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Bernd Jastorff und Hans Hettler 

Nucleotid-Analoge von 5’-Amino-5’-deso~~-nucleosiden 1)  

Aus dem Max-Planzk-Instilut fur Bxperimentelle Medizin. Abteilung Chemie, Gijttingen 
(Eingegangen am 9. Juli 1969) 

Die Synthese von Monoestern und Diestern der 5’-Amino-5’-dcsoxy-adenosin- und 5’-Amino- 
5’-desoxy-thymidin-N-phosphate (6 bzw. 4) als Modellsubstanren in dcr Kiho- und in der 
Desoxyribo-Reihe werden beschrieben. Die freien Phosphorsiiureamide sind nur als Dian- 
ionen (7a, b) analytisch faBbar. - Thymidylyl-(B’-5’)-5‘-amino-5‘-tiesoxy-thynii~iii (13) 
wurde als Modell fur eine Verbindung mit Internucleotid-P-- N-Verknuplung dargestellt. 

In die Untersuchungen uber modifizierte Nucleoside und ihr Verhalten im Stoff- 
wcchsel sind auch 3’- und 5’-Amino-nucleoside tiiiteinbezogen worden. 

Die Priifung von 5’-Amino-5’-desoxy-adenosin auf mogliche antivirale Aktivitit 
brachte negative Resultate *), wiihrend die Anti-Tumorwirkung der Verbindung 
3’-Amino-3’-desoxy-adenosin gesichert zu sein scheint 3) .  

Wege zur chernischen Synthese von 5’-Amino-5’-desoxy-nucleosiden (1) wurden 
verschiedentlich angegeben4,SJj); die am Stickstoff phosphorylierten Nucleotid- 
Analogen scheinen aber bisher nicht untersucht worden zu sein. 

Aminodesoxynucleosid-N-phosphate 7 ( I .  Mitteil.1)) und ihre Monoester 6 kornmen 
als Substrate fur Phosphoesterascn in Frage, wihrend Oligomere rnit 1’-N-Ver- 
knupfung als potentielle Templates fur polymerisierende Enzyme interessant sein 
konnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese solcher Modellsubstanzen fur 
enzymatische Untersuchungen, insbesondere die Darstellung von IXiucleosidphos- 
phaten mit P N-Bindung. 

Die Darstellung der Phosphorsiiureamide 7 schlol3 sich an die Verfahren an, die 
zu den analogen Phosphatestern fuhren. Da aber die Reaktivitiit einer Aminogruppe 
den iiblichen Phosphorylierungsmitteln gegeniiber erhehlich grolJcr ist als die der 
sekundaren Hydroxygruppen in Nucleosiden, konnte auf den Schutz dicscr Funktionen 
zunachst verzichtet werden. 

In der Desoxyribose-Reihe gingen wir von 5’-Amino-5’-desoxy-thymidin (1 a)4J 

aus, in der Ribose-Reihe wurde 5’-Amino-5’-desoxy-adenosin (1 b) verwendet, das 
aus seinem Tosylats) durch Behandlung mit basischem lonenaustauscher gewonnen 
wird. 

1) Phosphoamide der Nucleoside, I I  ; I. Mitteil. : R. Jasforlf und I / .  Ilettler, Tetrahedron 

2 )  A .  R .  Diwun, R .  K .  Robins und W. N. Prusof, Cxperientia [Basel] 25, 98 (1969). 
31 J .  T. Truman und H. Kfmow,  Mol Pharmacol. 4, 77 (1968). 
4) J .  P. Horwifz, A. J .  Tomson, J .  A .  Urbanski und J .  Clzuu, J. org. Chenwtry 27, 3045 (1962). 
5 )  R. R .  Schmidt, U .  Jclileuz und D .  Schwille, Chem. Ber. 101, 590 (1968). 
6 )  U’. Juhn, Chem. Ber. 98, 1705 (1965). 

Letters [London] 30, 2543 (1969). 
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Bei dcr bekannten Labilitat der P-N-Bindung gegeniiber Siiuren7) kamen nur 
alkalisch oder neutral abspaltbare Schutzgruppen in Frage. 

Unter dicscm Gesichtspunkt hat sich die Verwendung von Phosphorsaure-bis- 
[$p. ?-trichlor-athylesterl-chlorid (2) g),  I'hosphorsaure-bis-[p-nitro-benzylester]chlo- 
rid (3)9' und Phosphursaure-[p-nitro-phenylester]-dichlorid (5)1") zur selektiven 
Phosphorylicrung von l a  und l b  bewlhrt. 

Rei der Verwendung von 3 empfiehlt sich Dioxan 111 als Losungsmittel und Triathyl- 
amin als tertilre Base. -. Die Abspaltung eirier Trichloriithylgruppe aus dem N-[5'- 
Desoxy-thymidinyl-(5')]-phosphorsiiurc-bis-[~. 9. $-trichlor-athylester]-amid (4al) und 
der entsprechenden Adenosin-Verbindung 4 bl gelingt vollstandig in Pyridinikonz. 
Amrnoniak ( 1  : 1 ) s '  bei Raumtemperatur. Die zweite Trichloriithylgruppe in den so 
erhaltenen Verbindungen 6al  und 6 b l  erwies sich als stabil gegenuber allen Ver- 
suchen zur basenkatalysierten Abspaltung. 

Das Enzym SchIangengift-Phospho~ies~erase'2' spaltet Phosphorsauremonoester- 
amide vom Typ 6, aber selbst unter den sorgfaltig kontrollierten Bedingungen der 
Enzymspaltung lassen sich die Phosphorsaureamide 7 nicht isolieren, da sic zu 1 und 
Phosphat zerfallen. 

7) Vgl. A. J .  Kirby und S. G. Wrrrren, The Organic Chemistry of Phosphorus, Hlscviers 

8) A. Frarike, K. H .  Srheit und F. Erkstein, (:hem. Ber. 101, 2998 (1968). 
9) G, Fdsch,  Acta chem. scand. 10, 686 (1965). 

1") A .  I:. T u r ~ e r  und !I. G .  Khornna, J .  Amer. chem. Soc. 81, 4651 (1959). 
' 1 )  Dioxan nach Hess und Frahmi, bezogcn von der Firma Fluko, Buchs (Schweiz). 
12) Produkt der Firma C. F. Boehringer und Sohn, Mannhcim. 

Publ. Comp., Amstcrdam 1967. 
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Im ganzen pH-Bcrcich, der fur enzymdtische Reaktionen in Frage kommt, d. h. 
pH 6.5-10, erwies sich 7 als labil. Ebenso fiihrten Versuche 7ur rcduktivcn hb -  
spaltung der Trichlorithylgruppe in 6 a l  und 6 b l  mit Zink unter verschiedenen Be- 
dingungens1 immer zu l a  bzw. 1 b zuriick. Offenbar muM das Dianion von 7 vorlicgen, 
um die Spezies wcnigstens analytisch (d. h. diinnschichtchromatographisch und elcktro- 
phorctisch) nachweisen zu konnen. 

Nach Spaltung des 12hosphorsaure-[p-nitro-phenylester]-amids 6a3 mit 1 n NaOH 
im EinschluBrohr bei 1OO"lO) IiiBt sich das Phosphorsiiurcamid 7a elektrophorctisch 
und chromatographisch nachweisen. Dassclbe Produkt entsteht bei der Entfernung 
der Nitrobenzylschutzgruppe aus 4a213) in Phosphatpufkr pH 1 l/Athanol (1 : 11, 
und cntsprechend IaiRt sich 7b bci der Hydrogenolyse von 4b2 nachwciscn. 

Die erhohte Reaktivitiit der 5'-Aminogruppe in den Aminonucleosiden 1 a und 
1 b - verglichen n i t  OH-Gruppen von hucleosiden - macht die Verknupfung zu 1% 
nucleosidphosphat-Analogen 13 mit P-N-Bindung in der Desoxy-Reihe relativ ein- 
fach. Es geniigt, 5'-O-Trityl-thymidin (8) 14) mit Phosphors~urc-[~.~.~-trichlor-iithyl- 
ester]-dichlorid (10)15) zu kondensicren und 
mit 5'-Amino-5'-desoxy-thymidin (la) ummsetzen und dann das Reaktionsprodukt 16 
inittcls priiparativer Schichtchromatographie abzutrennen. 

ohnc das Produkt 11 zu isolicren 

8: R = Tri t -O 
9 It = N 3  

3 

11: R = T r i t - U  

13) L. Zervus und 1. Diluris, J. Amer. chem. Soc. 77, 5354 (1955). 
14) P .  T. GiN~uni und H. G. Khurunu, J .  Amer. chcm. SOC. 81, 4647 (1959). 
15) W. Gerrurd, W. J. Green und R. J .  Pldl ips ,  J. chern. Soc. [London] 1954, 1148. 
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Die Abspaltung der Tritylgruppe durch Essigsaurcbehandlung irnd nachfolgende 
Verseifung der Trichlorathylestergruppe (durch I n NaOH in Dioxan bei Raumtemp.) 
fiihren dann zum Thyniidylyl-(3’-5’)-5’-amino-5’-desoxy-thymidin (13). 

Fiihrt man die Synthese ausgehend von 5’-Azido-5’-desoxy-thymidin (9) anstelle 
von 8 durch, 50 erhalt man das 5’-Azido-5’-desoxy-thymidylyl-(3‘-5’)-5’-arnino-5’- 
desoxy-thymidin (14) (uber eine zu 15 analoge Diesteramidstufe). Damit bietet 
sich die Moglichkeit, nach Reduktion der Azidogruppe in 14 zur Aminogruppe weitere 
Kondensationsschritte unter P -N-Verkniipfung anzuschliel3en. 

Substrateignung des 5’-Amino-5’-desoxy-adenosins ( lb)  
1 h wird zwar vom Enzym Adenosin-Desaminase als Substrat angenommen16), 

reagiert aber crheblich langsamer 171. Gegenuber dem Enzyni Adenosinkinase l8)  

wirkt 1 h als kompetitiver Inhibitor. 

Enzymatisches Verhalten der Phosphorszuremonoester-amide und der Dinucleosidphosphate mit 
P- N-Bindung 

Die Schlangcngift-Phosphodiesteraselz) s -iItet - wie erwahnt - Phosphorsaure- 
inonoester-amide vom Typ 6 sowie Dinucleosidphosphate vom Typ 13. Die Spaltung 
des N-[5’-Desoxy-thymidinyl-(5’)]-phosphorslure-[p-nitro-phenylester]-amids (6a3) 
wurde spektralphotometrisch bei 400mp verfolgt 19). Es wird rnit einem Drittel der Ge- 
schwindigkeit des Standards Thymidin-5’-[p-nitro-phenylphosphat] 20) hydrolysiert. 

Phosphodiestcrase aus Kalbsmilzlzj spaltet das Thymidylyl-(3’-5’)-5’-amino- 
5’-desoxy-thymidin (13) zurn Thyrnidin-3’-phosphat und 5’-Amino-5’-desoxy- 
thymidiii ( I  a). Diese Reaktion verlauft siebenmal langsamer als die Spaltung dcs 
entsprechenden Thyniidylyl-(3’-5’)-thyinidins. 

Herrn Prof. Dr. F. Cramrr danken wir fur gronziigige Unterstiitzung. Herrn Dr. H.  M. 
Schiebel sind wir fur die Aufnahnie und Analyse voii NMR- iind Massenspektren zu grol3em 
Dank verpflichtet. Herr F. Tlcztlik hat mit groBcm Eifcr und Geschick zu der Arbeit beige- 
tragen. 

Bescheibnng der Versuche 
Allgemeine Bemerkutigen: Die U V-Spektren wurden im Spektralphotometer Cary 14 

gemessen, die kinetischen Messungcn erfolgtcn entweder im Cary 14 oder im Gerat Gilford- 
2000 (Registrierendes Spektralphotometer rnit Beckman DU-Optik). Die NMR-Spektren 
wurden rnit dem Geriit Varian Modcll HA-100, die Massenspektren teils rnit einem CH-4- 
Gerat der Firma Atlas-Varian-MAT, teils rnit einem MS-9-Gerat der Firma AEI jeweils bei 
einer Ionisierungsenergie von 70 eV aufgenommen. Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler- 
Block bestimmt und sind nicht korrigiert. 

16)  A.  Blorh, M. J .  Robins und J .  R .  McCarthy, J. med. Chem. 10, 908 (1967). 
17) A.  Bloch et a1.16) geben an ,  die Reaktion rnit l b  verlaufe 250mal langsamer als rnit 

Adcnosin. Unsere Messungen ergaben unter identischcn Bedingungen einen 65mal lang- 
sameren U msatz. Der Unterschied kann von den verschiedcnen Enzympraparalionen her- 
riihren; wahrscheinlich wird er aber durch das Vorliegen von Carbaminat im Gleichge- 
wicht mit l a  hervorgerufen. Carbaminat durfte in den hier berichteten Versuchen nicht 
gebildet worden sein. 

18)  G. Hurtmatin und Th. Leiborh, unveroffentlichte Ergebnissc, Wurzburg 1969. 
19) W. 15. Razzell und H .  G .  Khorana, J. biol. Chemistry 234, 2105 (1959). 
2”) Herstellerfirma: Calbiochem, Los Angeles. 
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Zur Erkennung der 5’-Amino-5’-dcsoxy-nucleoside (1) auf den Diinnschichtplatteii diente 
das Ninhydrin-Spriihreagenz 0.1 %, der Firma Merck. Zur ldentifizierung der nitrogruppen- 
haltigen Substanzen bespriihte man die Platten rnit 4-I~imetliylamino-be1izaldeliyd:Salz- 
siiure 21). 

Papierchramcrrogr(Jp1zie: I’apier Schlcicher & Schiill 2043 b mgl ; Laifmittel : n-Propanol! 
konz. AmmoniakIWasser (7 : 1 : 2) (A) brw. Athanol/l r ~ i  Ammoniuniacetat ( 7  : 3 )  (B) .  

Durit~schirhtrhraiiinrograpliie: Fur analytische Zwecke wurden Silicagel-Duniischicht- 
platten F254 (Merck AG), fur praparative Trennungcn Silicagel PF254 (Merck AC) verwcndet. 
Laufmittel: System A b7w. AcetonIBenzoliWasser (8 : 2: 1) (C)  brw. Chloroform:Methanol 
185 : IS) (D). 

Elekiraphorese: I’apier Whatman 3 MM. Laufmittel 0.1 nt Triiithylamnioniumhydrogen- 
carbonat-Puffer pH 7.4 (P). 

Die in dcr Tabelle aufgefuhrtcn Rp-Werte waren hinrcichend reproduzierbar. 

Schmelzpunkte, Analysen und Spektraldatcn der dargcstellten Verbindungen s. Tab. 

5‘-Aniinr~-5‘-de.~ux)~-adenosin (1 b) : 1 m Mol 5’-Arnitia-5‘-de.so.uy-cideiio.sin, p -  Toluolsulfotrat~J, 
wurdc in 20 ccm bidestilliertem Wasscr rnit 10 g neutral gcwaschenem, stark haskchein 
funenaustau~cher Merck fIf Stde. geriihrt. Anschlielknd eluierte man in cincr SBule mit 
etwa 5 I dest. Wasser. Das Liisungsmittel wurde dann unter AusschluS von Kohlcndioxid 
in1 Rotationsverdampfer bei olpumpeiivak. his auf 100 ccm eingeengt und zu einer wciljen, 
flockigen Substanz lyophylisiert. Ausb. 208 mg (80%). 

S‘-Amino-5’-desoxy-3’-O-ncetyl-t/iymidi/i: 10 mMol 5’-Azido-.~’-rieso~y-rhyniidit14~ (9) wur- 
dcn in 100 ccni absol. Pyridirr und 14 ccm Acetanhydrid (140 niblol) etwa 15 Stdn. bei Raum- 
tcmp. stehengelassen. AnschlieBend wurde i. Vak. zur Trockne cingeengt und in  100 ccm Was- 
ser suspendiert. Man extrahierte mit 250 ccm Chloroform, engte zur Trockne ein und kri- 
stallisierte das Acetylierungsprodukt aus ~thano1:Petroliithcr (1 : 10) um. Ausb. 2.78 g (90 7 ; ) .  

3 mMol Acetylierungsprodukt w-urdcn in 100 ccm k h a n o l  mit 300 nig Plrtiiiil V/-oz;id in 
einer Schuttelente unter Normaldruck hydriert. Zur Entfernung des gebildeten Stickstoffs 
wurdc des oftereo mil Wasserstoff gespiilt. ’Nach Abfiltrieren des Platins cngte man im Ro- 
tationsverdampfcr ein, wobci 765 mg (90 %,) farblose Kadeln auskristallisicrten. 

N-: S‘-Deso.Y.-thymidin,~l-( 5’) j -  und N-:5’- Desaxy-ndenasyl-[5’) :-pliospphorsiiiire-t.is-/ /).,b’.$- 
trichlor-arhyle.rter;-umid (4al b7w. 4bl): 1 mMol 1 a41 bzw. 1 h wurdc durch mchrfaches Ab- 
dcstillieren von absol. Pyridin getrocknet, in einem Geniisch von 5 ccni absol. Pyridinj420 !*I 
Triuthyhniti ( 3  mMol) aufgcnommen bzw. suspendiert und unter Eiskuhlung mit I .3  mMol 
Phos~~horsuure-bis-~~.~~.~-tr irhlar-at~t .v les /er~-r/ i l i ir id  (2) versetzt. Nach 5 Stdn. bei Raum- 
temp. engte man i .  Vak. zur Trockne ein, Iostc den Ruckstand in 50 ccm Chloroform und 
cxtrahierte rnit 3 ma1 25 ccm dcst. Wasser. Nach Einengen der Chloroformphase wurde das 
Kohprodukt aus Athano1:Petroliither urnkristdllisiert. - 4al :  Ausb. 262 mg 145 ”{). 4bl :  
Ausb. 395 mg (6576) .  

Spiilrung drr Pliosplzorsiiioe-diesteralnide 4al biw.  4hl zii den Pliosphorsiiiire-rnoiior;,ier- 
atnidcn 6al hzw. 6 h l :  0.01 mMol (100 bzw. 160 OD) 4 r l  bzw. 4bl  wurdcn in 2 ccm Pyridiri,/ 
konz. Ammonink ( 1  : I )  3 Stdn. hei Raumtemp. stehengelassen. Nach Pinengen i. Vak. wurden 
6al bzw. 6 b l  durch Elektrophorese im Puffersystcm D isoliert. 6a l :  Ausb. 92 OD (YO%), 
6 b l :  Ausb. 144 OD (907;). 

N-: 5’- De.~oxy-fli~imiditi?~l-!5‘/ I - irtid N - :  5 ’ - ~ e s a . ~ ~ ~ - a d r f i u s ~ : l - ~ 5 ’ j  : -p/iosp/larsaiire-bis-: p-tzitra- 
hen=J:lesieri-anzici(4aZ bzw. 4hZ): I mMol 1 a bzw. 1 b wurden, wie obcii beschrieben, getrock- 

21) Anfarbereagentien fur  Diinnschicht- urid Papier-Chromatographie, Nr.  72, S. 18, E. 
Mcrck AG, Darmstadt. 
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4126 JasforJ und Hettler Jahrg. 102 

net und in 10 ccm absol. Dioxanll) sowie 0.4 ccm Triiithylamin ( 5  mMol) gelost bzw. suspen- 
diert. Man fiigte dann unter Eiskiihlung 41 0 mg (I .I mMol) Phospkorsiiure-his-:p-nitro-benzy/- 
ester 1-chlurid (3)9) portionsweise hinzu und riihrte etwa 1 Stde. bei Raumtemp. AnschlieRend 
wurde eingeengt, der Ruckstand in wenig Acetonitril aufgenommen und durch prapara- 
tive Schichtchromatographic an Kieselgel im System C 4a2 bzw. 4b2 isoliert. Umkristalli- 
sation erfolgte aus Athanol/Petrolather. 4a2: Ausb. 492 mg (83 %), 4b2: Ausb. 340 mg 
(55 %). 

Hydrierung vun 4a2 bzw. 4b2 zu den Phosphorsaureumiden 7a htw. 7 b :  0.1 mMol 4a2 bzw. 
4b2 wurden in 30 ccm Athanol/Phosphatpuffer pH 11 (1 : 1) mit 2 Spatelspitzen Pulludiuml 
Kohle (Merck) 1 Stdn. in dcr Schiittelente bei Normaldruck hydriert. Die Phosphorsaure- 
amidc 7a bzw. 7 b wurden durch Diinnschichtchromatographie in System A sowie Elektro- 
phorese in System E nachgewiesen. 

7a bzw. 7b wurden eluiert und rechromatographiert. Fur 7a sowohl als 7b traten dann nur 
noch die Flecke der 5'-Amino-5'-desoxy-nucleoside 1 a und 1 b sowie anorganisches Phosphatz2) 
auf .  

N-~S'-Desoxy-thymidinyl-/5')~-phosphorsiiure-~p-nitro-phenylester]-umid (6 a3) : 1 mMol 5'- 
Amino-5'-desox~~-3'-O-acetyZ-thymidin wurde, wie beschrieben, getrocknet, in 30 ccm Pyridin 
aufgenommen, bei -30 bis -40" wahrend 8 Stdn. in eine Losung von 900 mg (3.5 mMol) 
Pliosphorsaure-[p-ni~ro-phet~ylesterj-dichlorid (5) 14) in 2 ccm absol. Pyridin getropft und 
anschlieBend 2 weitere Stdn. bei -30" stehengclassen. Dann gab man 5 ccm Wasser dam, 
destillierte das Losungsniittel unter LichtausschluR i. Vak. ab, nahm den Riickstand in 5 ccm 
Methanol auf und isolierte das N-~S'-Desoxy-3'-0-ucetyl-thymidin.y1-(5') i-phusphorsiiure-ip- 
nitro-phenylesterl-amid durch priiparative Schichtchromatographie auf Kieselgel in System C. 
Die Chromatographie wurde wegen der Instabilitiit der Verbindung im Kiihlraum (4") durch- 
gefiihrt, die Losungen bei 3 --5" unter LichtausschluD eingeengt oder Iyophylisiert. Ausb. 
314 mg (65%). 

Zur Abspaltung der Acetylgruppe wurden 0.05 mMol (750 OD) 3'-0-Acetyl-Derivut in 
2 ccm konz. Ammoniak 3 Stdn. bei Raumtemp. geschiittelt und dann nach Zugabe von 2 ccm 
Wasser unter LichtausschluR lyophylisiert. Ausb. an 6a3 quantitativ. 

Zur Abspaltung derp-Nitrophenylgruppe wurden 80 OD ( 5  pMol) 6a3 in 100 pl 1 n NuOH 
gelost und im EinschluRrohr 2 Stdn. auf 100" erhitzt. Die Spaltung verlief quantitativ. Der 
Nachweis der Spaltprodukte p-Nitrophenolat-Anion und Phosphorsaureamid 7a erfolgte 
durch Elektrophorese in Puffer-System E. 

5'-O-Trityl- bzw. S'-Azido-S'-desoxy-thymidylyl-(3'-S')-5'-umino-5'-desoxy-thymidin-~~.~.~- 
triclzlor-athylestrr~~e~t~r J (16 bzw. 17) : 1 mMol 5'-O-Trityl-thymiditr (8)14) bzw. 5'-Azido-5'-desoxy- 
thymidin (9)3) wurden, wie beschrieben, getrocknet, in 20 ccm absol. Pyridin aufgenommen, 
wahrend 8 Stdn. in eine Losung von 160 pl ( I  mMol) Phosphursuure-~~.P.~-rrichZor-arhyl- 
ester-i-dichlorid (10) 15) in 2 ccm absol. Pyridin bei Raumtemp. getropft und anschlieRend iiber 
Nacht stehengelassen. Die so erhaltenen 5'-O-Trityl- bzw. 5'-Azidu-5'-desoxy-thymidin-3'- 
phosphorsaure-IB.P.P-trichlor-athylester!-chloride (11 bzw. 12) wnrden nicht isoliert, sondern 
man tropfte das Reaktionsgeniisch bei 0' wahrcnd 4 Stdn. direkt in eine Losung von 1 mMol 
5'-Aminu-5'-desoxy-thymiditi (1 a) in 5 ccm absol. Pyridin. AnschlieRend versetzte man mit 
5 ccm Wasser, destillierte das Losungsmittel i. Vak. ab, nahm in 5 ccm Methanol auf und 
isolierte 16 bzw. 17 durch praparative Schichtchromatographie auf Kieselgel in  System D,  
Elution erfolgte mit Methanol. 16: Ausb. 280 mg (30%), 17: Ausb. 245 mg (35 %). 

22) H.  Hettler in M. Lederer, Chromatographie Reviews, Bd. 1, S. 225, Elseviers Publ. Comp., 
Amsterdam 1959. 
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Abspnltiing der Tritylgruppe nus 16 zu 15: 0.01 mMol (100 OD) 16 wurden in 5 ccm 50proz. 
Essigsuure 15  Min. auf 100’ erwiirmt. Nach Abdestillicren des Lbsungsmittels sowie Auf- 
nehmen des Riickstandes in wenig Methanol isoliertc man 15 durch pr2parativc Schicht- 
chromatographie auf Kiesclgcl in System C. Ausb. 90 OD (90 %). 

Abspaltung der TricliloriithJ.J-Gruppe nits 15 hzw. 17 IN den Dinucleosidphosphut-Analo~cn 
13 bzw. 14: 0.01 mMol(200 OD) 15 bzw. 17 wurdcn in 10 ecm Dioxan/l c a n  lnNu0114Stdn. 
bei Raumtemp. stehengelassen. Nach Abdestillieren dcs LBsungsmittels nahni man in wenig 
Methanol auf und isoliertc 13 bzw. 14 durch priiparative Schichtchromatographic auf Kicsclgel 
in System A. 13: Ausb. 182 OD (90X), 14: Ausb. 175 O D  (88 %). 

Enz,vmatische Hydrol.vse der Pliospkorsauremonoe.~te~-~niide 6 ~ u w i e  des Thymidylyl- 
(3‘-5‘)-5‘-amino-5‘-de.~oxy-rli~~midins (13) durch Schlaiigeii~~t-Phospliodiesrernse: 1 pMol 
6 bzw. 13 wurde in 0.1 ccm 0.1 m Tris-Puffer, pII 8.6, mit 10 ;~,g Enzym (E. C. 3.1.4.1.; Firma 
Boehringcr, Mannheim) 5 Stdn. bei 37“ inkubiert. Das Hydrolysat wurde papicr- und diinn- 
schichtchromatographisch in System A getrcnnt. 

Enzymati.de Spultung des Dinucleosidphos~~hut- Analogeil 13 durclz Pliusphodicsteruse uus 

Knlbsmilz: 10 [ ~ M o l  13 wurden in 0.2 ccm 0.5 m Ammoniumsuccinat-Puffer, pH 5.9, mit 
20 pg Etizym (E. C. 3.1.4.1.; Firma Boehringcr, Mannheim) bei 37” inkiibicrt. Man cntnahm 
wiihrend der Reaktion 12mal je 0.01 ccm, trennte diinnschichtchromatographisch in System 
A, eluierte jeweils dic Zone des ~5’-.4mit~o-S’-desox~v-thymidirzs (1 a) mit Wasser/Methanol(l : I ) ,  
bestimmte dessen optische Dichte und erhielt so cin Zeit-Umsatz-IXagramm der cnzymatischen 
Hydrolyse. 

In einem Parallelansatz wurde die Hydrolyse der Vergleichssubstanz ThymidyIyl-(3’-5’)- 
thymidin uiiter gleichen Bedingungcn durchgefiihrt. Man isolicrtc hier nach Dunnschicht- 
chromatographie auf Kieselgel in System C das durch die Reaktion freigesetzte Thymidin. 

Hydrolyse der 6-Aminugruppe des 5 ’ - A t n i 1 1 ~ - 5 ’ - d e . s o ~ ~ ~ - n ~ ~ ~ n o s i n s  (1 b) durch die Admosin- 
Desaminase zum 5’-Amitio-5’-d~~suxy-iNosin: 3 . 1 0 - 7  Mol (4.8 OD) l b  wurden in 3 ccin 0.05 m 
Phosphat-Puffer, pH 7.4, mit 0.1 p.g Enzym (ti C. 3.5.4.4.. Firma Boehringer) bci 25” inku- 
bicrt und die Abnahme der Extinktion bei 265 mi* im Cary verfolgt. Untcr glcichen Bedin- 
gungen wurde die Hydrolyse des Adenosins gemcssen. 

[257/69] 




