9,368 (1970). 
[4] R. B. Merrifield, Biochemistry 3, 1385 (1964). 
[5] Modifiziert nach A.  R Murray u. M. R .  Afkinson. Biochemistry 7, 
4023 (1968). 
[6] A. F .  Couk, M. J .  H o b a n .  A. L. Ntcssbatmi, J. Amer. Chem. SOC. 91, 
6479(1969); A. F .  Cook, J. Amer. Chem. SOC. 92.190(1970). 
[7] Abkiirzungen nach IUPAC-IUB, Eur. J. Biochem. I S ,  203 (1970): 
pdT = Thymidin-5'-phosphat, pdan4C = N4-Anisoyl-desoxycytidin-5'- 
phosphat, pdbz6A = N6-Benzoyl-desoxyadenosin-5'-phosphat. 

Neue Analoge des Adenosin-3',5'-cyclophosphats 

Von Bernd Jastorff und Wowgang Freistl'l 

AdenosinJ',5'-cyclophosphat (c-AMP) ist in den letzten 
Jahren als eines der wichtigsten niedermolekularen Regu- 
lationsmolekule auf allen Stufen der Evolution erkannt 

[*I Dr. B. Jastorffund Dr. W. Freist 
Max- Planck-Institut f i r  experimentelle Medizin, 
Abteilung Chemie 
34 Gottingen, Hermann-Rein-StraOe 3 

worden'''. In jiingster Zeit wurden zahlreiche Derivate 
des c-AMP synthetisiert['], um Substanzen rnit spezifischer 
biologischer Aktivitat zu erhalten und um die molekulare 
Wechselwirkung mit dem Rezeptor aufzuklaren. Wir be- 
richten hier iiber die Darstellung von Derivaten, in denen 
die Positionen N-1, C-2 und C-2' modifiziert sind. 

Bei der Modifizierung von N-I bzw. C-2' gingen wir von 
Adenosin-3',5'-cyclophosphorsaure ( I )  aus. 

Aus Adenosin-3',5'-cyclophosphorsaure ( I )  erhalt man 
das 1-N-Oxid (2) durch Oxidation (48 Std., Raumtempera- 
tur) rnit M~noperphthals;iure[~~ in Phosphatpuffer 
(pH = 7)14] mit 78% Ausbeute (papierchromatographische 
Isolierung). 

Der Dinitrophenylather (3) wurde durch Umsetzung 
(72 Std., Raumtemperatur) des Tri-n-butylammonium- 

salzes von ( I )  rnit 4 Aquivalenten 2,4-DinitrofluorbenzoI 
in DMF/Diisopropylathylamin (Hunig Base) (40:l) rnit 
66% Ausbeute dargestellt und durch praparative Schicht- 
chromatographie isoliert. Die C-2 substituierten Derivate 
(6)  lassen sich nicht direkt aus c-AMP erhalten. Zu ihrer 
Darstellung wurden die 2-Halogennucleoside ( 4 )  mit 
POCI, in Triathylphosphat phosphoryliertl6I [Ausbeuten : 
(5a) :  68%, ( S b ) :  6 1 x 1  und die 5'-Phosphate (5 )  mit 
Dicyclohexylcarbodiimid in wasserfreiem Pyridin/ 
DMSO"] cyclisiert [Ausbeuten : (6a)  : 72%, (6 b) : SS%]. 
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Erste biologische Untersuchungen der dargestellten Ana- 
logen des c-AMP ergaben, daB alle Verbindungen von der 
Cyclophosphodiesterase aus Rinderherz (E. C. 3.1.4.1) ge- 
spalten werden. Allerdings ist die Spaltungsgeschwindig- 
keit bei ( 2 )  geringfugig, bei (3) auf die Halfte und bei 
(6a) und (6b)  erheblich vermindert. Die Reaktion des 
c-AMP rnit dem Enzym wurde durch aquimolare Mengen 
der Analogen zu 12% (2), 50% (3), 55% (6a) bzw. 77% 
(6 b) inhibiert. Alle Analogen aktivieren die Protein-Kinase 
aus Rindermuskel bei einer Konzentration von M in 
etwa dem gleichen M a k  wie c-AMP selbst. Die Kombi- 
nation von verminderter Spaltungsgeschwindigkeit durch 
die Phosphodiesterase und unverminderter Fahigkeit zur 
Aktivierung der Kinase sollte in intakten Zellen zu poten- 
zierter physiologischer Wirkung fuhren. 
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Ein neuer Trager fk die Festphasensynthese 
von Oligomeren[" ["I 

Von Hubert Koster und Stephan Geussenhainer[*l 

Nachteile der meisten zur Festphasensynthese nach Merri- 
verwendeten Trager sind Porositat und Quellungs- 

bermogen[31. Fur die Synthese von Oligonucleotiden erge- 
ben sich durch die Polaritat der Phosphodiesterbindung 
weitere Schwierigkeiten bei Reaktionen in den Hohlraumen 
der unpolaren T r a g e r s ~ b s t a n z ~ ~ ~ .  

Diese Nachteile sollten bei Verwendung eines moglichst 
unquellbaren, unporosen Tragers nicht auftreten. Hier 
konnen alle Reaktionen nur an der a u k r e n  Oberflache 
ablaufen. Um eine hinreichend g r o k  Obernache zu er- 
halten, mussen sehr kleine Kugeln dargestellt werden. 

Es gelang uns, ein Perlpolymerisat aus Styrol und 20% 
Divinylbenzol darzustellen, das die erwunschten Eigen- 
schaften hat. Es besteht aus Kugeln mit einem Durch- 
messer von ein bis zwei pm und kleiner und einer spezifi- 
schen Oberflache von 8.1 m2/g. Unter unseren Reaktions- 
bedingungen ist weder Quellung noch Porositat nachzu- 
weisen. 

Das Material laDt sich in einer Friedel-Crafts-Reaktion 
benzoylieren. Die Benzophenongruppierungen werden mit 
p-Bromanisol in einer Grignard-Reaktion zum p-Methoxy- 
triphenylmethanol umgesetzt und dieses in Acetanhydrid 
mit HC1-Gas in das Chlorid ubergefuhrt. Die Bindung des 
nucleotidischen Materials geschieht uber die 5'-OH- 

[*] Dr. H. Koster und Dipl.-Chern. S .  Geussenhainer 
lnstitut fur Organische Chemie und Biochemie der Universitat 
2 Hamburg 13, Papendamm 6 
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G r ~ p p e [ ~ ] .  Die Beladung erfolgt in der GroDenordnung, 
die aufgrund der spezifischen Oberflache zu erwarten ist : 
6.6 pmol 3'-O-Acetyl-desoxythymidin und 6.1 pmol 3'-0- 
Acetyl-desoxythymidyIyl-(3'-5')-desoxythymidin werden 
pro Gramm Tragersubstanz gebunden. Diese Beladungen 
sind annahernd gleich groD, wahrend man bei den bisher 
verwendeten makroporosen Perlpolymerisaten und Emul- 
sionspolymerisaten ein Verhaltnis von etwa 1O:l fin- 
det['- ']. Die Abspaltung des nucleotidischen Materials vom 
Trager geschieht in 80-proz. Essigsaure bei 70°C in 10 
Minuten. Die Abspaltung der 3'-O-Acetylgruppe gelingt 
in Dimethylformamid/Pyridin/lMNatriummethylat (5 :4  :1, 
v/v) in 2 Std. bei Raumtemperatur quantitativ. 

Darstellung des Perlpolymerisates: 

Zur Polymerisation wird ein 2-Liter-GlasgefaD mit einer 
NS-29-Hulse und einer seitlich angebrachten NS-14.5- 
Hulse verwendet. Der Durchmesser des GefaOes betragt 
12 cm, die Hohe vom Boden bis zur Oberkante der NS-29- 
Hulse 26 cm. Durch die NS-29-Hulse fuhrt die Welle eines 
Tornado-Emulsionsriihrers (Fa. Emmendinger Maschi- 
nenbau), durch die NS-14.5-Hiilse ein Einleitungsrohr, 
dessen ausgezogene Spitze direkt unter dem Ruhrblatt 
endet. - In das PolymerisationsgefaB wird 1 Liter einer 
0.5-proz. waI3rigen Polyvinylalkohol-Losung (Fa. Schu- 
chardt) gegeben und die Apparatur mit Stickstoff gespult. 
Der Riihrer wird auf 20000 U/min gestellt und das Mono- 
mergemisch (78 mmol Divinylbenzol, 312 mmol Styrol/ 
Athylstyrol, 4.68 mmol Azoisobutyronitril) langsam in den 
Kolben gegeben. Innerhalb einer Stunde steigt die Tem- 
peratur aufgrund der Reibungswarme des Ruhrers auf 
5O"C, und der Beginn der Polymerisation wird durch den 
Opak-Punkt gut sichtbar. Durch die Reaktionswarme 
steigt die Temperatur rasch auf 65 bis 68 "C. Sie wird drei 
Stunden dort gehalten. Nach weiterem dreistiindigem 
Ruhren bei 75 "C wird die Polymerisation abgebrochen. 
Das Gemisch wird durch ein feines Sieb (6400 Maschen 
pro cm2) gegeben und bei 2000 U/min zentrifugiert. Der 
h e r s t a n d  wird verworfen, das Sediment mehrmals in 
heiDem Wasser und zweimal in Methanol aufgeschlammt 
und zentrifugiert. Nach dem Trocknen schliel3t sich eine 
mehrstundige Soxhlet-Extraktion rnit Benzol an. Nach 
Trocknung im Hochvakuum : Auswaage 36.5 g = 78.3 %. 
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Photoisomerisierung von 2-[2-(N-Athoxycarbonyl- 
N-allylamino)athyl]benzaldehyd 
Von Wolfgang Oppolzer und Kathrin Keller['] 

In Zusammenhang rnit Versuchen zur synthetischen An- 
wendung von intramolekularen o-Chinodimethan-Cyclo- 
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