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Die alkalische Hydrolyse der 3’ + 3’- (S), 3’ + 5‘- ( I )  und 5’ + 5’-Thymidylyl-thymidin-phenylester 
(10) verliiuft unter mehr oder weniger starker lsomerisierung der Internucleotid-Bindung. Der 
Gehalt an den jeweils drei moglichen 3’ + 3’- (6). 3’ + 5‘- (5) und 5’ --t 5’-Thymidylyl-thymidinen (4) 
wird quantitativ auf chromatographischem bzw. emymatischem Wege bestimmt. Die groRte 
lsomerisierungstendenz zeigt das 3’ --t 3’-lsomere 8. Ein Mechanismus dieser Umwandlunys- 
reaktionen wird diskutiert. 

Nucleotides, 11 ’ ) 
Saponification of Phenyl Dinucleoside Monophosphates and 
Isomerisation of the Internucleotidic Bond 

Alkaline hydrolysis of the 3’ -+ 3‘- (8), 3‘ + 5’- (1). and 5‘ -+ 5’-thymidylyl-thymidine phenylester (10) 
leads to more or less isomerisation of the internucleotidic linkage. The amounts of the three possible 
3‘ + 3’- (6), 3’ -+ 5’- (5)-, and 5’ + 5‘-thymidylyl-thymidines (4) have been determined quantitatively 
by chromatographical and enzymatical means. respectively. The 3’ + 3’-isomer 8 shows the highest 
tendency for isomerisation. A mechanism of these rearrangement reactions is discussed. 

Fur  den synthetischen Aufbau von Oligonucleotiden nach dern Triester-Verfahren 
kommt dern Phenylrest als Phosphorsiiure-Schutzgruppe - ‘) insofern praparative 
Bedeutung zu, als seine relativ groI3e Hydrolysebestandigkeit die selektive Abspaltung 
alkalilabiler Acylgruppen vorn Zuckerteil des Molekiils ermoglicht. Allerdings konnen 
bei der  Verseifung von internucleotidartig gebundenen Phosphotsiiurephenyltriestern in 
Gegenwart benachbarter bzw. sterisch giinstig lokalisierter freier OH-Funktionen Kom- 
plikationen auftreten. Bei der alkalischen Hydrolyse der drei isomeren Thymidylyl- 
(3’ + 3’)- (8), 43’ -+ 5’)-  ( I )  und 45 ’  4 5‘)-thymidin-phenylester (10) haben wir niimlich 

’) I. Mitteil.: A. Myles ,  W Hutzenlauh, G. Reitz und W Pjleiderer. Chem. Ber. 108, 2857 (1975). 
vorstehend. - l”) Vorgetragen auf dem 2. Symposium iiber Nucleinslurekomponenten in 
Liblice/Tschechoslowakei, Sept. 1972. 
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festgestellt, da5  die Esterverseifung unter den erforderlichen Reaktionsbedingungen 
(0.1 N NaOH, Raumtemp.) von einer mehr oder weniger starken Isomerisierung ’) der 
jeweiligen Internucleotidbindung begleitet ist. Um zu moglichst eindeutigen Aussagen 
uber das AusmaD der Isomerisierungen zu gelangen, haben wir die Hydrolysenexperimente 
quantitativ ausgewertet. D a m  wurde einmal das jeweilige Reaktionsgemisch chromato- 
graphisch im Laufmittelsystem n-Butanol/5 N Essigsaure (2/ 1 )  auf Merck-Cellulose- 
Dunnschichtplatten bzw. Schleicher & Schull-Cellulosefolien in die drei isomeren Thymi- 
dylyl-thymidine 4,5 und 6 aufgetrennt und durch Abkratzen und Eluieren der entsprechen- 
den Zonen der prozentuale Gehalt der einzelnen Komponenten aus der optischen Dichte 
bestimmt ; als zweite, unabhangige Methode wurde zum anderen die Substratspezifitat 
von Phosphodiesterasen genutzt. Milz-Phosphodiesterase fuhrt unter Bedingungen, bei 
denen das naturliche Substrat 3’ + 5’-TpT (5) vollstlndig in Thymidin und Thymidin-3’- 
phosphat gespalten wird, weder bei 3’ + 3‘-TpT (6) 6 ,  noch bei 5’ --t 5’-TpT (4) zur Hydro- 
lyse der Diesterbindung. Da die Milz-Phosphodiesterase eine 3’-Phosphatdiesterbindung 
und eine freie 5’-Hydroxygruppe erfordert ’), sollte bei 6 Spaltung erwartet werden; ihr 
Ausbleiben wurde jedoch auch bei 3’ + 3’-dCpT festgestellt ‘I. Bei der Schlangengift- 
Phosphodiesterase dagegen fanden wir auch die etwa gleich gute Spaltbarkeit von 5’ --t 5’- 
TpT (4)’) im Vergleich zu 5 und die Resistenz von 3’ + 3’-TpT (6) bestatigt. Auch aus 
weiteren Untersuchungen an UpU-Derivaten kann geschlossen werden, daD die Milz- 
Phosphodiesterase weitaus hohere Anforderungen an die Spezifitat des Substrates stellt 
als Schlangengift-Phosphodiesterase und zwar sowohl h’insichtlich Verkniipfungsart 
als auch Hydroxylsubstitution. 

Die Endonuclease aus Staph. aureus, die in hoher Konzentration auch Dinucleosid- 
monophosphate hydrolysiert lo), verhalt sich gegeniiber den unnaturlich verknupften 
TpT-Isomeren 4 und 6 wie Milz-Phosphodiesterase und spaltet nicht. 

Zur Bestimmung der Hypochromie der beiden enzymatisch durch Schlangengift- 
Phosphodiesterase spaltbaren Thymidylyl-thymidine wurden diese direkt in der UV- 
Kiivette hydrolysiert. Aus der Extinktionserhohung wurde die prozentuale Hypo- 
chromie berechnet: Hypochromie (7;) = [l - E Z 6 ,  (TpT)/EZ6, (TpT)] x 100. Beim 
3’ + 5’-TpT (5) ergaben sich in Ubereinstimmung mit der Literatur ’’) 4.8 x, wahrend 
das 5’ + 5’-TpT (4) 7.1 ”/, Hypochromie zeigte. Damit tritt auch bei den TpT-Isomeren, wie 
im Fall der verschieden verknupften ApA-Isomeren ”), die grol3te Hypochromie bei der 
5’ --t 5’-Internucleotidbindung ad.  

Zur Bestimmung des Isomerisierungsgrades wurden aliquote Teile der Reaktions- 
losung mit Milz- bzw. Schlangengift-Phosphodiesterase bei 37 ”C fur 6 h inkubiert. 
Die Auftrennung der Enzymansatze erfolgte auf Papier im System n-Propanol/konz. 
Ammoniak/Wasser (55/10/35) und die Gehaltsbestimmung der einzelnen Komponenten 
durch Messung der optischen Dichte bei 267 nm nach Elution mit Wasser ”). Der durch 
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Schlangengift-Phosphodiesterase nicht gespaltene Anteil entspricht dabei dem 3’ + 3’- 
TpT (6),wahrend er beim Enzym aus Milz der Summe von 3’ + 3’-(6) und 5’ + 5’-TpT (4) 
gleichzusetzen ist. Die rechnerisch ermittelten prozentualen Zusammensetzungen sind 
in der Tab. wiedergegeben und zeigen eine gute Obereinstimmung mit den auf chromato- 
graphischem Wege gefundenen Werten. 

Prozentuale Isomerisierung der Internucleotidbindung bei der alkalischen Hydrolyse von 
Thymidylyl-thymidin-phenylester in 0.125 N NaOH/Dioxan (4/1) bei 20°C, 7 h 

Eingesetzter TpT-Diester Bestimmun s- 
Triester 3’ -P 3‘- (6) 3’ + 5‘- (5) 5‘ + 5’- (4) methodemf 

8 (3’ + 3’) 55 38 7 a 
55 37 8 b 

1 (3’ --* 5’) 13 74 13 a 
13 75 12 b 

10 (5’ -+ S)  6 15 71 b, a 
5 18 70 b, b 

‘) a = chromatographische Trennung; b = enzymatische Spaltung. 
b, Die restlichen 8 bzw. 7 % konnten noch nicht identifiziert werden. 

Die Resultate zeigen, daB unter den angewandten Reaktionsbedingungen in teilweise 
betrachtlichem AusmaBe eine Isomerisierung der Internucleotid-Bindung stattfindet. 
Die Reaktionen miissen dabei auf der Triester-Stufe erfolgen, da sich die TpT-Diester 4,s 
und 6 unter der entsprechenden Einwirkung von Alkali als stabil enviesen. Ein sinnvoller 
Mechanismus fur die beobachtete Isomerisierung erfordert primar eine intramolekulare 
nucleophile Substitution des Phenoxyrestes, wobei die 3’- bzw. 5’-Hydroxygruppe zu- 
nachst unter Ausbildung eines cyclischen Phosphorsauretriesters reagiert, der sich unter 
dffnung des Cyclophosphatringes stabilisiert. Im Falle des ThymidylyL(3’ + S’kthymidin- 
phenylesters (1) fmdet demzufolge neben der direkten Verseifung zum Thymidylyl- 
(3’ + S)-thymidin (5) Bildung der Cyclophosphate 2 und 3 statt, die bei der Hydrolyse 
samtliche drei isomeren TpT 4,s und 6 liefern. 

Es fallt bei dieser Reaktion ferner auf, daB sich unter den Reaktionsprodukten kein 
Thymidin und Thymidin-3’,5’-cyclophosphat befinden, wie durch Hochspannungs- 
elektrophorese in Boratpuffer im Vergleich zu authentischen Materialien eindeutig nachge- 
wiesen werden konnte. Dieser Befund ist nach unserer Ansicht Ausdruck der speziellen 
Stereochemie der cyclischen Triester, die ein sehr stark kondensiertes System (7) mit 
N-Typ-Konformation 14) im Furanose- und Sessel-Anordnung im Cyclophosphat-Ring 
darstellen. Man muB ferner annehmen, daB der zweite Nucleosidbaustein uber eine 
aquatoriale Bindung mit dem Phosphoratom verkniipft ist, wahrend der Sauerstoff die 
axiale Orientierung einnimmt. 

Die Hydrolyse des cyclischen Triesters verlauft wohl deshalb ausschlieBlich unter Ring- 
offnung, weil nur auf diese Weise die interne Spannung, die im aergangszustand auf- 
grund der partiellen Planarisierung von drei P - 0-Bindungen noch verstarkt wird, 
drastisch vermindert werden kann. 

14) C. Altona und M. Sundaralingarn, J. Amer. Chem. SOC. 94,8205 (1972); 95,2333 (1973). 
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Betrachtet man unter denselben Gesichtspunkten die symmetrisch verknupften 
3‘ + 3‘- (8) und 5’ + 5’-TpT-Triester (lo), so sollte der Mechanismus nur Isomerisierung 
zum 3’ --* 5’-TpT (5) ergeben. 5 ist ohne Frage in beiden Fallen das Hauptisomerisierungs- 
produkt, doch darf nicht ubersehen werden, daI3 aus 8 auch noch 7 - 8 % 4 und aus 10 
5 - 6 % 6 gebildet werden. Diese weitergehende Isomerisierung erfordert, soweit es sich 
tatsachlich um eine intramolekulare Reaktion handelt, eine zusatzliche Umesterung, 
bei der die jeweils noch freie Hydroxylgruppe den cyclischen Triester (3,2) unter Bildung 
des isomeren Typs 2 bzw. 3 angreift. 
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Die bei der 5’ -+ 5’-TpT-Triester-Verseifung (10) nach den beiden Bestimmungsmethoden 
fehlenden 7 - 8 7: entsprechen einem Produkt, dessen Struktur bis jetzt noch nicht geklart 
werden konnte. Nach den chromatographischen und elektrophoretischen Untersuchungen 
handelt es sich aber keinesfalls urn Thymidin-3‘,5’-cyclophosphat oder Thymidin. 

Da fur synthetische Zwecke die Erhaltung der Internucleotid-Verkniipfung wesentlich 
ist, untersuchten wir in ersten orientierenden Versuchen noch die Einwirkung von Ammo- 
niak auf Phosphorschutzgruppen. Es zeigte sich dabei, daS die pNitrophenylgruppe als 
bessere Abgangsgruppe in 9 mit 4-7 N Ammoniak in waBrigem Dioxan schon nach 1 h 
vollstandig zu 6 abgespalten ist, wahrend beim Phenyl-triester die Reaktionsdauer 
1 - 2 Wochen betragen mu& In beiden Ffllen findet keine Isomerisierung statt, so daB dies 
oftmals eine einfachere Variante gegeniiber dem vorubergehenden Schutz der Hydroxyl- 
gruppen mit saurelabilen Schutzgruppen wahrend der Hydrolyse der Phosphorschutz- 
gruppe rnit Natronlauge darstellen kann. 

Weitere Untersuchungen rnit entsprechender Zielsetzung sind im Gange. 

Der Deutschen forschunysgemrinschaft und dem Fonds der Chernischen lndwstrie danken wir fur 
finanzielle Hilfe und der Alexander-aon-Humbolt-Stiftung fur ein Stipendium. 

Experimenteller Teil 
Hydrolyse 

3.1 mg ( 5  pmol) des betreffenden Thymidylyl-thymidin-phenylesters (1, 8 oder 10) werden in 
0.2 ml Dioxan gelost, im Thermostat bei 20°C mit 0.8 mlO.125 N NaOH (2Ofach) versetzt und 7 h 
bei dieser Temperatur gehalten. Danach wird rnit Wasser auf ca. 3 ml verdiinnt und rnit Dowex 50 
(He-Form) neutralisiert; nach Abfiltrieren des Austauscherharzes wird dieses noch mit ca. 5 ml 
Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. zur Trockene eingeengt und der Ruckstand in 1 ml 
Wasser gelost. Diese 5 m ~  Hydrolysenlosungen werden fur die folgenden Bestimmungen verwen- 
det. 

Chromatographische Trennungen 

20 PI obiger Hydrolysenlosung werden als ca. 5 cm langer, schmaler Streifen auf eine Merck- 
Cellulose-Diinnschichtplatte F (20 x 20 cm) bzw. eine DC-Fertigfolie (Schleicher & Schiill 
F 1440 LS 254) aufgetragen und in einem frisch hergestellten Gemisch n-Butanol/5 N Essigsaure 
(2 : I )  entwickelt. Es tritt Auftrennung in drei scharfe Banden ein, wobei das 3’ -+ 3-TpT (6) den 
groDten und das 5’ -+ 5’-Isomere 4 den kleinsten R,-Wert aufweisen. Die Zonen werden abge- 
kratzt, im Zentrifugenglas mit je 1 ml Wasser behandelt und bei 3500 UpM zentrifugiert. Durch 
Bestimmung der optischen Dichte bei 267 nm im uberstand wird (unter Verwendung des Blank- 
werts aus der jeweils entsprechenden, analog behandelten Cellulosescbicht) der prozentuale 
Gehalt der betreffenden Thymidylyl-thymidine 4 - 6 ermittelt. 

Enzymatische Spaltungen 

1. Inkubationsansatze 13) 
a) Schlangengif-Phosphodiesterase (EC 3.1.4.1) : 2 - 5 ODza, (entsprechend etwa 0.1 -0.3 pmol) 

Diester bzw. Diestergemisch werden in 125 pl Pufferlosung (0.004 M Tris/HCI, pH 8.9; 0.004 M 
MgClZ) gelost und nach Zugabe von 2-5 pg Enzym (Fa. Boehringer, Mannheim) 6 h bei 37°C 
gehalten. 
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b) Milz-Phosphodiesterase (EC 3.1.4.18) : Es wird einer Pufferlosung, bestehend aus 30 p1 1 M 
Kaliumphosphat pH 6.2,25 p10.1 M EDTA-Natriumsalz pH 7.0,30 pl 1 proz. Tween 80 und 115 pI 
Wasser, hergestellt. 2-5 OD,,,-Substrat werden in 20 pl dieser Pufferlosung + 115 pl Wasser 
gelost, mit 2 - 5 pg Enzym (Fa. Worthington) versetzt und anschlieDend 6 h bei 37 "C inkubiert. 

c) Nuclease (Staph. aureus) (EC 3.1.4.7): 3 - 5  ODz6, (entsprechend 0.2-0.3 pmol) Diester 
werden in 200 p1 Pufferlosung (0.025 M Tris/HCl, pH 9, 0.01 M CaCl2) mit 100 pg Enzym (Fa. 
Boehringer, Mannheim) versetzt und der Ansatz 6 h bei 37 "C gehalten. 

2. Aufbereitung der Enzymreaktionen 
a) Die Auftrennung des Inkubationsansatzes erfolgt durch absteigende Papierchromatographie 

im System n-Propanol/konz. Ammoniak/Wasser (55/10/35) auf Whatman 3 MM Papier oder durch 
Hochspannungselektrophorese (40-60V/cm) in 0.1 M Boratpuffer pH 9 bzw. 0.1 M Triathyl- 
ammoniumhydrogencarbonatpuffer pH 7.5 mit einer ,,Esso-Varsol" gekiihlten Hochspannungs- 
elektrophorese- Apparatur. 

Die unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm absorbierenden Zonen sowie ein gleich groDer 
Streifen zur Blankwertbestimmung werden ausgeschnitten und an einer Schmalseite zur Spitze 
verjungt. Die Substanz wird durch aufsteigende Chromatographie in Wasser bzw. verd. Ammoniak 
in der Spitze des Papierstreifens konzentriert und anschlieDend das Nucleosid- bzw. Nucleotid- 
Material durch vorsichtiges Zentrifugieren bis 2000 UpM aus dem Papier eluiert. Der als Blank- 
wert verwendete Streifen wird vollkommen gleich behandelt. Fur die Bestimmung der optischen 
Dichte der Substanz werden entweder das gesamte UV-Spektrum oder verschiedene substanz- 
spezifische Wellenlangen herangezogen, wobei gegen den Blankwert in der Referenzkiivette 
gemessen wird. 

b) Zur Aufnahme der UV-Spektren diente ein Cary-Recording-Spektrophotometer, Modell 15 
der Fa. Applied Phys. Corp.; die optische Dichte bei einzelnen Wellenlangen wurde mit einem 
Zeiss-Spektralphotometer PMQ I1 mit Monochromator M 4 Q 111 gemessen. 
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