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Antonin Holy *) und Karl- Heinz Scheit 

Synthese von 5-Methyl-uridylyl-(3’-5’)-uridin, 
Uridylyl-(3’-5’)-inosin, Uridylyl-(3’-5’)-l-methyl-inosin und 
Uridylyl-(3’-5’)-6-methoxy-9-[ P-D-ribofuranosyl]-purin 
Aus dem Max-Planck-Institut fur Experimentelle Medizin, 
Chemische Abteilung, Gottingen **) 
(Eingegangen am 27. Mai 1966) 

Die im Titel erwahnten Diribonucleosidphosphate (21, 16, 17, 18) wurden nach bekannten 
Methoden dargestellt und einige ihrer Eigenschaften untersucht. 

rn 
Jm Zusammenhang mit dem Problem der Methylierung von Ribonucleinsauren 

durch Diazomethan interessierte uns unter anderem die Frage der Methylierung von 
Inosin (1) in Oligonucleotiden durch Diazomethan. Als Modellsubstanz fur die Un- 
tersuchung dieser Reaktion haben wir Uridylyl-(3’-5‘)-inosin (16) gewahlt. Da bei 
der Methylierung von 1 rnit Diazomethan 1-Methyl-inosin, 6-Methoxy-9-[P-n- 
ribofuranosyl]-purin und 7-Methyl-inosin zu envarten warenl. 2), synthetisierten wir 
Uridylyl-(3’-5’)-1-methyl-inosin (17) und Uridylyl-(3’-5’)-6-methoxy-9-[P-~-ribofu- 
ranosyll-purin (18) zum Vergleich. 7-Methyl-inosin war selbst bei pH 7.0 auRer- 
ordentlich unbestandig31, so daB die Darstellung eines entsprechenden Diribonucleosid- 
phosphates nicht versucht wurde. 

5-Methyl-uridylyl-(3’-5’)-uridin (21) synthetisierten wir, urn die Hyperchromie 
dieser Verbindung bestimmen und mit der anderer Diribonucleosidphosphate ver- 
gleichen zu konnen. 

Die Diribonucleosidphosphate wurden durch Kondensation von 2‘-04 1-ffthoxy- 
athyl]-S’-O-acetyl-nucleosid-3’-phosphat rnit eineni 2’.3’-O-Athoxymethylen-ribonu- 
cleosid unter Verwendung von Dicyclohexylcarbodiimid DCCI dargestelltd-6). 

l-Methyl-2’.3‘-O-athoxymethylen-inosin (4) und 6-Methoxy-9-[2‘.3‘-O-athoxy- 
methylen-~-~-ribofuranosyl]-purin (5) wurden durch Reak tion von 2‘.3‘-O-b;thoxy- 
methylen-inosin (2) rnit Diazomethan in Methanol/Ather bei 0” bereitet. Diese 
Methylierung muBte unter Vermeidung eines grol3eren uberschusses an Diazomethan 
durchgefuhrt werden, da die Reaktionsprodukte rnit Diazomethan weiter reagieren 
konnen. 

*I Institut fur Organische Chemie und Biochemie der Tschechoslovakischen Akademie der 
Wissenschaften, Prag ICSSR). 

**) Anfragen konnen an diese Adresse gerichtet werden. 
I )  H. T. Miles, J. org. Chemistry 26, 4761 (1961). 
2) J. W .  Jones und R. K.  Robins, J. Amer. chem. SOC. 85, 193 (1963). 
3) Unveroffentlichte Ergebnisse. 
4) J. Zemlicka, Chem. and Ind. 1964, 581. 
5 )  J .  Smrt und S. Chladek, Collect. czechoslov. chem. Commun. 31 (1966), im Druck. 
6) J. Zemlicka, S. Chludek, A.  Holy und J .  Smrt, Collect. czechoslov. chem. Commun, 31 

(1966), im Druck. 
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Behandeln von 4 mit Alkali fuhrte zur Ringoffnung der Nucleobase und Bildung des 
Imidazolderivates 37,s). Rei der Synthese von 17 konnten aber Bedingungen fur die 
alkalische Hydrolyse der 5’-0-Acetylgruppe gefunden werden, wobei keine Spaltung 
des I-Methyl-hypoxanthinringes eintrat. 

Fur die Synthese von 5-Methyl-uridylyl-(3’-5’)-uridin (21) benotigten wir das 
selektiv geschutzte Nucleotid 11. 

Wir gingen von 5-Methyl-uridin (6) 9) aus, das in einer saurekatalysierten Reaktion 
mit Triathylphosphit zu 7 10) reagierte. Durch Behandeln von 7 mit Hexachloraceton 
erfolgte oxydative Cyclisierungll) zum 5-Methyl-uridin-2’.3‘-cyclophosphat (S), 
welches nach der Acetylierung zu 9 mit Pankrezs-Ribonuclease zum Nucleosid- 
3’-phosphat 10 gespalten wurde. 10 reagierte mit khylvinylathers) unter saurer 
Katalyse quantitativ zur 2‘-0-[l -khoxy-athyll-Verbindung 11. 

Die Synthese der Diribonucleosidphosphate bereitet keine Schwierigkeiten. Nach der 
alkalischen Hydrolyse wurden die teilweise geschutzten Diribonucleosidphosphate 13, 
14, 15 und 20 durch Anionenaustauscher-Chromatographie an DEAE(Diathy1amino- 
athy1)-Cellulose in reiner Form als Triathylammoniumsalze in Ausbeuten von 40 -60 % 
isoliert. Die Diribonucleosidphosphate 16, 17, 18 und 21 wurden nach Abspalten der 

7)  E. Shuw, J. Amer. chem. SOC. 80, 3899 (1958). 
8) C. M. Buugh und E. N. Shuw, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 114, 213 (1966). 
9) Die Darstellung von 5-Methyl-uridin wird in Kurze beschrieben werden. 

10) A. Holy und F. Sorm, Collect. czechoslov. chem. Commun. 31 (1966), im Druck. 
11) A. Holy und J.  Smrt, Collect. czechoslov. chem. Commun. 31 (1966), im Druck. 
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saurelabilen Schutzgruppen niit 1 0-proz. Essigsaure durch praparative Papierchro- 
matographie im Losungsmittel A isoliert. 

Alle dargestellten Diribonucleosidphosphate wurden durch Pankreas-Ribonuclease 
zu den entsprechenden Nucleosid-3'-phosphaten und Nucleosiden gespalten. Der enzy- 
matisch nicht hydrolysierbare Anteil betrug maximal 3 %. 
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11 19 

Von den Diribonucleosidphosphaten 16, 17, 18, 21 und Uridyly1-(3‘-5‘)-uridins) 
wurde die bei der enzymatischen Spaltung im UV-Spektrum auftretende Hyper- 
chromie bestimmt. Es war uns nicht moglich, in der Literatur bereits beschriebene 
Hyperchromieangaben 12,13,14) zu bestatigen. Die von uns gefundenen Werte waren 
so niedrig, da13 sie zum Teil im Bereich des MeBfehlers lagen. 

Tab. 1. Hyperchromie *) von Diribonucleosidphosphaten 

Uridylyl-(3‘-5’)-uridin 3.0 [%I 
Uridylyl-(3’-5’)-inosin (16) 4.0 1x1 
Uridylyl-(3’-5’)-l-methyl-inosin (17) 2.0 [%I 
Uridylyl-(3’-5’)-6-methoxy-9-[~-~-ribofuranosyl~-pur~n (18) 3.0 [%I 
5-Methyl-uridylyl-(3‘-5’)-uridin (21) 2.0 [%I 

*) Die Hyperchromie wurde nach der Eeziehung A .  ,100 [%I herechnet; AA = Differenz der optischcn Dichte 
bei Amax. vor und nach der enzymatischen Hydrolyse. Amax: Wert der optischen Dichte bei Amax nach been- 
deter enzymatischer Hydrolyse. 

Amax 

12) R. Thedford, M. H. Fleysher und R. H.  Hall, J. med. pharmac. Chem. 8, 486 (1965). 
13) A .  M .  Michelson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 55, 841 (1962). 
14) A .  M. Mickelson, The Chemistry of Nucleosides and Nucleotides, Academic Press Inc., 

New York, N. Y. 1963. 
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Eine umfassende Untersuchung der Hyperchromie von Dinucleosidphosphaten und  
Oligonucleotiden ist begonnen worden. 

lein H. Stoters fur fleiBige und geschickte Mitarbeit. 

Beschreibung der Versuche 
Allgemeine Bemerkungen: Fur die Saulenchromatographie wurde ein LKB-Fraktions- 

sammler mit einem Uvicord UV-Analysator verwendet. Schmelzpunkte wurden mit dem 
Monoskop (Fa. Reichert, Osterreich) bestimmt und waren nicht korrigiert. UV-Spektren 
wurden mit einem Zeiss PM QI1 und einem Cary 14 Spektralphotometer aufgenommen. 

Wir danken Herrn Prof. F. Cramer fur die wohlwollende Forderung der Arbeit und Frau- 

Papierchromatographie: Papiere: S S  2043 b (gewaschen), Whatman 3 MM. 
Losungsmittel: 

PropanoL(2) : NH40Hkonz. : H2O= 7 : 1 : 2 (A) 
Athanol : 1 m C H J C O ~ N H ~  = 7 : 3 (B) 
n-Butanol : CH3C02H : HzO = 5 : 2 : 3 (C) 
Elektrophorese: Papier: SS 2043 b (gewaschen), Puffer: 0.1 rn Triathylammoniumhydrogen- 

carhonat pH 7.5. Die Papierelektrophoresc wurde bei 17 Volt/cm durchgefiihrt. 
Enzymatische Hydrolyse: 2-3 mg Substrat wurden in 0.2 ccm 0.25 m Trispuffer pH 8.0 ge- 

lost, 0.5 mg Pankreas-Ribonuclease zugegeben und die Losung 6 Stdn. bei 37" inkubiert. 
Hyperchromie: 3 ccm einer Losung des Diribonucleosidphosphates (in 0.05 m Trispuffer 

pH 8.0) der optischen Dichte 0.5 -0.6 bei A,,, wurden in einer Kiivette mit 10 A Phospho- 
diesterase (snake venom, 200 Enzymeinheiten) bei 37" inkubiert und die Anderung der 
optischen Dichte im UV bei Amax verfolgt. 

2'.3'-O-~tlroxymethylen-inosin (2 ) :  2.68 g (10 mMol) Inosin wurden in 20 ccm Dimethyl- 
formamid, 10 ccm Orthoameisensaure-triiirhylester und 0.1 ccrn 3.7 m HCI in Dimethyl- 
formamid unter Schiitteln gelost und bei Raumtemperatur iiber Nacht stehengelassen. Man 
gab dann 200 ccm 2 m  NH40H zu, engte nach 2 Stdn. bei Raumtemp. bei 15 Torr/40" ein 
und trocknete den Ruckstand durch Abdestillieren von Pyridin unter den gleichen Bedin- 
gungen. Der Ruckstand, in 30 ccm Chloroform gelost, wurde unter Riihren in 300 ccm 
Ather eingetropft, der ausgefallene Niederschlag abgesaugt, rnit Ather gewaschen und bei 
0.5 Torr iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausb. 2.80 g (87 %) chromatographisch reines, 
amorphes Produkt. Schmp. 125'. 

C13H16N406 (324.3) Ber. C 48.14 H 4.97 N 17.27 Gef. C 48.30 H 5.27 N 17.45 
UV (Wasser, pH 7.0): A,,, 251 mp ( E ~ ~ ,  12.103), A- 225 mp;  A250/A260 = 1.72, A280/ 

Methylierung von 2 mit Diazomethan: 5.25 g (15 mMol) 2 in 150 ccm Methanol wurden bei 
0" mit 215 ccm 0.71 m Diaromethan in Ather versetzt. Die Reaktion war nach 15 Min. quan- 
titativ, wie Diinnschichtchromatographie an Silikagel in Chloroform/Methanol (9 : 1) zeigte. 
Das Reaktionsgemisch wurde dann bei 15 Torr/30" eingeengt und durch praparative Diinn- 
schichtchromatographie an Silikagel in Chloroform/Methanol (97 : 3) getrennt. Die mittlere 
Zone tRF 0.40) wurde mit lOOccm Methanol eluiert, bei 15 Torr/30" eingeengt und aus 50 ccm 
Chloroform durch 300 ccm Petrolather (40-60") in farblosen Flocken gefallt. Ausb. 2.90 g 
(40 7;) chromatographisch reines I -MethyZ-2'.3'-O-dthoxymef/zylen-inosirr (4) (nach Trocknen 
bei 40"/0.5 Torr uber P205). 

C14H1~N406 (338.3) Ber. C 49.70 H 5.36 N 16.56 Gef. C 50.66 H 5.45 N 16.32 

A260 = 0.25. 

UV (Wasser, pH 7.0): A,,, 251 mp, A,in 238 mp; Az~o/&o  = 1.17, AzsoiAzdo = 0.40. 
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Aus der Zone mit RF 0.83 wurden in gleicher Weise 1.50 g (30%) 6-Methoxy-9-[2'.3'-0- 
athoxymefhyfen-~-o-ribofurunosyll-purin (5 )  gewonnen. 

C14H18N406 (338.3) Ber. C49.70 H 5.36 N 16.56 Gef. C 50.24 H 5.70 N 16.71 

UV (Wasser, pH 7.0): A,,, 248 mp, A,in 232 mp; A250/A2@J = 1.45, A280/A2m = 0.16. 
4-Amino-5-mefhylaminofbrmyl-3-[2~.3'-0-ail1oxymethylen-~-~-ribojurunosyl]-iniiclarol (3) : 

Eine Losung von 370 mg (0.77 mMol) 4 in 5 ccm 1 m NaOH wurde eine Stde. bei 100" ge- 
halten, abgekiihlt und nach Zugabe von 50 ccm Wasser mit Pyridinium-Dowex 5 0 x 8  neu- 
tralisiert. Die Suspension wurde dann abgesaugt und das Filtrat bei 40"/15 Torr eingeengt. 
Nach der praparativen Diinnschichtchromatographie an Silikagel in Chloroform/Methanol 
( 9 : l )  wurde die Hauptzone rnit 100ccm Methanol eluiert, das Eluat bei 30"/15 Torr ein- 
geengt und der Riickstand in 1Occm Chloroform gelost. Das amorphe, farblose Produkt 
wurde rnit 100 ccm Petrolather (40-60') ausgefallt. Ausb. 187 mg (70%) reines Monohydrat. 

Gel. C 45.01 H 6.35 N 16.09 Mo1.-Gew. 328 (massenspektr.) 

5-MethyI-uridin-3'-phosphit (7): 3.9 g (15 mMol) 5-Methylwid in  (6) in 30 ccm Dimethyl- 
formamid und 10 ccrn Triiithylphosphir wurden nach Zugabe von 3 ccm 3.3m Chlorwdsser- 
stoff in Dimethylformamid (10 mMol) uber Nacht bei Raumtemp. geschuttelt. Nach Zusatz 
von 3 ccm Triathylamin engte man das Reaktionsgemisch bei 30"/0.5 Torr ein, nahm den 
Ruckstand rnit 100 ccm 3 m  NH40H auf und engte die LBsung nach 2 Stdn. bei Raum- 
temp. wieder ein. Der Ruckstand wurde, in Wasser gelost, auf eine DEAE-Saule 
(1  1 0 ~ 4 . 5  cm, HCO3-) gebracht. Die Saule wurde zuerst rnit 3 1 Wasser, dann mit einer 
Pufferlosung steigender Konzentration (3 1 Wasser, 3 1 0.1 m TriLthylammoniumhydrogen- 
carbonat pH 7.5) eluiert. Die gewunschte Substanz wurde bei der Pufferkonzentration 
0.09 -0.10 Mol/I eluiert. Die entsprechenden Fraktionen wurden eingeengt (35"/ 15 Torr), 
Reste von Triathylamin durch mehrmaliges Abdestillieren von Wasser entfernt. Das Tri- 
athylammoniumsalz wurde in waBr. Losung durch Pyridinium-Dowex 50X 8 und Neu- 
tralisation rnit konz. Ammoniak in das Ammoniumsalz ubergefiihrt. Nach Einengen der 
Losung wurde der Riickstand in 30 ccm Methanol gel6st und das Ammoniumsalz mit 200 ccm 
Ather gefallt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und uber P2Os bei 0.5 Torr getrocknet: 
2.60 g (51 %) chromatographisch sauberes Ammoniumsalz des 5-Mefhyl-uridin-3'-phosphits (7). 

N H ~ [ C ~ O H I ~ N Z O ~ P  (339.3) Ber. N 12.39 P 9.14 Gef. N 12.37 P 9.15 

C I ~ H ~ O N ~ O ~ . H ~ O  (346.4) Ber. C45.06 H 6.40 N 16.17 

UV (Wasser, pH 7.0): A,,, 267 mp; A250/A260 = 0.65, AZXOIAZW = 0.72. 

5- Methyl-uridin-2'.3'-cyrlophosphnt (8): Eine Losung von 2.50 g (7.4 mMol) Ammoniunr- 
salz yon 7 in 30 ccm Dimethylformamid wurde bei Eiskiihlung unter Riihren rnit 15 ccm 
Hexachloraceton versetzt und dann bei Raumtemp. uber Nacht geruhrt. Den ausgefallenen 
Niederschlag zentrifugierte man ab, wusch rnit 10 ccm Dimethylformamid und engte die 
vereinigten Dimethylformamidlosungen bei 40"/0.5 Torr ein. Zum Ruckstand gab man 
100 ccm 3 n NH40H und schiittelte 4 Stdn. Nach der Extraktion rnit Ather (2 x 50 ccm) wurde 
die walk. Phase bei 35"/15 Torr eingeengt, der Ruckstand in einem Gemisch von 10 ccrn 
3 n NH40H, 10 ccm Dimethylformamid und 25 ccm tert.-Butylalkohol gelost und nach Zu- 
gabe von 4.0 g Dicyclohexylcarbodiimid 6 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Wie Chromato- 
graphic in Losungsmittel A zeigte, enthielt das Reaktionsgemisch nur noch 5-Methyl-uridin- 
2'.3'-cyclophosphat. Die Mischung wurde dann zur HBlfte eingeengt, mit 50 ccm Wasser 
verdiinnt und rnit Ather (2 x 20 ccm) extrahiert. Die wal3rige Phase wurde auf eine DEAE- 
Cellulose-Saule ( 1 1 0 ~ 4 . 5  cm, HCO3-) gegeben, zuerst rnit 3 I Wasser, dann mit einem 
linearen Gradienten an Triathylammoniumhydrogencarbonat (pH 7.5) (3 I Wasser, 3 I 
0.1 m Puffer-Losung) eluiert. Die Hauptfraktion (0.08 -0.10m) wurde eingeengt und das 
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Triathylamin durch Abdestillieren von Wasser entfernt. Der gummiartige Riickstand wurde 
in 10 ccrn Athanol gelost und das Triathylammoniumsalz rnit 200 ccm Ather gefallt. Ausb. 
2.5 g (80 %) Triathylumtnoniumsafz von 8. Das Produkt ist chromatographisch (Losungsmittel 
A, B) und elektrophoretisch einheitlich. 

C ~ H I ~ N [ C ~ O H ~ ~ N ~ O ~ P  (421.5) Ber. N 9.97 P 7.36 N/P = 3.0 
Gef. N 9.66 P 6.86 N/P = 3.1 

5- Methyl-5'-O-acetyl-uridin-3'-phosphat (10) : 2.40 g (5.7 mMol) 5-Methyl-uridin-2'.3'-cy- 
clophosphut (8) (Triathylammoniumsalz) wurden in 50 ccm Pyridin/25 ccm Acetanhydrid 
iiber Nacht bei Raumtemp. stehengelassen. Wie die Chromatographie in System B zeigte, 
war die Reaktion dann quantitativ. Das Reaktionsgemisch wurde bei 30"/0.5 Torr eingeengt, 
zweimal je 50 ccm Pyridin unter denselben Bedingungen abdestilliert und der zuriickbleibende 
Sirup unter Eiskiihlung in 75 ccm Pyridin/Wasser/Methanol (1 : 1 : 1) gelost. Nach 2 Stdn. 
bei Raumtemp. wurde die Losung eingeengt (30"/0.5 Torr), mit 100 ccm 10-proz. waf3r. 
Pyridin aufgenommen und unter Eiskiihlung rnit 3m NH40H auf pH 8.0 gebracht. Dann 
wurden 50 mg Pankreas-RNase zugegeben und die Losung 10 Stdn. bei 40" unter pH-Kon- 
trolle inkubiert. Das Hydrolysat filtrierte man iiber eine Pyridinium-Dowex(5OX 8)-Siiule, 
wusch rnit 200 ccm 30-proz. Pyridin und engte die Filtrate bei 25"/0.5 Torr auf 50 ccm ein. 
Diese Losung wurde mit NH40H bei 0" auf pH 8.0 gebracht und zur Trockne eingedampft 
(25"/0.5 Torr). Der Riickstand wurde rnit 300 ccm khanol /kher  ( 1  : 1) geschuttelt; der aus- 
gefallene farblose, amorphe Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und iiber 
PzOs bei 0.5 Torr getrocknet. Ausb. 2.20 g (84 %) chromatographisch reines Ammoniunz- 
salz von 10 (Mo1.-Gew. nach UV-Spektrum 460). 

N ~ H X [ C I ~ H I ~ N ~ O ~ O P  (414.4) Ber. N/P = 4.0 Gef. N/P = 4.3 

UV (pH 2.0): Amax 267 mp; Azso/A260 = 0.68,  A2@)/&60 = 0.67. 

5-Metkyl-2'-O-[l-a~hoxy-arhyl]-5'-0-acetyl-uridin-3'-phosphat (11): Ein Gemisch von 
2.15 g (4.7 mMol) Ammoniumsalz yon 10 (Mo1.-Gew. 460), 8 ccm Dimethylformamid und 
4 ccm .&hylvinyliither wurde bei -60" rnit 1.0 ccm Trifluoressigsaure versetzt und 4 Stdn. bei 
0" geriihrt. Dann wurde wieder auf -60" abgekiihlt, 3 ccm Triathylamin zugegeben und bei 
25"jO.S Torr eingeengt. Den siruposen Ruckstand loste man in 15 ccm Methanol und lief3 
unter Ruhren in eine Losung von 2.5 g trifluoressigsaurem Barium in 220 ccm Methanol/ 
Ather (1 : 10) eintropfen. Der ausgefallene Niederschlag wurde abzentrifugiert, dreimal mit 
je 50 ccm Methanollkher (1 : 1) gewaschen und bei 2S0/0.5 Torr iiber P205 getrocknet. Nach 
der Mo1.-Gew.-Bestimmung (pH 2.0, E260 = 8.4- 103) ist das Barizrmsalz des geschutzten 
Phosphates 80-proz. ; Ausb. 2.42 g (70 %) chromatographisch sauberes Produkt. 

Fur Ba[C&23N2011P (587.8) Ber. N/P = 2.0 Gef. N/P = 2.2 

UV (pH 2.0): hmax 267 my; &so/A260 = 0.68, AzsolA260 = 0.67. 

Synthese von Diribonucleosidphosphaten 

Allgemeine Vorschrifr: 2 mMol geschutztes Nucleotid (als Bariumsalz) wurden in 10 ccm 
50-proz. wal3r. Pyridin iiber eine Pyridinium-Dowex(5OX8)-Saule (20 x 1.5 cm) filtriert und 
rnit 100 ccm 50-proz. waf3r. Pyridin bei 4" eluiert. Das Eluat wurde bei 25"/0.5 Torr unter 
Zugabe von Pyridin eingeengt und zum Ruckstand eine Pyridin-Losung von 6 mMol ge- 
schutzren Nucleosides gegeben. Das Gemisch wurde dann durch Kodestillation rnit ins- 
gesamt 250 ccrn Pyridin bei 25'/0.5 Torr getrocknet, in 10 ccm Pyridin gelost und 2.06 g 
(10 mMol) Dicyclohexylcurbodiimid zugegeben. Nach 4 -5 Tagen bei Raumtemp. gab man 
20 ccm 50-proz. waRr. Pyridin, das 1 ccm Triathylamin enthielt, zu, schiittelte 2 Stdn. bei 
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Raumtemp., gab dann 100ccm Wasser zu und extrahierte die Mischung zweimal mit je 
50 ccm Ather. Die waRr. Phase wurde bei 35”/15 Torr auf ungefahr 20 ccm eingeengt, das 
gleiche Vol. konz. Ammoniak zugegeben und das Gemisch 2 Stdn. auf 50” erhitzt *), Diese 
Losung wurde bei 35”/15 Torr auf ein kleines Vol. eingeengt und dann auf eine DEAE-Cel- 
lulose-Saule (1 10 x 2.5 cm, HCO3--Form) aufgetragen. Die Saule wurde mit Wasser ge- 
waschen, bis die UV-Absorption des Filtrates vernachlassigbar war. Dann folgte Elution 
rnit einem linearen Gradienten von Triathylammoniumhydrogencarbonat pH 7.5 (2.5 I 
Wasser im MischgefBO, 2.5 1 0.2 rn Triathylammoniumhydrogencarbonat-16sung im Vor- 
ratsgefal3) bei einer Tropfgeschwindigkeit von 2.5 ccm/Min. Fraktionen. welche das Di- 
nucleosidphosphat enthielten, wurden bei 36”/15 Torr eingeengt. Das restliche Triathyl- 
amrnoniumhydrogencarbonat entfernte man durch Abdestillieren von Wasser und machte 
den Riickstand durch Kodestillieren mit Athanol, das wenig Triathylamin enthielt, wasser- 
frei. Das zuriickbleibende Triathylammoniumsalz wurde aus 10 ccm Athano1 mit 300 ccm 
Petrolather/Ather (1  : 1) gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit PetrolatherlAther 
gewaschen und bei 0.5 Torr uber P205 getrocknet. Die Ausb. wurde durch UV-spektroskopi- 
sche Gehaltsbestimmung der Triathylammoniumsalze ermittelt. Die saurelabilen Schutz- 
gruppen wurden durch 4stdg. saure Hydrolyse in 10-proz. Essigsaure bei Raumtemp. ab- 
gespalten (SO mg Triathylamrnoniumsalz in 0.5 ccm 10-proz. Essigsaure.) 

Die Diribonucleosidphosphate wurden durch praparative Papierchromatographie im 
Losungsmittel A an Whatman 3MM-Papier isoliert. Die Substanzen wurden mit verd. 
Amrnoniak pH 9 vom Papier eluiert und die waRr. Losungen lyophilisiert. Die Reinheit der 
Verbindungen wurde durch enzymdtische Hydrolyse rnit Pankreas-Ribonuclease gepriift. 

Uridylyl-(3’-5‘)-inosin (16) : Aus 12 und 2 wurde das teilweise geschiitzte Dinucleosid- 
phosphat 13 rnit 60-proz. Ausb., bez. auf eingesetztes 12, erhalten. Durch saure Hydrolyse von 
13 entstand 16 in 79-proz. Ausb. Die Hydrolyse durch Pankreas-Ribonuclease erfolgte zu 
97 %, Verhaltnis Uridin-3’-phosphat : Inosin = I : 1.05. 

Uridylyl-(3‘-5‘)-l-methyl-inosin (17): Aus 12 und 4 wurde 14 in einer Ausb. von 39%, bez. 
auf 2, dargestellt. 14 fiihrte nach saurer Hydrolyse in 70-proz. Ausb. zu 17. Enzymatische 
Hydrolyse vnn 17 rnit Pankreas-Ribonuclease erfolgte zu 98 %; Verhaltnis Uridin-3’-phos- 
phat : 1-Methyl-inosin = 1 : 0.90. 
Uridy1-(3’-.5’) -6-methoxy-9-[~-~-ribofuranosyll-purin (18) : Aus 12 und 5 wurde 15 rnit 

einer Ausbeute von 50% dargestellt* *). Durch saure Hydrolyse von 15 wurde 18 in 80-proz. 
Ausb. erhalten. Enzymatische Spaltung rnit Pankreas-Ribonuclease erfolgte zu 99 %; Ver- 
haltnis Uridin-3’-phosphat : 6-Methoxy-purinribosid = 1 : 0.98. 
5-Methyl-uridyly/-(3’-5‘)-uridin (21) : Durch Kondensation von 11 rnit 19 entstand 20 in 

einer Ausb. von 45 %, bez. auf 11. Die Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen fiihrte in 
73-proz. Ausb. zu 21. Enzyrnatische Spaltung rnit Pankreas-Ribonuclease erfolgte zu 97 %; 
Verhkltnis 5-Methyl-uridin-3’-phosphat : Uridin = 1 : 1.1. 

Tab. 2. UV-Spektren der Diribonucleosidphosphate (in 0.05 m Phosphat-Puffer pH 7.0) 

Verbindung Arndw.1  AminIm~I 0. D.zsoI0. D.2m 0. D.28010. D.260 

Uridylyl-(3’-5’)-uridin 260 230 0.77 0.34 
Uridylyl-(3’-5’)-inosin (16) 251 225 1.15 0.28 
Uridylyl-(3’-5’)-l-methyl-inosin (I 7) 255 233 0.98 0.45 
Uridylyl-(3’-5’)-6-methoxy-9-[~-~- 252 225 1.11 0.25 

5-Methyl-uridylyl-(3’-5’)-uridin (21) 264 233 0.70 0.53 
ribofuranosyll-purin (18) 

*) Bei der Synthese von Uridylyl-(3‘-5’)-1-methyl-inosin wurde die Abspaltung der 5’-0- 
Acetylgruppe in 3m NH4OH 10 Stdn. bei Raumtemp. ausgefiihrt. Unter diesen Bedin- 
gungen erfolgte keine Zersetzung des 1 -Methyl-inosins. 

**) Diese Kondensation wurde in einem Drittel der in der allgemeinen Vorschrift angegebenen 
Mengen durchgefiihrt. 
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Tab. 3. Papierchromatographie und Elektrophorese 

Papierchromatographie Elektro- 
Verbindung [RF] phorese *) 

A B  C 

Uridin 0.42 
2’.3’-O-Athoxymethylen-uridin 0.75 
Inosin (1) 0.35 

1 -Methyl-inos:n 0.45 
l-Methyl-2’.3‘-O-~thoxyrnethylen-inosin (4) 0.74 
6-Methoxy-9-[P-~-ribofuranosyll-purin 0.80 
6-Methoxy-9-[2’.3’-0-athoxymethylen-~-D-ribofuranosyll-purin (5) 0.88 
Uridin-(2’)3’-phosphnt 0.08 
Uridin-2’. 3’-cyclophosphat 0.30 
5-Methyl-uridin (6) 0.58 

5-Methyl-uridin-2‘.3‘-cyclophosphat (X) 0.45 
5-Methyl-uridin-3’-phosphat 0.15 

2’.3’-O-Athoxymethylen-inosin (2) 0.68 

S-Methyl-uridin-(2’)3’-phosphit (7) 0.51 

S-Methyl-Y-O-acetyl-uridin-2’.3’-cyclophosphat (9) - 
5-Methyl-Y-O-acetyl-uridin-3’-phosphat (10) 0.2 I 

2’-0-[1 -Athoxy-athyl]-uridylyl-(3’-5’)-[1 -methyl-2’.3‘-O-ithoxy- 0.55 

5-Methyl-2‘-O-[l-atboxy-8thyl]-~-O-a~tyl-urid~-3’-phosp~t (11) 0.33 
2’-0-[1-Athoxy-athyl]-uridylyl-(~-Y)-[2’.3’-O-athoxymethylen-inosin] (13) 0.50 

methylen-inosin] (14) 

metbylen-P-D-ri bofuranosyl)-purinl (15) 

metbylen-uridinl (20) 

2’-0-[1-~thoxy-athyll-uridylyl-(3’-5’)-[6-metboxy-9-(2’.3’-O-athoxy- 0.70 

2’-0-[l -Athoxy-athyl]-S-methyl-uridylyl-(3‘-5’)-[2’. 3’-0-athoxy- 0.65 

Uridylyl-(3’-5’)-uridin 0.16 

Uridylyl-(3’-5’)-l-methyl-inosin (17) 0.25 
Uridylyl-(3’-5’)-6-niethoxy-9-[~-~-ribofuranosyl]-purin (18) 0.36 
5-Methyl-uridylyl-(3’-~~uridin (21) 0.26 
*) Bezogen auf Uridin-(2’)3’-phosphat. 

~Jridylyl-(3’-5’)-inosin (16) 0.20 
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