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83. Nucleoside und Nucleotide. Teil8. Synthese von Dinudeotiden 
mit Thymidin und 1-(2'-Desoxy-/?-~-ribofuranosyl)-2(1H)-pyridon 

ale Bausteinenl) 
von Ivan Gregor, Urs SBquin und Christoph Tamm 

Institut far Organieche Chemie der UniversiYat, 4056 Base1 

(13. I. 75) 

SBmaury. In order to investigate tho stability of ~-(2'-deoxy-/?-~-ribofuranosyl)-2/1 N)- 
pyridone (na, 3) under tho conditions of oIigonucleotide synthesis, the dinucleoside mono- 
phosphates (MeOTr)&-Ta (9) and &-To (11). and the dinucleotidesnp-Tdp (15) and pnd-Ta (19) 
were prepared, using various procedures. The N-glycosidic bond Iictwcen the deoxyribosc and the 
Z(lH)-pyridonc proved to be much more Iabile than thc onc in the naturally occuring nudeddes. 
It was partially cleaved in condonsation reactions with TPS or MS, but no cleavage was observed 
when DCC was used. Similarly, the glycosidic linkage was attrckcd by hot 80% acetic acid, the 
usual reagent for the removal of a prnethoxytrityl group in thymidine oligonucleotides. Milder 
treatment with amtic acid/pyridine 7:3 at 100" removed this protecting group and left the 
N-glywside intact, The compounds prepared were charactcrizcd by paper and thin layer chro- 
matography as well as by enzymatic degradation. 

x . Einleitung . - Im Rahmen unserer Untersuchungen von Nucleotidderivaten 
mit 2( 1 HI-Pyridon als Base haben wir verschiedene Uinucleosid-monophosphate 
und Dinucleotide hergestellt, die als Bausteine Thymidin (1) und l-(Z'-Desoxy-@-D- 
ribofuranosy1)-Z(l H)-pyridon (I&, 3) 8 )  [Z] enthalten. Diese Arbeiten sollten Auf- 
schluss vor allem dariiber geben, wie sich dicses modifizierte Nucleosid (3) unter den 
Bedingungen der Oligonucleotid-Synthese (Einfuhrung/Abspaltung von Schutz- 
gruppen, Kondensationen, Phosphoryliemngsreaktionen) verhat . 

Zur Synthese von Dinucleosid-monophosphaten haben sich drei Methoden be- 
wahrt : (a) Kondensation eines Nuclcosids mit einem Nucleosid-5'-phosphat 133 ; 
(b) Kondensation cines Nucleosid-3'-phosphats mit einem Nucleosid [4] ; und (c) 
Kondensation via die Triestcrmethode durch Umsatz eines Nucleosid-3'-(j9-cyano- 
athylphosphats) mit einem Nucleosid [5]. Bei &en drei Verfahren miissen die Kom- 
1) Teil 7, aiehe El]. 
8) Bzgl. AbkIirzungen sjehe [2]. 
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ponenten mit den notigen Schutzgruppen versehen werden. Ftir unserc Versuche 
haben wir Methode (a) gewahlt, weil sie gute Ausbeuten verspricht und die Aus- 
gangsmaterialien leicht zugbglich sind: Desoxyribosid-5‘-phosphatc shd im allge- 
meinen kauflich und l 7 d  kann als S‘-geschiitztes Nuclcosid eingesetzt werden. 

Von den vielen bekannten Kondensationsmitteln [6] [7] haben wir die drei be- 
wartesten und am haufigsten verwendcten [El] beniitzt : N, N’-Dicyclohexyl-carbo- 
diimid (DCCI), Mesitylensulfonylchlorid (MS) und 2,4,6-Triisopropyl-benzolsulfonyl- 
chlorid (TPS). 

Als Schutzgruppen verwendeten wir: p-Methoxytrityl [!I] zur Blockierung der 
5’-Hydroxylgruppe, Acetyl fiir die 3‘-HO-Gruppe 1.31 und /?-Cyanoathyl als Phos- 
phorsaure- Schutzgruppe. 

2. Syntheee Yon 1 -(5’-O-Monomethoxytrityl-2’- desoxy- p-D-ribofuranosyl) - 
2(lH)-pyridon ((MeOTr)nd, 4). - Das an der 5‘-HO-Gruppe 9-methoxytritylierte 
NucIeosid wurde in analoger Weise hergestellt wie das entsprechende Thyrnidin- 
derivat [1.0]. Das durch Umsatz von 1-(2’-Desoxy-~-~-ribofuranosyl)-2( 1 H)-pyridon 
(3) mit 1,26 Aquivalenten $-Methoxytritylchlorid crhaltene Roliprodukt musstc: 
allerdings, im Unterschied zum erwahnten VersucIi mit Thymidin, mit Hilfe der 
Chromatographie an einer Rieselgelsaulc gereinigt werden. Das chromatographisch 
reine Nucleosidderivat 4, das nur geringc Spuren des P-Methoxytritylalko€iols ent- 
hielt, wurde als 01 gewonnen, das nach Entfernen des Lijsungsmittels erstarrte. 1Ss 
ist bisher nicht gelungen, das Produkt in kristalliner Form zu gcwinnen. Ilurch 
Fallen aus AtherlPctrolather bei - 70’ wurde (MeOTr) l7d (4) schliesslich als amorphes 
Pulver erhalten. Dam ist ein grosser Uberschuss an Petrolather ntitig, da andernfalls 
der feste Stoff wieder in ein 01 ubergeht. Das so hergestellte (Me0Tr)ZIn war frei von 
jeglichen Spuren von 9-Methoxytritylalkohol und liess sich durch Erhitzen mit Eis- 
essig/Pyridin 7 : 3 vollstandig in n d  (3) zurijckspalten. 

on 
1 R = H  
2 R =: +MethoxytriCyl 

3 R = H  
4 K = P-Methoxytrityl 

Die Konstitution von (Me0Tr)ITd (4) wurde wie folgt bewiesen; Das UV.-Ab- 
sorptionsmaximum bei 303 nm und die Schwingung im IK.-Spektrum bei 1650 cm-l 
bestgtigen, dass die N-glykosidische Bindung zwischcn der Desoxyribose und dem 
Z(lN)-Pyridon nicht qegriffen wordcn ist. Die Anwesenheit der 8-Methoxytrityl- 
gruppe kann aus dem NMR.-Spektrum abgelesen werdcn (vgl. Fig.) : Es zeigt I 0  aro- 
matische Protonen der beiden Phenylsubstitucnten bei 7,37 ppm, 4 aromatische 
Protonen des Methoxyphenylsubstitucnten bei ca. 7,l. ppm und 3 Protonen bei 
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3,73 ppm, die der Methoxygruppe zuzuordncn sind. Eine Bestltigung der Ver- 
knupfung der 9-Methoxytritylgruppe mit der 5‘-Hydroxypppe lieferte der Befund, 
dass das im Spektrum von & sichtbare Triplctt fiir das 5’-Hydroxyl-Proton (4,97 
ppm) verschwunden, hingegen das mit D,O austauschbare Dublett des 3’-Hydroxyl- 
Protons (5,33 ppm, J = 4 Hz) verblieben wa. Ausser den Signalen fiir das C(4’)- 
Proton und fi i r  die C(S’)-Protonen zeigten alle librigen Protonen sowohl im Spektrum 
vonlIa (3) ah auch in denjenigen von (MeO’h)r)na (4) die gleichen chemischen Ver- 
schiebungen. Die Verscbiebung des Signals far das C(4‘)-Proton von 3,87 ppm far 
& (3) nach 4,OO ppm fur (Me0Tr)IId (4) (nach tiefercm Feld) und des Signals fur die 
C(5’)-Protonen von 3,62 ppm nach 3,29 ppm (nach hdherern Feld) wird offenbar 
durch die Anwesenheit des aromatischen Systems verursacht, denn beim Paar Td (1) 
und (Me0Tr)Td (2) kann der genau gleiche Effekt beobachtet werden (vgl. Tab. 1). 

Tabelle 1. Chemisohe Verschiebung der C(4’)- wnd C(S’)-Profolrelr 

C(4’)-H 

d Ad 

C(5’)-H 

8 Ad 

- 0.13 na (3) 3,878) 
(MeOTr)nd (4) 4,OO 

3,62&) 
3,29 0,33 

- 0,19 3.59b) 
3.28b) 0,31 

8) Werte am fa. b) Wcrte aus [lo]. 

I I I I I I I 1 I I I 

I I I I I I I 1 I 

10 9 8 7 6 5 I 3 2 1 PPm 

Fig. 60-MHa-NMR.-S$ektrum VON (MdJTv)ZId (4) in (CD&SO 
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3. ISynthese der Diaucleosid-monophosphate Td-Td und nd-Ta sowie ihrer 
5-p-Methoxytritylderivate. - Obwohl die Syntlme von 'rd--Ta (10) in der Lite- 
ratur bcschrieben ist [3] [ll] [12], wurde sie hier zum Vergkich mit dcr von uns 
beabsichtigten Synthese von &-Td (11) unter genau bestimniten Bedingungen 
wiederholt. Annahernd Bquimolare Mengen von (Me0Tr)Td (2) und pTa(Ac) (5) 
wurden mit 5,5 Aquivalenten TPS in Pyridin umgcsetzt, Das Gemisch wurde nacli 
becndeter Reaktion zwischen Wasser und PctrolPther vcrteilt. Der Petrolather- 
extrakt enthielt nur eine unbedeutende Menge des Ausgangsmaterials 2. Die Acetyl- 

Schema 2 

0 

I 
OAc 

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

(MeOTrl-0 

2 

/ 

A 

YJ 0 

I e  
o=p-0 T 

6 H = Thymin-1-yl 
7 H = 2{1H)-Pyridon-l-y1 

0 nov 0 I 

OH &v OH v HaAclPyridin 
0=p-oe 

IMeOTr)-O 

I o=p-oe 

10 R = Thymin-1-yl 
11 R = 2(1H)-Pyridon-l-y1 

8 R = Thymin-1-yl 
9 R = Z(1H)-Pyridon-1-yl 

iw 

Thymin-1-yl = T =t 

P(IH)-Pyridon-l-yl = n = 

0 

fLo I 

Q I 
12 
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p p p e  wurde aus dem gebildeten (McOTr)Ta-Ta(Ac) (6) durch Behandlung mit 
25proz. Animoniak wahrend 24 Std. bei Raumtemperatur entfernt. Die P-Methoxy- 
tritylgruppe liess sich aus dem resultierendcn (Me0Tr)Td-Ta (8) durch Erhitzen mit 
Eisessig/Pyridin 7:3 auf 1.00” wiihrend 20 Min. abspalten. Zur Abtrennung des Kon- 
densationsreagens vom freien Dinucleosid-monophosphat 10 envies sich die Ver- 
teilung zwischen Wasser und 2-Butanol (evtl. 3 -Butanol) als vorteilhaft. Die tivriisse- 
rige Phase ent hielt das freie Dinucleosid-monoyhosphat 10 und das verbliebenc pTd, 
wiihrend die organische Phase TPS und den pMethoxytritylalkoho1 enthielt. Die 
Ausbeute betrug nach Trennung an einer DEAE-Sephadex-Saule bzw. mit Hilfe 
der praparativen Papierchromatographie 83,1% reines Ta-Td (10). Die Ausbeuten 
erreichen nach Literatwangaben €&go% (vgl. z.B. [6] [7]). Wichtig war die Fest- 
stellung, dass irn Laufe dieser Synthese praktisch keine Nebenprodukte entstanden. 

Die Herstellung und Isolierung von &-Td (11) wurde nach derselben oben be- 
schriebenen Methodc ausgeflihrt. Die Rcaktion wurdc im Diinnschichtchromato- 
gramm verfolgt und nach Verschwinden des Edukts (MeOTr)& (4) abgebrochcn. 
Dcr Petroliithercxtrakt enthielt nur 1 4 %  des Nucleosids 4. Dies bedeutet, dass 
praktisch das ganze Ausgangsmaterial verbraucht worden war. Die Ausbeute an 
Dinucleosid-rnonophosphat 11 betrug nach Trennung an der DEAE-Sephadex-Saule 
63%. Der Grund fiir die niedrigerc Ausbcute im Vergleich zur Synthese von Ta-Td 
(10) scheint in einer tcilweisen Spaltung dcr glykosidischen Bindung zwischen der 
Desoxyribose und dcm 2(lH)-Pyrjdon zu licgen. Bci der Trennung an der Siule 
wurden 7,6% (umgerechnet auf das eingesetzte (MeOTr)&) reines 2(1H)-Pyridon 
gefunden. Die organische Phase (Z-Butanol) enthielt weiteres bei 295-300 nrn absor- 
bicrendes Material (27,2% beeogen auf eingesetztes (MeOTr)nd), Es konnte sich urn 
eine Verbindung zwischen 2(1H)-Pyridon und TPS handeln. Allerdings ist es bis 
jetzt noch aicht gelungen, dieses Produkt vom Kondensationsreagens, von dem ein 
grosser WUberschuss im Reaktionsgemisch war, abzutrennen. 

Die Acctylgruppe wurde bei allen Syntliesen der Dinucleosid-monophosphate 
8-11 durch Hydrolyse rnit 25proz. Amnioniak, und die 9-Methoxytritylgruppe in 
den Dinucleosid-monophosphaten 6-9 durch Erwiirmung auf 100” wahrend 20-30 
Min. mit einem Gemisch von EisessiglPyridin 7 : 3 entfernt. Die bei Thymidin-Oligo- 
nucleotiden ubliche Methode zur Entfernung der $-Methoxytritylgruppe rnit 8Oproz. 
wikseriger Essigsaure bei 100’ fiihrt bei den ITd enthaltenden Verbindungen prak- 
tisch augenblicklich und quantitativ zum Bruch der glykosidischen Bindung zwi- 
schen dern 2(1H)-Pyridon und dem Zuckcr. 

Nachdem gezeigt worden war, dass sich zur Synthese von Ud-haltigen Dinucleo- 
tiden im Prinzip die itblichen Methoden venvendon lassen, galt es, die in 5’-Stellung 
geschtitzten Oligonucleotide in reiner Form zu gewinnen. Diese Derivate sind wich- 
tige Zwischenprodukte fiir den Aufbau von Iangeren Oligonudeotidketten. 

Kondmation mit MS. Der Versuch, (MeOTr)nd-’l’d (9) mit MS als Kondensations- 
mittel herzustelles, verlief erfolgrdch aber mit garinger Ausbeute (31%). Die Haupt- 
schuld ist wohl in der Fahigkeit des MS zu suchen, die 3’-Hydroxygruppe, die im 
Nucleosid 4 enthalten ist, zu sulfoniercn (vgl. auch [Ei] [13]). Ferner tritt wiederum 
teilweise Spaltung der glykosidischen Bindung ein, was zur Bildung von 2(1 H)- 
Pyridon fuhrt. 
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Koltdmsation %zit TPS. Beirn Einsatz von TYS als Kondensationsmittel war die 
Geschwindigkeit der Reaktion kleiner als hei der Verwendung von MS [;I, die Aus- 
beute etwa gleich. Ausserdem ist TPS wegen seiner cigenen Kaumerfiillung nicht in 
der Lage, die sekundsre alkoholische 3'-HO-Gruppe des Nucleosids 4 zu sulfonieren. 
In einer Reihe van Optimierungsversuchen wurdcn das Verhdtnis von 4 zu TPS 
von 1:4 bis 1:6, die MolaritPten an 4 (in Pyridin) von 0,05 bis 0 , Z w  variiert ohne 
nennenswerte Unterschiede im Ergebnis ; Ausbeuten an (MeOTr) &-Td (9) : 50--55% 
(vgl. Tab, 3). Nach der Reaktion wurden 5--10% Edukt 4 und 10-20% (bezogen auf 
eingesetztes Nucleosid 4) 2(1 Hj-Pyridon gefunden. Ferner trat neben pTd und eincr 
kleinen Menge des Thymidinpyrophosphats TdS'pp5'Td (12, vgl. auch [14]), dessen 
Identitat durch Vergleich mit einem auf andercm Wege synthetisierten Praparat 
(siehe exper. Teil) gesichert wurde, ein weiteres Nebenprodukt auf, dessen Eigcn- 
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 
Vertdung des Reaktionsgemisches zwischen Wasscr und 2-Butanol vor der Saulen- 
chromatographie als gtinstig. Die wasserige Phase enthielt pTd und Td5'ppYTd (12), 
die organische Phase das trityiierte Dinucleosid-monophosphat 9 und TPS. Durch 
Zugabe einer kleinen Menge von Ammoniumhydrogcncarbonat wurde eine bessere 
Trennung der Phasen erreicht und zugleich ein Absinken des pH vcrhindcrt. Bei 
erniedrigten pH-Werten konnte eine Abspaltung der p-Methoxytritylgruppc ein- 
treten. Diese Massnahme e k e s  sich auch heim Eiindampfen von Lijsungen, dic 
(MeOTr)nd-Td(Ac) (7) oder (MeOTr)nd-Ta (9) enthielten, als vorteilhaft. Die durch 
Chromatographie an DEAE-Sephadex gereinigten Djnucleosid-monophosphate 7 
resp. 9 zeigten im Dhnschichtchrornatograrnm unbedeutende Spuren eines Stoffes, 
der die 9-Methoxytritylgruppe enthielt. Er l ies  sich wcder durch Papierchromato- 
graphie noch durch Papierelektrophorese in 0,05 M Pbosphatpuffer (pH 73) odcr 
0 , 0 5 ~  Acetatpuffer (pH 3,5) entfernen. Seine Abtrennung von (MeOTr)nd-Ta (9) 
g e h g  schliesslich durch vorsichtiges Ausschutteln zwischen Wasser und 2-Butsnul, 
die Abtrennung von (MeOTr)ITd-Ta(Ac) (7) durch Verteilen zwischen Wasser und 
Chloroform. Die Charakterisierung dieses Stoffes war unrniiglich, da die gewonnenen 
Mengen ausserst gering waren. 

Variation der Ternperatur 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. 

Urn die eventuelle Bildung von Nebenprodukten, die in reinem Pyridin ent- 
stehen konnen, m6gUchst auszuschalten [12] [15], wurde die Reaktion auch in 
Dimethylsulfoxid (mit zehnfachem Uberschuss an Pyridin, bezogen auf (MIe0Tr)lId) 
durchgefiihrt. Aucb nach 5 Tagen waren keine der Dinucleosid-monophosphate 7 
resp. 9 nachweisbar. 

Kondensation mit DCCI. Nach Litcraturangaben werden fiir iihnliche Reaktionen 
Ausbeuten von 60-70% (vgl. z.B. [3] [4] [6]), nach neueren Arbeiten bei Zugabe von 
Pyridinium-Dowex-Ionenaustauscher bis iibcr 90% erzielt (vgl. z. B. [6] [12] [16]). 
(Zur Funktion des Dowex, vgl, 1.61.) 

Die Reaktanten wurden im Verh&ltnis von (MeOTr)& (4)/pTd(Ac) (5) = 1 : 1 bis 
1:Z; 4lDCCI = 1:5 bis 1:11 eingesetzt. Die Konzentration von Pyridin betrug 0,03 
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bis 0 , l ~  bezogen auf (MeOTr)& (4) (vgl. Tab. 3). Die Reaktionsdaucr betrug6-10 
Tagc. Irn Verlaufe der Keaktion war die Bildung von $-Methoxytritylgruppe-hal- 
tigen Zwischen- bzw. Nebenprodukten fcstzustellen. Rlle diese Stoffe, die 22-30%, 
umgerechnet auf das cingesetzte Nucleosid 4, ausmachten, wanderten im Dunn- 
schichtchromatograrm scheIler als das Nucleosid 4. Nach der Hydrolyse des Reak- 
tionsgemisclis mit Wasscr schien sich aus diesen Ncbenprodukten zum grosscn Teil 
das Edukt 4 zu bildcn. Die Bemiihungen , sic in reiner Form zu isolieren, waren nicht 
crfolgreich (Papierchromatographie, Dickschichtchromatographie) , da alle unpolaren 
Anteile des Gemischs von Dicyclohexylharnstoff beglcitet wcrdcn. Es ist wdhrschein- 
lich, dass (Me0Tr)T.d (4) mit dem Kondcnsationsreagens unter Bildung labilcr Ver- 
bindungen reagiert, wie dies bereits in der Literatur boi analogen Keaktionen mit 
natlirlichen Nucleosiden diskutiert worden ist [17]. Die Ausbeuten an Dinucleosid- 
monophosphat 7 rcsp. 9 bewegen sic11 zwisclien 61 und 690/,. 

Eine Spaltung der glykosidischcn Bindung wurde in keinem dieser Versuche 
festgestellt. Die Zugabe von Pyridinium-Dowex zum Reaktionsgemisch hatte keine 
Erhdhung der Ausbcute zur Folge. 

4. Verhalten des Dinucleosid-monophosphats n d -  Td (1 1) gegeniiber Phos- 
phoesterasen. - Das direkt oder durch Abspaltung der Schutzgruppen aus Dinu- 
cleosid-monophosphat 7 resp. 9 gewonnene n a - - T d  (11) wurde mit Hilfe von Phos- 
phodiesterasen aus Milz rcsp. Schlangengift (von K ~ s s e l l s  Viper) charakterisiert . 
Es wurden die in I.l.01 bescllriebenen Methoden verwendet. Die Anwesenheit von 
eventuellen Phosphornonoesterasen in diesen EnzymprSiparatcn wurde in parallelen 
Versuchen durch Inkubation von pTd unter gleichen Bcdingungen geprilft. Dabei 
wurde bei den venvendetcn Priiparaten der Milz-Phosphodiesterase keine und der 
Sclllangengift-Phosyhodiest~rase nur eine unbedeutcndc Aktivitat festgestellt. Der 
Verlauf der Inkubationen wurdc mit Hilfc der Dunnschichtchromatographie ver- 
folgt und die Rcaktionsproclukte mittels Papierchromatographie getrennt. IT,i-Td 
(11) wurde mit Hilfc beider Enzyme vollstandig in Tray (13) und T d  (1) resp. in & 
(3) und pTa zcrlegt, was zeigt, dass ausschliesslich die naturlichen 3’-5‘-Phospho- 
dicster-Bindungen vorhanden waren. Die bei der Trennung durch die Papierchro- 
matographie erhaltenen UV.-absorbierenden Zonen wurden ausgeschnitten, zer- 
kleinert und rnit Wasser eluiert. Die Mengenverhaltnisse wurden durch Messen der 
optischen Dichte bei 264 nm fur Thymin enthaltende, resp. bei 302 nm fur Z(1H)-  
Pyridon enthaltende Fragmente bestimmt. Das so erhaltene Verhaltnis pTd/nd 
(Schlangengi f t -P~iosp~i~~i~s~~ra~)  war O , N ,  das VcrhIiltnis Td/ndp (Milz-Phospho- 
diesterase) war 1,03, was bewcist, dass das VerMltnk der Basen in fla-Td (11) 1:l. 
betragt. Rohes Schlangengift (aus Crotdw adamanteus), das hauptsachlich 5’- 
Nucleotidam und Phosphodiesterase enthalt, spaltetc n d - T d  inned 30 Mh. voll- 
standig zu T/a (3) und T d  (1) (zur Methodik vgl. [Z]). 

Sowohl das wairend der Syntlxse vnn (MeOTr)L!a-Ta (9) erhaltene Td5’pp5’Td 
(12) wic auch das auf andercm Wege hcrgestellte Vergleichspr3parat wurde erwar- 
tungsgernbs durch Schlangengift-Phosphodiesterase (aus ICzcsseZ’s Viper) in pTd 
gespalten. Milz-Phosphodiesterase war gegcniiber diesem Substrat ganzlich inaktiv. 
Alkalische Phosphatase (aus E .  coli) spaltete das Pyrophosphat 12 irn Verlaufe von 
30 Min. vollstbdig in Ta (1). Obwohl die Fahigkeit dieses Enzyms, Pliosphatgruppen 
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von unsymmetrischen Nucleosid-polyphosphaten z. €3. von pppTd stufenweise abzu- 
spalten, bekannt ist, ist seine Aktivitat gegeniiber symmetrischcn Pyrophosphaten 
unseres Wissens bisher nicht gepriift worden. Eine generelle Bestatigung dieser 
Eigenschaften wiirde allerdings eine Keihe von Versuchcn mit analogen Substraten 
erfordern. 

5. Synthese von 1 - (3'- 0-Phosphoryl-2'- desoxy- p-0- ribofuranosy1)- 2( 1 H)- 
pyridon (nap, 13). - Urn auch das Verhalten der 2(1N)-Pyridon enthaltenden Nu- 
cleoside in Phosphorylierungsrsreaktionen kennenzulernen, wurden die hergcstclltcn 
Dinucleosid-monophosphate mit B-Cyanoa~hylphosphorsaure umgesctzt. Als Modell- 
reaktion diente dabei zunachst die Phosphorylierung von l7d (3) zum entsprcchendem 
3'-Phosphat. fldp (13). Wiederum wurden die gebrtiuchlichsten Kondensationsmittel. 
TPS und DCCI, miteinander verglichen. 

AH 

4 

Die Herstellung des Mononucleotids 13 wurdc Bhnlich wie von Teszer fur Tdp 
beschrielxn vorgenommen [MI. Zur Isolierung wurde jedodi nicht die Fallung mit 
wWrigem &llano1 angewandt, sondern das Reaktionsgemisch wurde bei Verwen- 
dung von DCCI als Kondensationsmittel zuerst zwischen Wasser und Athcr zur 
Entfernung des Dicyclohexylhamstoffs, dann, nach dcr Abspaltung der $-Metboxy- 
tritylffruppe, ewischen Wasser und Petrolatlicr vertcilt. Beim Einsatz von TPS als 
Kondensationsmittel wurde die Verteilung zwjsclicn Wasser und Petrol5tlier zur 
Entfernung der unpolaren Anteile und nach Abspaltung der 9-Methoxy tritylgruppe 
zwischen Wasser und 2-Butanol zur Entfernung von TPS vorgenommcn. Das Mono- 
nucleotid 13, das in der wbserigen Phase vorlag, wurde schliesslich chromatogra- 
phisch an einer DEAE-Sephadex-Saule, unter Verwendung eines linearen Graden- 
ten von Ammoniumhydrogencarbonat oder yayicrchromato~aphiscli mit 2-Pro- 
panol/Wasser/Ammoniak (25proz.j 7 : 2 : 1 als Iiliessmittel, gereinigt. 

Bei der Umsetzung in Gegcnwart von TPS in Pyridin (0,03-0,5~, bezogen auf 
das Nucleosid 4) wurden Nucleosid 4/~-Cyano~thylplios~horsaure/~PS im Verhiiltnis 
von 1:3:5 bis 6 eingesetzt. Nach 4 bis 5 Std. war praktisch kein Ausgangsmatcrial4 
mehr vorhanden ; es wurde keine nennenswcrte Rildung von Nebenprodukten wahr- 
genomen. Die Ausbeute an Hap (13) betrug 82-86% (vgl. Tab. 3). Die Ausbeuten 
iihnlicher Reaktionen sind in der gleichen Griissenordnung (70-88%, vgl. z.B. [9] 

Warend sich ein doppelter ifberschuss an TPS im Verhaltnis zur Mcnge an 
#I-Cyanoathylphosphorsaure als geniigend erwies, wurden bei der Synthese in Gegcn- 

P I  1 
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wart von DCCI das Kondensationsmittcl und ,f?-Cyanoathylphosphorsaure im Ver- 
Iialtnis von 3: 1 cingcsetzt (vgl. [4]). Die Reaktionsdauer betrug 24 Std. 

Die im Vergleich zur ersten Methode etwas niedrigeren Ausbeuten von 71-75y0 
(vgl. Tab. 3) gehcn wohl in erster Linie auf die Bildung labiler Zwischenprodukte 
zuriick, wie dies bereits bei der Herstellung von Dinucleosid-monophosphat 9 disku- 
tiert warden ist (siehe oben). 

Bei keinem der Versuche zur Herstellung von fldp (13) =den eine Spaltung dcr 
glykosidischen Bindung beobachtet oder I’rodukte mit Pyrophosphatbindung fest- 
gestellt (vgl. [4]). Zur enzymatischen Charakterisierung der Produkte dienten alka- 
lische Phosphatase und rohes Schlangengift ( m s  Crotalus adamm&w). Das 3’-Phos- 
phat n a p  (13) wurde mit Hilfe der alkalischen Phosphatrtse innert 30 Min. vollstandig 
in frcies Nucleosid 1.d  (3) ubergefiihrt. Uas rohe Schlangengift liess das Nucleotid 13 
nach 5 Std. Inkubation ganzlich intakt, wi-ihrend dem die Nucleosid-5’-phosphatc 
pTd und unter den gleichen Bedingungcn bereits nach 30 Min. vollstandig ent- 
phosphoryliert waren [2]. 

6. Synthese der in 3f-Stellung phosphorylierten Dinucleosid-monophosphate 

sationsmittel wurden (MeOTr) Hd-Td (9), JI-Cyanoiithylpllosphorsaure und TPS im 
Verhaltnis von 1:3:10 eingesctzt. Die Lijsung war O,@M an 9 und die Reak- 
tionsdauer betrug 6 Std. Beim Aufarbeiten des Reaktionsgemischs wurde Z(1H)- 
Pyridon gefunden, was auf Spaltung der glykosidischen Bindung deutet, eine kleine 
Menge Ausgangsmaterial 9, ein $-methoxytrityl-haltiger Stoff, der dem bereits bei 
der Synthese der Dinucleosid-monophosphate 7 und 9 erwlhnten Nebenprodukt zu 
cntsprechen scheint, und cin betrachtlich polareres awcites Nebenprodukt rnit sonst 
gleichen Eigenschdften. Letzteres bcsitzt offenbar cine zusatzliche Phosphatgruppe. 
Die Ausbeute an (MeOTr)nd-Tdp (14) betrug 46%. 

Bei der Phosphorylierung mit Hi& VOIZ DCCI in Pyridin (0,014-0,03~ an Di- 
nucleosid-monophosphat 9) fuhrte die Variation des Verhaltnisses von (MeOTr) ZTd-Tn 
(9), ~-Cyano~thylphosphorsiiure und DCCI in den Grenzen 1 : 4-10: 100-200 zu kei- 
nen markanten Vcriinderungen in der Zuszunmensetzung der Produkte oder der 
Geschwhdlgkcit der Keaktion. Die optimale, aufgrund des Verschwindens des Aus- 
gangsmaterials festgestellte Reaktionsdauer betrug 2 Tagc, Nach dem Entfernen 
der Schutagruppen wurde fiir die Trennung dcr Produkte die Saulen- oder Papier- 
chromatographic benutzt. Eine Hydrolyse der glykosidischen Bindung war nicht 
festzustellcn. Die Ausbeute an ITd-Tdp (15) betrug 60-71% (vgl. Tab. 3). In der 
Literatur werden fur die Syntliese von Desoxydinucleotiden vom Typ Na-hTdp Aus- 
beuten von 5548% angegeben (vgl. z.B. [4] [IS]). 

Weiter wurden 34y0 eines Stoffes gefunden, der die gleiche UV.-Absorption wie 
nd-Td  (11) zeigt und sich auch im Diinnschichtchromatogramm und in der Papier- 
chromatographie praktisch gleich wie 11 verhiilt. Warend l7,.l-Td (11) an der DEAE- 
Sephadex-SAule bei einer 0,03 M Konzentration von Ammoniumhydrogencarbat 
eluiert wird, crfordert die neue Suhstanz eine Konzentration von 0,075 M Ammonium- 
hydrogencarbonat. Sie liess sich mit Milz-Phosphodiesterase spalten, war aber 
gegeniiber Schlangengif t-Phosphodiesterase bestiindig. Hydrolyse mit Hilfe von 
25proz. Ammoniak wahrend 3 Tagen ergab das Dinucleotid 15. Aufgrund der ge- 

(MeOTr)nd-Tdp (14) Und Hd-TdP (15). - Bci Vcrwendung von TPS d S  KO%&%- 
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nannten Eigenschaften wird vennutet, dass es sich bei diesem Stoff urn 16, d. h. urn 
nd-Tap, das noch eine Dicydohexylharnstoff-Gruppe tr&gt, handelt (vgl. [19]). 

Ausserdem wurden 841% des Nucleotids pnd-Tdp (17) gefuaden, das durch 
Abspaltung der pMethoxytritylgmppe aus (MeOTr) nd-Td (9) oder (MeOTr) &-Tap 
(14) wiihrend der Keaktion und zusatzliche Phosphorylierung entstanden sein muss. 
Der Strukturbeweis stiitzt sich auf das Verhalten bei der Chromatographie an der 
DEAE-Sephadex-Saule sowie bei der Papier- und Diinnschichtchromatographie. 
Die UV.-Absorption war gleich wie die des Dinucleosid-rnonophosphats 11. Die 
alkalische Phosphatase lieferte quantitativ &-Td (ll), warend Inkubation mit 
rohem Schlangengift 17 nicht verbderte. 

Das tntyherte Dinucleotid (&feoTr)&Tdp (14) , ebenfalls ein wichtigesZwischen- 
produkt zur Synthese lhgerer Oligonucleotide, kann aus dem Reaktionsgernisch 
isoliert werden, wenn nach der Abspaltung der B-Cyanoathylgruppe mit Ammoniak 
auf die Essigs~ure/Pyridin-Behandlmg verzichtet wird. Ferner muss dem Reak- 
tionsgemisch nach beenQter Kondensation eine kleine Menge Ammoniumhydrogen- 
carbonat w e f l i g t  werden. Es sollte stets ein kleiner uberschuss davon vorhanden 

Schma 4 

9 

6 0 o=~*---L-- I 

16 
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I7 
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win, urn ein Absinken des pH-Wertes und damit dic vorzeitige Hydrolyse der p- 
Methoxytritylgntppe zu verhindern ; schon die Aciditat des Dinucleotids 14 geniigt 
zu ihrer vollstiindigen Abspaltung. Unerwartete Schwierigkeiten traten bei der 
Reinigung von (MeOTr)Ua-Tap (14) auf einer DEAE-Sephadex-Saule auf. Obwohl 

46 
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das Diinnschichtchromatogamrn nach der Reaktion praktisch nur das Vorhanden- 
sein des gewunschten Dinucleotids 14 zeigte, konnten nach der Chromatographie an 
DEAE-Sephadex bestenfalls 50% des Materials wiedcr zuriickgewonnen werden. 
Auch hier scheint die Tritylgruppe dafiir vcrantwortlich zu s in ,  dass die Elution 
der Verbindung von der Saule nur rnit MCihe erreicht wcrden kann (vgl. Diskussion). 

Die enzymatischc Charakterisierung des direkt oder durch Abspaltung der 
9-Methoxytritylgruppc aus der Verbindung 14 bereiteten Dinucleotids &-Tap (15) 
ergab folgende Resultate : Durch 30 Min. Tnkubation rnit alkalischer Phosphatase 
wurde aus Dd-TdP (15) quantitativ na-Ta (11) freigesetzt, das weiter wie oben 
beschrieben enzymatisch abgebaut und charakterisiert wurde. Gegenliber rohem 
Schlangengift war dns Nucleotid 15 wahrend 5 Std. bestadig, Milz-Phosphodiester- 
ase spaltete das Nucleotid 15 in n d p  (13) uncl Tdp. Dicse Versuche bestltigen. dass 
es sich bei der hergestellten Verbindung tatsachlich urn Hd-Tdp (15) hand&. 

7. Synthese des in 5’-Stellung phosphorylierten Dinucleotids p n d - T d  (19). - 
Versuche, das Dinucleosid-monophosphat nd-’rd (1 1) durch Umsatz mit Phosphor- 
siure-bis-[2,2,2-trichlorat€iylestcr]-c~ilorid in 5‘-Stellung zu phosphorylieren, fuhrten 
nicht zum gewiinschten Ergebnis, obwohl die Reaktion unter denselben Bedingungen, 
wie sie fur die Phosphorylierung von IYd (3) venvendet worden war, ausgefiihrt 
wurde. Dort hatte sie zu guten Ergcbnissen gefiihrt [2]. Wiirde die Reaktion erfolg- 
reich verlaufen, so wgre der Schutz der 3‘-Hydroxygruppe niclit niStig, denn das ein- 
gesetzte Reagens ist ein selektives Phosphorylierungsmittel fur die 5’-Hydroxy- 
WPP 

Es rnusste deshdb anders vorgegang.cn werden. llas trityliertc Dinucleosid-mono- 
phosphat (MeOTr)lTd-Ta (9) wurde mit Essigsaureanhydrid in 3’-Stellung acetyliert. 
Anschliessmd wurde zur Entfernung der $-Methoxytrityfgruppe rnit Eisessigl 
Pyridin behandelt. Das so erhaltene Keaktionsgcmisch wurde zwischen Wasser und 
2-Butanol verteilt. Das rohe nd-Ta(Ac) (18). das durch Abdampfen der Wasserphase 
und mehrmdliges Trocknen des festen Ruckstands mit Pyridin gewonnen wurdc, 
wurde entweder dirckt fiir die Phosphorylierung eingesetzt oder zuerst noch durch 
Chromatographie an DEAE-Sephadex gereinigt. 

Fiir die Phosphorylztmrtg mit TPS in Pyridin ( 0 , 0 5 ~  bezogen auf 18) wurden 
nd-Td(Ac), ~-Cyanoathylphosphors&ure und TPS im Verhiiltnis 1 : 2-3 : 6 eingesetzt ; 
die Reaktionsdauer betrug 6 Std. Nach Entfernen der AcetyZ- und /.-Cyanoathyl- 
Gruppe mit Hilfe von 25proz. Ammoniak und Trennung an der DEAE-Sephadex- 
Saule resulticrten 22-27% pnd-Td (19) (vgl. Tab. 3). 

Ferner wurden 2143% IId-T, (11) (bezogen auf das eingesetzte Dinucleosid- 
monophosphat la), Thyrnidin-5’-phosphat und zwci Stoffe mit finlichen Eigen- 
schaften, wie sie das bereits bei der Synthese der Dinucbosid-monophosphate emtihnte 
Nebenprodukt aufwies, erldten. Vcrmutlich ist bei ihnen eine Spaltung der glyko- 
sidischen Bindung eingetreten (vgl, Diskussion). Die Inkubation dieser beiden Stoffe 
mit rohcm Schlangcngift hatte die Freisetzung von T d  (1) innert 30 Min. zur Folge. 
Die Spaltung verlief vullstaindig. Gembs der gefundenen Menge von Td (rnit Hilfe 
der priiparativen Papierchromatographie) machen diese Nebenprodukte unge€&hr 
30% der Ausbeute am. Die im Diinnschichtchromatogranm schneller laufende Ver- 
bindung erwies sich gegen alkalische Phosphatase volbthdig resistcnt, wiihrend die 
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langsarner laufende Verbindung unter diesen Bcdingungen (30 Min. bei 37") teil- 
weise hydrolysicrt wurde. Dieser Befund warc im Einklang mit der Annahme, dass 
es sich urn zwei ahnliche Substanzen handelt, wobci sich die polarere von der weniger 
polaren nur durch eine zusatzliche Monophosphatgruppe unterscheidet. 

Die Inkubation der irn Dunnschichtchromatogramm schneller laufenden Ver- 
bindung mit Schlangengift-phosphodiesterase ergab freies p'Ta, wobei die Reaktion 
langsamer verlief als bei der Spaltung von fld-'rd (11). Das zweite Spaltstuck, das 
vermutlich die Elemente von TPS cnthalt, konnte vorlaufig nicht charakterisicrt 
werden. 

Bei der PhsphooryLzermg rnil DCCI in Pyridin (0,013-0,02~ hezogen auf 18) 
wurden nd-Td(AC>, B-Cyanoathylphosphorsiure und DCCI im Verhaltnis von 
1 : 5-7: 100-250 (vgl. Tab. 3) eingesetzt ; die Keaktionsdauer betrug 2 4  Tage. Nach 
48 Std. war kcin Ausgangsmaterial mehr nachzuweiscn. Die Phosphorylierungen wur- 
den sowohl mit rohem wie auch mit chromatographisch gereinigtem nd-Td(Ac) (18) 
durchgefiihrt, urn festzustellen, ob die unterschiedlichc Reinheit der Praparate den 
Reaktionsverlauf beeinflusst. Nach der Kondensation wurden die Schutzgruppen 
mit 25~1-02. Ammoniak entfernt und das Proclukt tnittels Saulen- und Papierchro- 
matographie gerehigt. Bei Verwendung von rnhcm nd-Ta(Ac) resultierten nach 
48 Std. 48% an phosphoryliertem Produkt pnd-.Ta (29) und 47% Ausgangsmaterial 
(in der desacetylierten Form 11). Beim Einsatz von chromatographisch gereinigtem 
nd-Ta(Ac) steigt die Ausbeute an 19 auf 60% (zuruckgewonnenes Ausgangsmaterial : 
32%). Eine Spaltung der glykosidischen Bindung war nicht zu beobachten. 

hls einziges weiteres Produkt, das in Mengen von 3,5-8% auftrat, wurde ein 
Stoff gefunden, der ankche Eigenschaften wie das Dinucleotid-Derivat 16 aufwies. 
Er zeigte die gleiche UV.-Absorption w k  nd-Td (1 1). Im Dunnschichtchromatograinrn 
und in der Papierchromatographie vcrhielt er sich gleichfalls sehr ahnlich Wie das 
Dinucleosid-monophasphat 11. Wiihrend Dd-Td (1 1) bei einer Konzentration van 
0,03 M Amrnoniumhydrogencarbonat von der Saule eluiert wird, erforderte diescr 
Stoff cine Konzentration von 0,085 M Amrnoniumhydrogencarbonat. Obwohl das 
neue Nebenprodukt (20) praktisch dicsselben Eigcnschaften wie 16 hat, kann es sich 
bei diesen zmi Substanzen nicht urn ein und dicselbe Verbindung (2.B. urn ein 
Cyclodinucleotid [ZO]) handeln. Dies geht deutlicli aus den enzymatischen Versuchen 
hcrvor. Schlangengift-Phosphodiesterase spaltetc 20, wahrend es gegeniiber Milz- 
Phosphodiesterase resistent ist ; das Dinucleotid-l)erivat 16 verhielt sich zu diesen 
Enzymen genau umgekehrt. Beim Erhitzen mit cincr Mischung Eisessig/E'yridin 7 : 3 
lieferte 20 das Nucleotid pnd-Ta (19). Vermutlicli tiandelt es sich bei 20 urn cin ahn- 
liches eine Dicyclohexylhaxnstoff-Gruppe tragcndes Phosphornonoester-Uerivat, wie 
es von Khorana et ad. bereits beschrieben worden ist [19]. 

Es ist nicht ganz klar, warum nach der Trennung des Reaktionsgemischs wieder 
Dinucleosid-monophosphat 11, also entacetyliertes Awgangsrnaterial, vorhanden 
ist, obwohl es wiihrend der Reaktion scheinbar gana aufgcbraucht war. Der Grund 
dafiir ktjnnte in der Uildung labiler Zwischenprodukte infolge einer Reaktion des 
Kondensationsmittels mit nd-Ta(Ac) (18) licgen (vgl. [17]). Die MiSglichkeit, dass 
wiihrend einer verlagerten Keaktionsdauer mehr Ausgangsmaterjal umgesetzt 
werden konnte, bestiitigte sich nicht. Nach 9 Tagen Reaktionsdauer war keine signi- 
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fikante Anderung der Resultate zu beobachten; es bildete sich lediglich etwas mchr 
Dinuclcotid-Derivat 20. 

Die cnzymatische Charakterisierung von pnd-Td (19) ergab folgende Resultate : 
Inkubation mit alkalischer Phosphatase hattc eine quantitative Bildung von f ld-Td 

(11) zur Folge, das weiter wie oben beschrieben enzymatisch abgebaut und charak- 
terisiert wurde. Schlangcngift-Phosphodiesterase spdtete das Dinucleotid 19 voll- 
standig in PTd und pna. Inkubation von 19 mit rohcm Schlangengift lieferte bcreits 
nach 5 Min. T d  (1) und na (3). Gleich verhielt sich unter diesen Bedingungen das 
Dinucleosid-monophosphat 11. Diese Versuche bcstgtigen, dass es sich bei der her- 
ges t ebn  Verbindung tatsachlich urn p&Td (19) handelt. 

8. Diskussion der Ergebnisee. - Ein Vergldch der Resultate zeigt, dass sich 
von den drei untersuchten Kondensationsktteln MS, TPS und DCCI eindeutig das 
letztere am besten fiir die Synthese von Ha-haltigen Oligonucleotiden eignet. Der 
grosste Nachteil der beiden Sulfonylchloride - von denen TPS die besseren Ausbeu- 
ten ergibt - ist, dass sit: die glykosidische Bindung im Nucleosid L?,-J unter Bildung 
von Z(lH)-Pyridon spalten. 

Die wichtigsten Nebenprodukte, die bei den Keaktionen in Gegenwart VOR MS 
und TPS auftreten, haben iihnliche Eigenschaften. 13ei der Saulenchromatographie 
und im Diinnschichtchromatogramm erscheinen sie praktisch an derselben Stetle. 
Sie enthalten eine P-Methoxytritylgruppe und weisen Absorptionsmaxima bei 257 
und 264 nm auf. Wahrscheinlich handelt es sich um ein sulfoniertes Dhucleosid- 
monophosphat 9 bzw. 7 oder urn ein gernischtes Anhydricl der 2,4,6-Triisopropyl- 
benzolsulfonsiiure und des Dinucbosid-monophosphats 9 resp. 7, wobei in diesen 
Derivaten jcweils noch die 2( lN)-Pyridon-Hasc abgespalten worden ist. Die Ver- 
mutung, dass es sich urn ein Dcrivat ohne Z(1H)-Pyridon-Base handelt, wird durch 
die Beobachtung gestutzt, dass der Stoff beim Erwamen mit EisessiglYyridin 7:3 
yTa freisetzt. Dies ware im Einklang mit dem in der Literatur beschriebenen Mecha- 
nism- der sauren Spaltung der Nucleotide [3] [Zl:] , der durch den saurekatalysierten 
Uruch der glykosidischen Bindung eingeleitet wird. Da aber das EssigsaurelPyridin- 
Gemisch nicht in der Lage ist, diesen ersten Schntt cinzuleiten, muss angenommen 
werden, dass in den erwahnten Dinucleotid-Derivatcn 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 iihnlichen Eigenschaften ge- 
funden wurde. Bei dieser Reaktionsfolge werden die Schutzgruppen vor dem Auf- 
trennen des Keaktionsgemischs entfernt. Dabei werden warend der Eisessig] 
Pyridin-Behandlung die oben emhnten  Nebenprodukte gespalten. Das Nucleosid 
(MeOTr) Z?a (4) und das Dinucleosid-monophosphat (MeOTr) Hd-Td (9) erwiesen sich 
in weiteren Versuchen als besthdig gccgeniiber TPS in Pyridin-Losung. Dadurch 
kann ausgeschlossen werden, dass die Spdtung dcr glykosidischen Bindung wiihrend 
des Aufarbeitens geschieht , wie dies im Falle des N-Benzoyladenosins vermutet 
worden ist [a]. Die Bildung von Nebenprodukten und die Spaltung des Glykosids 
vollziehen sich offenbar warend der eigentlicllen Kondensationsreaktion. 

Obwohl die Versuche mit DCCI zcitlich aufwendiger sind, envies sich DCCI als 
das giinstigste Kondensationsmittel fur 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. Au-sserdern l%st es sich durch Verteilung zwischen Ather 
und Wasser abtrennen, bevor das Heaktionsgemisch cliromatographiert wird, was 
beim Arbeiten mit TPS nicht moglich ist. Wejterhin I%st sich das Dinucbosid- 
monophosphat 7 durch einfaches Auswaschen der nadi der Ather-Extraktion ver- 
bliebenen wbssrigen Phase mit Chloroform in guter Reinheit gewinnen. 

Auch bei den terminalen Phospborylierungcn envies sich DCCI als das geeig- 
netste Kondensationsmittel zur Synthese von Dinucleotiden, die 2(1H)-lJyzidon 
als Base enthalten. Bei Verwendung von TPS wurde wiederum die glykosidische 
Bindung aagegriffen und 2(1 H)-Pyridon freigesetzt. Erstaunlichenveise unterblieb 
aber diese Abbaureaktion bei der Phosphoryhemng des einfachen Nucleosids n,. 
Es wird daher vermutet, dass die Spaltung der glykosidischen Bindung durch die 
nucleofugen Eigenschaften des pTd-Teils der Uinucleotide unterstutzt wird. 

Bei der Herstellung der Dinucleosid-monophosphate (MeOTr)nd-Td (9) und 
ITd-Ta (11) unter sonst gleichen Bedingungen fie1 die Ausbeute in dem Fall, wo dic 
tritylierte Verbindung 9 isoliert wurde, kleincr aus als bei der Isolierung dcs ent- 
sprechenden ungeschtitzten Dinucleosid-monoyhospliats, ein Verhalten das bereits 
von WeilPtartn & Khrurtu [43 in einem iihnlichen Fall bcobachtet wurde. Der Hauyt- 
grund scheint im verschiedenen Verhalten dcr beiden Verbindungen bei der Chro- 
matographie an DEAE-Cellulose zu liegen. Walirend ZIa-Td (11) rasch eluiert wird 
und in wenigen Fraktionen erscheint, verteilt sich (MeOTr)nd-Ta (9) auf vide Frak- 
tionen. Die $-Methoxytritylgruppe bcwirkt, dass 9 auf der Cellulose - durch elektro- 
statische Krafte oder Adsorption - zurlickgehalten wird, Elution tnit wbserigcrn 
oder alkoholisch-wbserigem linearem Gradicnten von hmmoniumhydrogencdrbonat 
iindert nichts. Dieses Adsorptionsphanomen wurdc auch schon zur groben Auftren- 
nung von Reaktionsgemischen an uTritylcellulose )) verwendet. Boi diesem Verfahren 
werden zuerst alle Stoffe, die keine $-Methoxytritykruypen enthalten, eluiert, und 
dann durch drastische Erhohung des Athanol-Gchalts des Elutionsgradienten die 
trit ylierten Verbindungen ausgcwasclien 1231. 

Von G h e r  et al. [24] wurde vor kurzern uber die Synthese von Oligonucleotiden, 
welche die unnattirliche 2(1 H)-Pyridon-Base cnthalten, herichtet. Jene Vcrsuche 
wurden mit Hilfe der Festphasensynthesc unter Verwendung eines makroporasen 
Tragers durchgeftihrt. Der Vergleich der bcidcn Methoden zcigt, dass in diesem Fall 
die klassische Kondensation in Losung, beziiglich der Ausbcuten, dcr Synthese an 
&em festen Triger iiberlegen ist (vgl. Tab. 2). 

Tabellc 2. Vevgleich uon I:est@hasensynthese und Synthcse ilz Losulog 

Produkt Optirnale huslxutc in "/o 

licstphasensynthesc Synthcsc in Losung 

73 
49 

51 
47 

83 
690) 
86 
71 
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W3hrend beim Arbeiten in Liisung DCCI das beste Kondensationsmittel zu sein 
schcint, envies sich bei der Festphasensynthese MS als das giinstigste. Dies kannte 
dadurch erkliirt werden, dass die voluminosen Verbindungen (TPS, DCCI) aus 
sterischen Griinden schlechter in den festen Trager cindringen und deshalb die Reak- 
tionszentren der Reaktanten nicht so gut aktivieren konnen. Bei Verwendung von 
TPS bzw. NS bei der Synthcse in Losung wird die kleincre Ausbcutc durch die 
Spaltung der glykosidischen Bindung zwischen Zucker und 2( I. H)-Pyridon bzw. 
durch Sulfonierung des Ausgmgsmaterials verursacht. Ob diese Spaltung auch ?xi 
der Festphasensynthese cintritt, ist nicht bekannt, weil die Waschlosungen, die das 
2(1H)-Pyridon mthalten hatten, nicht untersucht wurden. 

Das Behandeln der Nuclcotide, welche Z(1 H)-Pyridon als Base enthalten, mit 
8Oproz. wasseriger Essig-iure bei 100" fiihrte sowohl in Losung als auch bei der Fest- 
phasensynthese [24] zur vollstidndigen Spaltung der glykosidischen Bindung. Diese 
Methode wurde jedoch normaleiweise bei Thymidin-Oligonucleotiden zur Ablosung 
von polymeren Tragern, die die 9-Metlioxytritylgnippe enthalten, wie auch zur 
Entfernung dieser Schutzgruppe aus den Nucleotiden in Liisung, angewendet . Der 
Bruch der glykosidischen Bindung kann verhindert werden, wenn anstelle von 
8Oproz. Essigsaure das Gemisch Eisessig/Pyridin 7 : 3 zur Abspaltung der +-Methoxy- 
t r i t ymppe  verwendet wird (vgl. auch [24]). 

Wir danken dem Schwsiamischen NatioHalfionds ZUY Fovderzlng dev urissenschaf~rlich~m Fovschursg 
(Projekte No. 2.48.68, 2.460.71 und 2.675.72) far die gewlihrte Unterstiitzung. 

Anmhzmng bci dev &W6khw: Neucre Versuchc in unsercm Laboratoriiim [25] habcn gezeigt. 
dass diese Mcthode die glykosidische Bindung in Furirrderivaten angreift, d a s  aber bei der 
schonenderen Rehandlung rnit 8Oproz. Essigsfure bci 23" [26] auch dio glykosidische Bindung 
in JIa stab3 ist. 

Experimenteller Teil 
1. AUgemetnes. - Ffir dic allgemeinen Arhitsmethodcn siehc [l] "1. 
hderungen und Erganzungen : NMR.-S$ektrm wurden rnit eincm Variun-A-60- odor 

EM-360-Spktromcter im Spektrallaboratorium unseres Institu ts (K. Aegerter) aufgenommcn. - 
Zuradytischen Pa~'erch~omatogvapbir diente Papier Whatmun No. 1,bei dcr pdparativen Papier- 
chromatographic Papier Whatmurr No. 3 und No. 3MM, und zur Elehtrofihwese wurdc Whatmar 
No. 3 venvendet. - I-%essmittel (v /v )  : A) : Z-Propanol/HzC)lkonx. Ammoaiak 7 : 2 : 1 ; B) : l-Buta- 
nol/Eisessig/H,O 5 :  2: 3; C) : Ameiscns'kure/Benzol/Methanol 1. : 5 :4; n) : iithanol/lM wkscrigcs 
Ammoniumacctnt 7 : 3 ; I?) : 2-Propanol/H20/konz. Arnmonink 5 3  : 3,s : 1 ; F) : Mcthylenchlorid/ 
Methanol94:6; G) : 'Benzol/Tetrahydrofuran 4: 1 ; 13) : Mcthylenchlorid/Methanol9: 1; I) : tHutyl- 
alkohol/MethyIathylketon/H,O/konz. Ammoniak 4 : 3: 2: 1 : J) : l-Butanol/HsO/konz. Ammoniak 
85: 10: 5 ;  K) : Athanol/lu wiisseriges Arnmoniumacetat I): 1; I.,) : l-Prop~nol/H,O/konz. Ammo- 
niak 6: 1:3. - Far die terminalen Phosfihoryliwwagen wurdc eine lbz Stamrnlosung von /3-Cyauo- 
athylphosphorsiiure (Pyridiniumsalz) in Pyridin hergestcllt und verwendct [1q. Zurn Einsal'z kam 
der jeweilige Eiindampfrik&&.nd eines angcgetrcnen Volumens dieser Lbsung, der durch 3maligcs 
Eindampfen seincr Lasung in je eincm mehrfachen Volumcn Pyridin jcwcils vorgctrocknet wurde. 

5'-O-Monomst~oxytvitylthymidilt ((MeOTv) T d ,  2) aus .rd (1) wurda nach der von Falh & 'I'unm 
(lo] beschriebenon Methode hergeatellt. Nach Ausfallen des Rohprodukts aus Cyclohcxan wurdc 
cs aus Ather umkristtrllisicrt und ergab fqblosc Nadeln, die im DC. (Fliessmittcl F) einheitlich 
waren und gleich wic cin authentisches Matarial liefen. Smp. 128-122)"; E = ~.0300 (264 nm). 

3'-a-Rcerrrtirrmidi.n-~-fi~o~~h~~(~ T&4c), 5) (Pyridininmsalz) wurde durch Acetylierung von 
pTa rnit Ewiglureanhydrid nach [3] crhalten. Das Kohprodukt wurdc in 1 ml abs. F'yriclin 
gelat und durch vorsichtiges Eintropfen in trockencn &hcr ausgefallt. Das Produkt war im 1)C. 
(Fliessmittel B und D) einheitlich. Es zeigte in waswrigcr I.6sung ein UV.-Maximum bei 264 nm. 
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I-(Z'-Dcsoxr-~-r)-vi&afuranasrl)-2(.IH)-~yvicEolz(na, 3) wurcfe nach dcm Verfahren von Siquin & 
Z'amm [Z] hergestellt. Nach Entfernen der Schutzpuppen wurdcn durch Einengen des Gemischcs 
aus Mcthylenchlorid (das 10% Methanol enthielt)/Aceton 1 : 20 Kristalle vom Smp. 116.-117" 
erhlten. 

En~mvuvsuche wurden mit trohem, Schlangcngift yon Cvotaius adama&euc (F. G. Celo. 
D-6660 Zweibriicken) nach (21, rnit Mile-Phosphodiesterae (von Nutrional Biochemiculs Corpora- 
tion) nach [lo], mit Schlangengift-Phouphodiesterase (Russel's Viper, B-Grade, CaZbiochem.) 
ebenfalls nach [lOj, und rnit alkalischer Phosphatasc (Escherichia coli) (EC 3.1.3.1., Worthingon 
Biochemical Corporation, Freehold, N. J.) nach [Zl durchgefahrt. 

Die Basenvevhahisse wurden wie folgt bestimnit : Das nntcrsuchte Nucleotid bzw. Dinucleosid- 
monophosphat wurde rnit dem jeweiligen Enzym inkubiert. Das gesamte lnkuhationugcmisch 
wurde papierchromatographisch in, einzelne Komponcntcn getrennt. Die IJV.-absorbiercnden 
Zonen, die den einzelnen Komponenten entsprechen, wurdcn herausgeschnitten, zcrklcinert und 
mit H,O eluiert. Die Bcrechnung der Basenvcrliiiltnissc crfolgte (lurch Mcsscn und Vergleichcn 
der UV.-Ahrption der einzelnen Komponentcn. 

2. TdS'pp5'Td (12) aus pTd(AC) (5). - 1)ie Synthcso wurdc in ahnlicher Wcisc durch- 
gefuhrt wic bci Khovana [13] und Tenev [ZOJ bcschrioben: Einc Ltisung von 5,2 rng ( 0 , O l  mmol) 
pTd(Ac) in 0,2 ml Pyridin, das 0,Ol rnl (0,043 mmol) Tri-n-hutylamia enthielt, wurdc rnit 28 mg 
(0.14 mmol) DCCI und 20 Std. bci 23" stehcngclassen. llierauf wurclc mit 0,s ml Wasser wSlucnd 
24 Std. und zur Entacetylierung mit 5 ml 1 2 ~  Ammoniak 20 Std. stehengelassen. Es resultiertc 
praktisch ein einziges Produkt. das zwischen 40 ml Wasscr und 30 nd 2-Rutanol vcrtcilt wurdc. 
Die wbserige Phase wurde weiter rnit Hilfe der p a p ,  Papierchromatographie (Whalmm No. 3, 
Fliessmittel K) gereinigt. 

3. 1 - (5'- 0 -MonomethoxyMtyl-2'- desoxy - P-D-ribofuranosyl) -2( 1N) -pyridon ((Me - 
oTr)ndc 4) aus n d  (3). - Eine Lijsung von 0 3  g (1.66 mmol) und 0,65 g (2,l mmol) 
Monomcthoxytritylchlorid wurde in trockenem Pyridin gclijst und zux Troche eingedampft. 
Nach Zugabe von 5 ml trockencm Pyridid wurdc das Cemiscli 1.2 Std. im Dunkeln in verschlos- 
smem Gefbs stehcngeIassen, anschliessend wurde mit 0,5 ml Mcthylallrohol w&hrencl 2 Sttl. ver- 
setzt, dann eingedampft und der Riickstand zwischcn 30 1111 Mcthylenchlorid untl 30 ml Wasser 
verteilt: Die Methylcnchloridlosung wurrle 2mal mit 1.0 ml Wasscr cxtrahiert und die% ihrerseits 
mit 3 ml Methylenchlorid gewaschen. Dic vereinigtcn MethylcIlchloriolrhasen wurden rnit Natrium- 
sulfat getrocknet. Nach DC. (Fliessmittel Y) enthjclt dic Wascrphasc kcin Ausgangsmaterial. 
Die Mcthylenchloridphase enthielt ausscr p-Mcthoxytriatylalkohol und wenig Pyridin nur das 
Nucleosid 4. Das g e l h  01, das nach dem Eindampfen dcr Methylcnchloriiilosung rcsultiertc, wurdc 
chromatographisch auf einer Kieselgel-Siulc (48 x 4,l crn) 250 g Kieselgel) gcrejnigt. Die Elution 
erfolgte rnittels Methylenchlorid rnit cincm steigenden Gchalt an Mcthanol. Es wurdm Fraktionen 
zu je 250 ml entnommen. - Frakt. 1-28 (0,5-2.5% Methanol) ergaben p-Methoxytritylalkohol, 
evtl. P-Methoxytrityl-mcthylather und cine kleinc Mcmgc Pyridin. .- Frakt. 29-.33 (2,5-3% 
Methanol) ergaben das Nucleosid 4 und cinc unbedcutcndo Meoge p-Methoxytritylalkohol als 
gelbev 01, daa in trockenem Ather gellist und auf -70° abgekahlt wurdc. Nach Zugabe cinos 
grossen Oberschusses an Pctrollther resultiertc ein fcvter Stoff, dcr filtriart und wicder mit 
Petmlather gut gewauchcn wurde. Die crhaltcnen farblosen Flockcn wurden im Exsikkator iibcr 
P,O, getrocknet. llas Nudeosid 4 war irn J X .  (Flicssmittel F) cinheitlich. Die Ausbcutc von 
(MC0Tr)na (4) betrug 708 mg (88,5%). Smp. 76-78", (nach Trockncn wahrend 14 Std. bci 23" 
und.O,OfTorr).- UV. (Athand): 230 (19900), 276 (3910) (Schulter), 284 (4960), 303 (6560) nm (6). - 
IR. (KBr) : ma. Randcn bei 3380 (3'-OH) und 1650 cm-l ( C = 4  dca Z'yridonrings) ; 1600,1500 und 
1440 cm-l (Phenyl); die Rande bei 3190 crr1-l (S'-QH) ist verschwunden. ,- fiU-MHa-NMI<. 
((CD4),S0) (vgl.Fig.): 732, m. 1 H an C(6);  7,37, m, 10H aromat. -t 1 HanC(4); 7,1, AA'BB', 
4 El aromat., p-Methoxyphenyl; 6,40, m, 2 H an C(3), C(1'); 6,05, t ,  1 H an C(S), J = 7 Iiz; 
5'33, d,  mit D,O aushuschbar, OH an C(3'). J =: 4 Hz; 4,33, m, 1 H an C(3'): 4,00, m, 1 H an 
C(4'); 3,73, s, 3 H an -OCH,: 3,29, m, 2 H an C(5') (tcilweisc vcrdeckt durch Signal von llDO bei 
3,331: 2.6-1,9, m, 2 €I an C(2'). 

'-&,H,,NO, Ber. C 74.52 H 6,05 N 2,90 0 16.54')'' 
(483.56) Gcf. ,, 74.30 ,, 6,14 ,, 3,OO ,. 16.41% 
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Zur weiteren Charakterisimng wurde bei einer Probe von (McOTr)& (4) die 9-Methoxy- 
wtylgruppc abgespalten. 5 mg 4 wurden in 0,5 ml dcs Gemischs von Eisessig/Pyridin 7 : 3 gel&t 
und wiihrend 30 Min. auf 100" crwarmt, danach zur Trockne eingedampft. Der 9-Methoxytrityl- 
allrohol wurde rnit Ather extrahiert. Das DC. (Fliessmittcl H) zeigte, dass das Nucleosid I @nz- 
lich in 27a (3) tUmgeftlhrt worden war. 

4. Td-Ta (10) PUB (Me0Tr)Td (2) and pTd(Ac) (5). - 257 mg (0.5 mmol) (lbfe0Tr)Td 
(2) und 287 mg (0,55 mmol) pTa(Ac) (5) w-urden zur Trocknung 3 r d  in je 5 ml. Pyridin gelbt und 
die Usung eingedarnpft, der Ruckstand in 3 ml Pyridin gelast, mit 920 rng (3 mmol) 1'PS versetzt, 
nach 6 Std. Stehen mit 3 ml Wasser unter Eiskiihlung vcrsetzt, und 24 Std, bei 23" stehen- 
gelassen. Nach Zusatz von 30 ml25proz. Ammoniak wurde nochmals 24 Std. bci 23O stehcngclas- 
sen (Entfernung der Acetylgruppe aus 6). 

Das Gemisch wurde dam zwischen 100 ml Wasser und 50 ml Petroltither verteilt. Der Petrol- 
gtherextrakt enthielt 20 OD,-Einhciten von (MeOTr)Td (2). Nach Eindampfen der wbserigen 
phase wurde der trockene Rrickstand in 20 ml Eisessigpyridin 7 : 3 aufgenommen und *end 
30 Mh. auf 100" e r w b n t  (Entfernung der p-MethoxytrityIgrup' aus 8). Dann wurde wieder 
eingedampft, der Rackstand in I00 ml Wasscr gelCist und 2mal mit 50 ml2-Butanol extrahiert. 
Die organische Phase wurde zur Trockne eingedampft; dcr Rrdstand, der TPS, +Methoxy- 
tritylalkohol und gerihge Spuren von nucleotidischem Material enthielt, wurde nochmals in 50 ml 
Wasser gel&& und zur vollstgndigen Abtrennung von 10 rnit 100 ml.l-Butauo1 extrahiert, 

Die vereinigten wgsserigen Phasen wurdcn auf einc DEAE-Sephadex-Saule (1 x 95 cm), 
Hydrogencarbonatform, gegeben. Elutionsgradient : Mischgefass: 2 1 H,O, Vorratsgefass: 2 1 
0,l Y NH,HCO,: Fr&ionengr&ise: 23 ml; Durchflussgeschwindigkcit : 1.5 ml/Min. 

F&ion Gradient OD--Einheiten Ausbcute in % snb8tanz 
Nr. X M  NH,HCO, bezogen auf einge- 

X =  setztcs (Me0Tr)Td (2) 

40-50 0,021-0,03 350 3,9 Ta-Ta (10) 
(ein wcnig 
verunreinigt ) 

51-62 0,034,035 6600 73.3 Td-Tll ($0) 

63-75 0,035-0.041 550 6.1 Ta-Ta (10) 
(ein wenig TPS) 

110-140 0,065-0,OS 1500 PTd 

Das aus den Fraktionen Nr. 40-50 und 63-75 erhaltene Material wurde no& weiter papier- 
chromatographisch (Whatmalr No, 3MM, Fliessmittcl I.) gereinigt. Es warden dadurch weitere 
9.8% (880 OD,-Einheiten) gewonnen. Die gesamte Ausbeute an Ta-Ta (10) betrug 83,1%. D ~ S  
auf diese Weise bereitete Ta-Ta war nach Papierchromatogramm (Fliessmittel L) und im DC. 
(Fliessmittd A) praMisch rein. Es wurde in Wasser geliist und lyopbilisiert, worauf Ta-Td als 
farblOSe8 M v e r  resultierte. Durch Milz-Phosphodiestcrase wurdc es vollstandig in Tap und Td, 
durch Schlangengift-Phosphodiesterase ebenfalb vollstandig in Ta und pTa gespalten. 

5. n d - T d  (II) OUS (Me0Tr)nd (4) Und p T d ( h )  (5). - 100 OD--Ehheiten (0,017 mm01, 
7,5 mg) (Me0Tr)nd (4) und 9 mg (0,017 mmol) pTa(Ac) (5) wurden .3mal durch Eindampfen 
der Lbung in j e  3 ml Pyridin getrocknet. Darauf wurden 30 mg (0.1 mmol) TPS hinwgeftigt, d a  
Gemisch rnit 0,s ml trockenem -din vcrsetzt und 6 Std. im Dunkeln stehengelasscn. Hierauf 
wnrde unter Kiihlen mit Eis 0,5 ml Wasser zugegeben und 14 Std. bei 23*~stcbeuge1ass~n, dann rnit 
10 ml25proz. Ammoniak versetzt und nochmals wiihrend 24 Std. bei 23" stehengelassen (Entfor- 
nen der Acetylgruppc aus 7). Nach Eindampfen zur Trockne wurde der Ruckstand zwischen 
50 ml Wasser und 30 ml Petrolather verteilt. Der Petrolathcrextrakt enthielt 2 OD,-Einheiten 
dea Ausgangsmaterials (MeOTr)l& (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. bcschrieben VOr- 

genommen. 
Die vereinigten wuserigen Phsen, 65 ODmn-Einheitcn enthaltend, wurden auf eine DEAE- 

Sephadex-Sgule (1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gcgebcn. Elutionsgradicnt : Mischgefiiss : 
2 1 H,O, Vorratsgefbs: 2 1 0 ,075~  NH,HCO,; Praktiunengrbsse: 24 mI; Durchflussgeschwindig- 
keit: 1,6 mllMin. 

Frattion Gradient OD,-Einheiten Ausbeute in "/u Substanz 
Nr. ~ C M  NH,HCO, bczogcn auf 

X =  cingeesctztcs 
(McOTr)nd (4) 

1-3 0.00 7 

22-29 0,014,015 4 

30-38 0.015-0,017 54 

743 

4 

59 

2(1 H)-Pyridon 

Rd-Td (11) 
(ein wenig TPS) 

Das Dinucleosid-monophosphat 11 war nach Papierchromatogramm (Fliessmittel K und L) 
und im DC. (Fliessmittel A und B. resp. C, E, I. J)  oinheitlich. Milz-Phosphodiesterase spaltct 11 
vollstandig in &p (13) und I'd (I), Schiangcngift-Phosphodiesterase chnfalls vollstandig in & 
und pTd. Rd-Td zeigte im uv. Maxima bei 264 und 303 mn. Die Ausbcute an &Ta (ii) war 63%. 

6. (Me0Tr)npTd (9) am (MsOTr)& (4) und pTd(Ac) (5). - 6.1. &fit M S :  656 
OD=:Einhciten (0,1 mmol, 48.3 mg) (MeoTr)& (4) und 52,2 mg (0,1 mmol) pTd(AC) (5) wurdcn 
3mal in je 3 ml trockenem Pyridin gelijst, die Liisung im RV. cingedampft und 4 Std. im Hoch- 
vakuum bei 25"/0,07 Torr getrocknet. Hicrauf wurdcn unter Feuchtigkeitsausschluss 1.27 mg 
(0,57 mmol) MS zugegeben und in 1 ml Pyridin gelost. Das Gemisch wurde 6 Std. in cinem vcr- 
schlosscnen, lichtgeschtitzten Kolben bei 23" stehengclasscn. Nach Zugabe yon 1,2 ml Wasscr 
unter Eisktihlung wurde bci 0" 24 Std. stchengelasscn und nach Zugabc eincr kleincn Mengu 
Ammoniumhydrogencarbonat zur Troche eingcdampft. Das Ccrnisch wurdc 3mal rnit 20 ml 
Benzol ausgezogen. Die Benzol-Phasen enthieltcn 110 OD,-Einhciten, meist in Form cines 
sulfonietten Produktes, von (MeOTr)&. 

Der nach der Benzalextraktion vcrblicbene Riickstand wurde in Waser aufgcnommen und 
auf eine DEAE-Cellulose-Sfuile (55 x 4 cm), Hydrogcncarbonatform, gegcben. Elutionsgradient : 
MiechgefW: 2 1 H,O, Vorratsgefb: 2 1 0 , 2 ~  NH,HCO,; FraktionengrGsse: 18 ml; Durchfluss- 
geschwindigkeit : 0,7 ml/Min. 

Daa D i n u c ; k o s i d - ~ o r r o p ~ s p ~ #  7 befand sich in dcn l'raktionen Nr. 163-233, die rnit cinem 
Gradienten von 0.15-0.2 Y Ammoniumhydrogencarbnat du ic r t  wurden. Die I'raktionen Nr. 
163-200 cnthielten ausser 7 auch pTd(Ac) (5) und klcine Mengcn undsfinierter Verunreinigiingen. 

Die (MeOTr)&-Td(Ac) (7) enthaltenden Fraktionen wurden cingedampft und durch Uc- 
handeln rnit 10 ml 25proz. Ammoniak 24 Std. bei 23" in (&fdTv)&-1'd (9) Obergefbhrt. Nach 
Eindampfen wurde der Rkkstand in 50 ml Wasser aufgcnommen, 3mal rnit 30 ml I-Butariol 
ausgcschnttelt, die organische Phaae 2mal mit jc 3 ml Wasser zuriickgewaschen. Uic wuserigen 
Phasen enthieltcn hauptskhlich pTd, wiihrcnd aus den 1-Butanol-Phasen das Prudukt (MeOTr)- 
&-Ta (9) in einer Ausbeute von 31J% gewonncn wurde (204 ODm-Einhciten). 

6.2. Mi8 TPS.  237,5 mg (0,49 mmd, 3225 On,,-Einheiten) (hfeoTr)fl,j (4) uncl 261 mg 
( 0 3  mmol) pTd(Ac) (5) wurden 4mal durch Eindampfen der Usung in je 10 ml Pyridin ge- 
tracknet. Nach Zugabe vori 750 mg (2,5 mmol) TPS wurde mit 5 ml Pyridin vcrsetzt und 6 Std. 
im Dunkeln und unter Feuchtigkeitsauschluss stehengelaescn. Hierauf wurden untst Eiskuhliing 
5 m1 Wasser zugegeben, 14 Std. bei  23" stehengalasscn, dann mit 60 rnl25~roz. Ammoniak vemtzt 
und nochmals warend 24 Std. bei 2 3 O  stehengclasscn (Entfernung der Acetylgruppa aus 7 ) .  
Schliedich wurde nach Zugabe von Ammoniumhydrogencarbonat zur Troche cingedampit, der 
Rackstand 4mal in Wasser suspendiert und zcntrifugiert. Die iiberstehonde Fliissigkeit wurde 
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gcsammclt und auf eine DEAE-Sephaclcx-Saule aufgctragcn. Der fate Ruckstand enthielt kcin 
ninucleosid-monophosphat 9 mehr; er bestand aus TPS und qnthielt 5% des eingesetzten 
(MeOTrjITa (4) (gemass gofundenen OD,-EinIieiten). -. DEAEL-Sephadcx-Saule (1 x 35 cm), 
Hydrogencarbonatform. Elutionsgradient : Mischgcfass: 3 1 H,O. Vorcatsgefass: 3 1 0.3 M NH4HC0,; 
zusiitelich: Mischgelass: 1,25 10,3na NH4,HCOS, Vorratsgcfiiss: 1,25 1 0.45 M NH,HCOS; Fraktionen- 
gr6ssc : 23 in1 ; Durchflussgcschwindigkeit : 1.5 ml/Min. 

Fraktion Gradient OD,,-Einheiten Ausbeute in’% Substanz 
Nr. X M  NH,kiCO, bezogen auf tinge- 

W E  setztes (Me0Tr)na (4) 

1-6 0,oo 521 16 

!&?-110 0.1 1-0,l.Z 5 

111-120 0,12-0.13 2 

121-360 0,13-O,44 1758 54.5 

Daa DilrucLosicE-mo?Mphos~hat 9 aus den Fraktionen Nr. 121-360 wurde in 50 ml Wasser 
geliist und schr vorsichtig 3ma1 rnit 50 ml 2-Butanol ausgcschuttelt. Die organischen yhasen wurden 
4mal rnit 5 m) Wasser geWdSChen und die wkserigcn Lijsungcn 2mal rnit je 2 ml 2-Butan01 zurtkck- 
gcwaschen. I:)ie vcreinigten wiisscrigen Phasen cnthiclten pTd und 1’&pp5’Ta (12) (in selir 
klcinen Mengen) n e h n  Vcrumeinigungen, die im DC. beim Tcst f8r p-Mcthoxytritylgppe- 
haltigc Stoffe sichtbar warm, sowie geringe Mengcn Dinucleosid-monophosphat 9. Die vereinigten 
Rutanol-Phasen, die das (MeOTr)na-Td (9) enthiclten, wurdcn zur Trockne cingedampft und aus 
Wasscr lyopbilisiert. Ilie Ausbeute an (MeOTr)l&-To (9) war 54%. 

6.3. Mit  DCC T. 286 ODm3-Einhciten (0,044 mmol, 21 mg) (McOTr)lTd (4) und 52 mf: (0,l mmol) 
pTd(Ac) (5) wurden 3mal durch Eindampfen der Usung in j e  2 ml Pyridin getrocknct. Das 
Ccmisch wurde in 1 ml Pyridin gclost. unter Ausschluss von Fcuchtigkeit mit 100 mg (0,s mmol) 
DCCI vcrsetst und wiihrend 6 Tagen irn Uunkeln bei 23“ geriihrt. Nach Stehen rnit 1 ml Wasscr 
(das untcr Eiskhhlung zugegeben wurde) wghrcnd 16 Stcl. bci 23’ wurdcn 5 ml Wasser/l?yrictin 1 : 1 
zugegebcn und das Gcmisch filtricrt. ner  Ruckstand (hauptsachlich Dicyclohexylharnstoff) 
wurde noch 3mal rnit 5 ml des gleichcn Gemischs ausgcwaschcn. Das so gcwonnene Filtrat wurdc 
3mal rnit ja 30 ml Ather ausgeschtlttelt und die atherischen Phasen 3mal mit 3 ml Wasscr ge- 
waschen. Die organischcn Phasen enthieltcn 22% (63 OD,-Einhciten) der Absorption des cis- 
geyctzten (Meorr)lId (4). Die wiiseerige Phase wurde 3inaI mil 30 nil 2-Hutanol ansgeschilttelt 
und die organischen Phasm Zmal mit 3 ml Wasscr euruckgewaschen. Die vereinigten wiisscrigen 
Phasen enthielten pTd(Ac) (5) und TdS’ppS’Td (12). Die organischen Phascn wurden cingedampft, 
der Ruckstand in 10 ml Wasser aufgcnommen und dmal rnit 20 rnl Chloroform extrahicrt. Die 
wasserige Phase enthielt die rcstlichcn Vcrunrcinigungen, wahrend die Chloroformphase n e k n  
einer klcinen Mengc nicht -nuclcoskIischen Materials praktisch nur das Dinucleosid-rnonophosphat 
7 enthiclt. 

Fraktion Gradient OD,- Aushcute in ”/u Substanz 
Nr . x M NH,HCO, Einheiten bezogcn auf cingesctztes 

X =  (MC0rr)Tfd (4) 

28-90 0,048-0,156 192 67,l 

91-100 0,1564,172 0 3 2  

(MeOTr)&-Ta ( Ac) (7) 

(MeOTr)II,pT4(Ac) (7) 
f Spur p-Methoxy 
t r i t yl-h altigcr 
Verunreinigung 
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Die vereinigten Chloroformphascn, dic 213 C)l)w3-Einheitc!n enthielten, wurden zur Trockac 
cingedampft, dor Rockstand in Wasscr geldst und auf cinc DEnE-Scphadex-Saulc (I x 35 cm), 
Hydrogencarbonatform; gegcben. Ehtionsgratlient : MisGhgcfass : 2 1 H& : Vorratsgefh; 2 1 
0.3 M NH,HCO,; Fraktionengriisse : 23 ml: 1)urchfluasgcschwindigkeit : 1,s ml/Min. 

Die Fraktioncn Nr. 91-100 wurden (lurch Vcrteilcn zwisclicn Wasser und Chloroform ge- 
reinigt. Das Dinuclcosid-*norro~hospka6 7 befand sich in der Chloroformphase, wdhrcnd die Ver- 
unreinigung und das Uinucleosid-monophosphat (McC)Tr)17d-"r,I (9), tlas sich durch Abspalten cler 
Acetylgruppe aus dem Dinucleosid-monophosphat 7 wahrond des Aufarbeitens gcbildct hattc, 
in der Wavserphase vcrblieben. nas vcrwendetc Chlorciform muss sehr rcin scin, da sonst eint: 
uncnvtlnschtc Abspaltung der p-Methoxytritylgruppc cintmten kann. Die Ausbeutc an (Mc0Tr)- 
&-Td(Ac) (7) war 69%. Das Dinucleosid-monophosphat 7 wurde durch Behandeln mit 25proz. 
Ammoaiak wahrcnd 24 Std. hei 23" vollstiindig in (MeO'l'r).nd-Td (9) tibcrgefiihrt. 

Ee wurde auch vcrsucht, DI)inlrcle~sid-mo~op~o.~phu~ 9 untcr Ziisatz von Pyridinium-Dowex 
herzustellen. Jhzu wurde wie oben bcschrichen vcirgegaIigcn, rnit Clem Unterschicd, daes zum 
Reaktionsgemisch am Anfang zus&tzlich Pyridinium-l)owex SO gegeben wurde. Untcr dicsen 
Bedingungen bctrugcn die Ausbeuteri an 9 56-61 %, . -. 1 ) ~ s  Hcxktionsprodukt (McOTr)nd-l*d (9) 
wies 1JV.-Maxima bej 303 und 264 nm auf, cnthiclt cinc p-Methoxytritylgrup~e und vcrhiel~ sich 
einhcitlich bei dcr Papierchromatographie (1:liessmittel A und K) und im TIC. (Flicssmittel A 
und I resp. J). 

6.4. v8rslcch mi! TPS zlnd (cHJ),sO als T.~jsungsmitte~. 24,2 rcig (ll,O5 mmol) (MCOTr)nd (4) und 
262  mg (0,05 mmol) pTd(hc) (5) wurdcn 3mal durch Eintlampfen. der 1,iisung in je  3 ml Pyridin 
gttrocknet, 75 mg (0,25 mmol) TPS zugefiigt untl in 3 ml Ilimethylsulfoxid, 0,5 mmol Pyridin 
enthaltend, gelost. Nach 5 Tagen war (MeOTr)Da (4) noch ganrlich unverandert. 

7. n d - T d  (11) 81.18 (Mf?OTr)nd-Td (9). - 70 013m,-15inheitcn (8,5 mg) 9 wurdcn mit 5 ml 
Eiscssig/Pyridin 7:3 wWend 30 Min. auf 100" erw&rrkiL urid hicrauf wiederholt bis zum Vcr- 
schwindcn dcs Essigsiiuregerlrchs mit Wasscr eingcdampft. IIcr Hackstand wurdc in 30 nil 
Wasser aufgenommcn und 2mal rnit 10 ml Petnilathcr extrahicrt zur Entfernung des p-Methoxy- 
tritylalkohols. Nach DC. (Fliessmittel A) waren Ile-Ta (11) und gcringc Mcngen von njcht- 
umgesetztem 9 vorhanden. Die Trennung wurde an der DEAE-Scphadcx-Saule (1 x 60 cm) 
vorgenommen. Der Gradiont war 1 1 Wasser und 1 1 NH,IlCO,; die Fraktionengrilssc betrug 
23 ml; die Durchflussgeschwindigkeit war 1,5 ml/Min. hls cinrigcs Produkt wurdc cias Dinucleosid- 
monophosphat 11 in einer Ausbeute von 95% cluiert (bei ciner Konrentration von 0,02-0,036~ 
NH,HCO,). Eine Spaltung dcr glykosidischen Rindung wurdc nicht beobachtet. 

8. Uberpriifung der Bestbdigkeit von (MeOTr)nd (4) bzw. (MeOTr)nd-'rd (9) 
in Gegenwart von TPS. - 5 mg (0,01 mniol) ('%feO%i-]fld (4) wurden durch 3maliges 
Eindampfen ihrer Ltisung in je 2 ml Pyridin getrcicknct. Ikmach wurden 30 mg (0,l mmol) TPS 
und 0.5 ml F'yridin zugeftkgt. Nach 6 Std. wurdc untcF Eiskahlung 1 rnl Wasser zugcgcben. 14 Std. 
bei 23' stehcngdasscn und nach ilugabc van Amrnioniumliyrlrogencarbonat cingedampft. 1 X .  
(Fkssmittel A) zcigte praktisch nur dic Anwesenbeit von TPS und unvcrandertem Nucleositl 4. 

2 mg (0,0048 mmol) (Mf?oTf)JJd'l'fl (9) wurdcn clurch ha l igcs  Eindampfen ihrer T-iLung in 
jc 1 ml Pyridin in Gegcnwart cines grtjssen fherschusses von TPS (60 mg, 0,2 mmol) getrocknct, 
d a m  in 0,5 ml Pyridin gelfist und 6 Std. bei 23" stchcngclasmn. NachVersetzen unter Eiskuhlung 
mit 1 ml Wasscr wurdc 6 Std. fiei 23" stehcngelaswn und nach Zugabe von Ammnniumhydrogon- 
carbonat eingcdampft. Der Ruckstand zeigtc im Dc. (IXcssmittel A) nur unucradcrtes Mnu- 
clcosid-monophosphat 9. 

9. n d p  (13) aus (bf@om)nd (4). - 9.1. ,%ti! ~ w I .  Dem vorgetrockneten Ein- 
dampfrackstand von 0,1 ml (0,1 mmol) der 1 M Starn~nlosung von B-eyano9thylphosphoJrs~ure 
wurdc in 2 ml Pyridin aufgenommcn und zu 116 OUm,-Einheitc!n (0,018 mmol, 8 mg) (McOTr)lfd 
(4) hinzugefiigt. Das Gemisch wurdc durch 31naligcs Eindampfen seincr Uisung in je 2 ml Pyridin 
weiter getrocknct, dam in 0,4 ml Pyridin gc1W und 100 ma (0,s mmol) DCCI untcrFeuchtigkcits- 
auaschlusa zugefiigt. Nach 24 Std. bci 2 3 O  wurde, nach Zugnbe von 1 ml Wasscr untcx Eiskuhlung, 
weitme 3 std. bei 23" stehcngelasscn. Nach Versetzcn des Ccmisches rnit 10 ml Pyridin/Wasscr 1 : 3 
wurde filtriert und der Kuckstand (hauptslchlich Dicyclohexylharnstoff) mich 41nal niit jc  5 ml 
des gleichen Gemischs nachgewaschen. Das Filtrat wurtle 3mal rnit je 20 nil Ather ausgeschtittclt 



732 HELVETICA CHSMfCA ACTA - Vol. 58, Fasc. 3 (1975) - Nr. 83 

und die irtherphasen wiederum 2mal init je 5 ml Wasser gewawhen. Die vereinigten wiisserigen 
Auszuge wurden eingcdampft und mit 10 ml 25proz. Ammoniak 24 SM. bei 23" stehengelassen 
(Entfcmung dcr j3-Cyanogthylgruppe). Das Cemisch wurde nach Eindampfen in 5 ml Eisessigl 
Pyridin 7 ;3 gelost, 30 Min. auf 100" crhitzt (Entfernung dcr P-Mcthoxytritylgruyc) und an- 
scldiessend zur Troche  eingcdampft. Dcr p-Mcthoxytritylalkohol wurde durch Prnaliges Waschcn 
dcs Rtickstands rnit je  20 ml Petrolather entfemt. 

Der Rest wurde in Wasser aufgcnommen (enthielt 81 % OllWS-Einhciten umgercchnet auf das 
eingesetzte Nucleosid 4) und auf eine DEAE-Scphadcx-SWe (1 x 35 cm), Ilydrogencarbonat- 
form, gegeben. Elutionsgradient : Mischgefiss: 1 1 H,O; Vorratagefass: 1 1 0 , 2 ~  NH4HC0,; 
Fraktionengrosse: 23 ml: Durchflussgcschwindigkeit : 1,5 ml/Min. 

Fraktion Gradient ODw3-Einheiten Ausbcutc in % Substanz 
Nr. 1c r,f NII,HCO, bezogen auf eingcsetztcs 

X =  (h'fC0Tr)nd (4) 

2 0,OO 1,6 1,5 

3-18 0,005-0,05 4 3.7 

28-42 0,065-0,115 80 75 

Die Ausbeute an l7dp (13) betrug 75%. 
9.2. Mil TPS. Dem vorgetrocknetcn Eindampfriickstand von 0,OS ml (0,05 mmol) dcr 

Stammlhung von /3-Cyano%thylphosphorsaure wurdcn 7,5 mg (100 ODM,-Einhciten, 0.017 
mmol) (McOTr)& (4) zugefugt und das Gemisch noch einmal durch Eindarnpfen seiner LkJsung in 
3 rnl Pyridin getrocknct. Sodann wurde es in 0.25 ml Fyridin gcliist und 26 mg (0,09 mmol) TPS 
in 0,25 ml Pyridin bcigeliigt. Nach 5.5 Std. bei 23' wurde (untcr Eiskilhlung) mit 1 ml Wasser 
versctzt und 5 Std. bei 23" stehengelasscn, dann rnit 5 rnl 25proz. Ammoniak 12 Std. bci 23O 
stehengelassen (Entfcrnung der p-Cyanoathylgruppe). Nacb Eindampfcn wurde der Rtkckstand 
zwischen 40 ml Wasscr und 40 ml Petrolather vcdeilt. Der Pctrolilthcr enthielt 3% des einge- 
sctzten Edukts (McOTr)& (4). Das in der wbserigcn Phasc enthaltene Material wurde zum 
Entferncn dcr p-Mcthoxytritylgruppe rnit 5 in1 Eisessig/Pyridin 7 : 3 wiihrcnd 25 Min. bei 100" 
behandelt. Dareuf wurdc zur Trwkne eingedarnpft, dcr Riickstand in 50 in1 Wasser aufgenomnien, 
die Lijsung 2mal rnit j e  30 ml 2-Butanol ausgeechtittelt und tfic Ausziige 2mal mit jc 3 ml Wasser 
gewaschen. Die organischc Phase cnthielt 3-4% ( M e 0  Tf)ndp (umgerechnet auf das eingesetzte 4). 

Die wLsserige Phase enthielt hauptslchlich ndp (13), das auf eine 1)EAE-Sephadex-S~uIe 
(1 x 35 an), Hydrogencarbonatform, gagepen wurde. Elutionsgradicnt : Mischgefiiss: 1 1 H,O; 
Vorratsgeibs: 1 1 O,ZM NH,HCO,; Fraktionengrosse: 23 ml : Durchilussgcschwindigk~it : 1,5 rnll 
Min. 

Fraktion Gradicnt OD@,-Einhciten husbeutc in % Substanz 
Nr . x M NH,HCO, bczogen aul eingcsetztes 

x =  (MCOTr)fTa (4) 

1 4  0.00 4.6 5 

40-55 0.07-0.12 76 82,6 

56-80 0,12-0,185 3 3,2 

Das aus den Fraktioncn Nr, 4045 stammendc Nwleotid IIdp (13) (Ausbeutc 82,6%) wies im 
I N .  ein Maximum bei 303 nm auf und war paplcrchromdtographisch (Fliessmittel A und K rcsp. 
L) und im DC. (Flicssmittcl A und H) einheitlich. AlkaIischc Wiosphatase spdtete 13 vollstandig 
zu l7d (3). rohes Schlangengift liess 13 ganzlich unverbdert. 
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10. (MeOTr)nd-Tdp (14) reap. Hd-TdP (15) BUS (MeOTr)nd-Td (9). - 10.1. Mi-f 
TPS. Dem vorgetrockncten Eindampfriickstand von 0.1 ml (0.1 mmol) der Stammliisung von 
B-Cyanoiith y1phosphors;iure wurdea 25 rng (0,031 mmol, 205 OD,,-Einheiten) 9 hinzugeftigt. Das 
g a z e  Gernisch wurdc noch 2mal durch Eindampfen sciner JXisung in jc 3 ml Pyridin getrocknet, 
d a m  100 mg (0.33 rnmol) TPS zugegeben und das Gemischin 1 ml Pyridin gel&&. Nach 6 Std. bi 
23" im Dunkeln wurde unter Eiskiihlung rnit 1.2 In1 Wasscr versetzt, 6 Std. bci 23" und nach Zugabe 
von 20 ml25proz. Ammoniak nochmals 16 Std. bei 2 3 O  stehcngelassen (Entfernung dcr p-Cyano- 
athylgruppe). Nach Zugabe von Arnmonilrmhyclrogencirbonat wurdc eingedampft, dann in 
Wasser aufgenommen und auf cine DEAE-Cellulose-Saulc (4 x GO cm), Hydrogcncarbanatform), 
pegeben. Uutionsgradient: Mischgcfass: 3 1 0,03m NH,HCO,; Vorratsgefks; 3 1 0.3~ NH4HC0,; 
Zus&tzlich Mischgefbs: 1 1 0.3 M NH,HCO,; VorratsgeftLtss: 1 1 0,4 M NH,HCO,; Fraktionengrfissc: 
20 ml; Durchflussgeschwindigkeit : 1,3 ml/Min. 

Fraktion Gradicnt Substanz 
Nr. x M NH,IICO, 

x =  

10-30 0,03 2( 1H) -Pyridon 

170-220 0,22-0,26 (MCOTr)&-'l'a (9) (Wmig) 

240-290 0.30. ,034 (Mt!OTr)nd-Tdp (14) + gcringe Menge PMethoxytrityl- 
gruppc-haltigc Vcrunrcinigungen 

Zur Entfernung dcr Verunreinigungen in den Fraktioncn Nr. 240-290 wurde rnit 50 ml Wasser 
versetzt und 2mal mit je 30 ml 1-Butanol ausgcschllttelt. Die Auszage wurden 3mal rnit jc 5 1111 
Wamr gewaschen und die wkserigen Phasen rnit 2 ml I-Butanol ausgeschiittelt. Die Reinigung 
kann auch mit Hilfe dcr Papierchromatogaphie (Whatmal~ No. 3, Fliessmittel L) vorgenornmcn 
werden. Die Ausbeute an (ikfL?OT?)nd-Tdf (14) war 46%. I .yophiIisierung aus Wasser ergab cin 
farblwes, watteartigcs Prgamt.  

10.2. Mit DCCZ. Dcr vorgetrocknetc Eindampfriickstand von 0,15 ml (0,15 mmol) rler 
Stammlbung von fl-Cyanoilthylphosphorlurc wurdc rnit 11 rig (0,014 mniol, 90 OD,,-Ein- 
heiten) (MeOTr)&-Td (9) veraetzt und das Gernisch nocli 3rnal durch Eindampkn seiner Lasung 
in jc 2 ml Pyridin gctrocknct, anxhliessend in 1 ml Pyridin gelost und nach Zugabe von 560 nig 
(2.8 mmol) DCCI 48 Std. bei 23' stehengelassen. Nach Zugabc von 1 ml Wasscr untcr Eiskiihlung 
wurdr weitere 14 Std. bei 23" stehengclassen, d a m  mit 10 ml Pyridin/Wasscr 1: 1 versctzt und 
filtriert. Der Ruckstand (hauptsachlich Dicyclohexylharnstoff) wurde 4mal mit 5 ml cles gleichcn 
Gcmisches nachgewaschcn. Die wkscrige Phasc wurdc 3mal rnit je 20 ml Ather ausgeschijttclt 
und dicser durch 2maliges Ausachtitteln rnit jc 3 ml Wasser gcwaschen. Die wbserige Phase 
wurdc eingedampft, rnit Eiscssig/Pyridin 7 : 3 30 Min. auf 100" erhitzt und zur Troche cinge- 
damplt. Der P-Methoxytritylalkohol wurde (lurch 2tn;tliges Waschcn dcs Rtickstandes mit jc 
20 ml Petrolather entfernt. 

h b k t  ion Gradient OD,,-Einheitcn Ausbeute in % Substanx 
Nr. x M NEi,HCO, bezogcn auf cingesetztes 

X =  (MaOTr)nd-Ta (9) 

14-23 0,015-0,025 2 2,4 

55-69 0,06-0,08 53 64 

70-77 0.08-0.088 3 3,6 

110-120 0,125-0.135 3 3.6 

121-133 0,1354,155 9 11 
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Uann wurde der Rtlckstand in Wasser auigenommen und auf e h e  DEAE-Scphadex- Saule 
(1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform. gegebcn. Elutionsgradient: Mischgefas: 3 1 H,O; Vorrats- 
gefiss: 3 1 0 , 3 ~  NH,HCO,; Fraktionengrijsse: 23 rnl; Durchfluspschwindigkcit : 1,5 ml/Min. 

Die Maktionengruppen wurden je rnit 2Sproz. Ammoniak 24 Std. bci 23" stehengelassen 
(Entfcmung der ~-Cyanoathylgruppe). Die gcringcn Vcrunrcinigungen, die das Dinuclcotid 
begkiteten. wurden mittels priiparativer Papierchromatographie ( Whutman No. 3 MM, Fliess- 
mittel L) entfernt. Die Ausbcute an &-Tdp (15) betrug 71%. 

fld-Ta#J (15) wies im uv. Maxima bci 303 unci 2654 nm auf, war papicrchromatographisch 
(Fliessmittel L und K) und im nc. (Fliessmittel A und H resp. C)  ctinheitlich. Milz-Phosphodiestc- 
rase spaltete das Dinuclmtid 15 vollstandig in n a y  (13) und Tap, alkalischc Phosphatase in 
IId-Td (11); mit rohem Schlangengift trat keine Spaltung ein. 

11. &-Td(AC) (18) a u B  (MeOTr)nd-Td (9) .  - Kine 1.ijsung von 39 mg (0.05 mmol, 
320 ODM,-Einheften) 9 in je 2 ml Pyridin wurde 2mal eingedampft und der Ruckstand rnit 5 ml 
Pyridin/Acetanhydrid 4:l 16 Std. bei 35" stchengr:Jlassen. Dann wurdc 3 Std. bci 23' init 4 ml 
Wasser (das unter Kiihlen rnit Eis zugegeben wurdc) hydrolysicrt, das Gernisch zur Troche cin- 
gedampft und rnit 5 ml Eisessig/Pyridin 7: 3 wiihrcnd 25 Min. auf 100" erhitzt (Entfernung der 
p-Methoxytritylgruppc). Nach Eindampfen wurde dcr Ruckstand in 40 ml Wasser aufgenommcn, 
Zmal rnit je 20 ml 2-Butanol ausgeschuttelt und dic organischcn Pbhascn 2mal mit je 5 rnl Wasser 
gcwaschen. Tlie wasserigm Phascn, dic dae nd-Td(AC) (18) enthieltcn, wurden eingedrnpft uncl 
dcr Ktickstand durch 3maliges Eindampfen seiner Usung in jc 10 ml Pyridin getrocknet. Das so 
gcwonnene arohea 18 wurde ffir weitere Synthescn verwcndet (Versuche 12.1 ; 12.2). 

Par den Versuch 13 wurdc das rohe 18 wie folgt gercinigt: Eine IMsung von 16,l mg (0,02 
mmol, 130 OD,-Einheiten) (MeOTr)&Td (9) wurdc in &Tcl(Ac) (18) durch die obcn erwahnte 
ReaMionssapcnx iibcrgefuhrt. Dae gewonnenc Matcrial wurde wie oben beschrieben getrocknet 
und mit 50 ml PctrolW~er ausgewaschen (Rntfemung dcs p-Mcthoxytritylalkohols). Der trockenc 
Rockstand wurdc in Wasser aufgenommien und aul einc DEAE-Sephadex-Saule (1 x 35 cm), 
Acetatform, gegeben. Elutionsgradicnt: Mischgefd: 2 1 H,O; Vorratsgofass: 2 1 0 , 0 7 5 ~  
CH,COONH,; Fraktionengressc: 23 ml ; Durchflussgeschwindigkcit : 1,5 ml/Min. 

Fraktion Gradicnt ODm,-Einheitcn Ausbeute in % Su bstanz 
Nr . x Y CH,COONH4 bcmgen nuf eingc- 

X E  sctztes (MeOTr)na-Ta (9) 

2 0.00 5 4,1 
27-38 0,014,016 108 90 

3-8 0.016-0,02 8 6 

Das Ammoniumacctat wurde durch Sublimation bei 37' und 0,07 Torr cntfernt. Das so 

12. Phd-Td (19) aus rohem &-Td(Ac) (IS). 12.1.  it TPS. 295 OD,-Einheiten 
(0,05 mmol) von rohcrn 18 wurden dem vorgetmcknetcn Eindalnpfriicht-d von 0,15 ml 
(OJ5 mmol) dcr Stammlasung der p-Cyanoiithylphosphorsiiurc, in 3 ml Pyridin hinzugcfiigl. T)as 
Gemisch wurdc nnchmals durch Eindampfcn seiner Lijsung in 3 ml Pyridin getrocknet, dann 
100 rng (0,33 mmol) TPS zugegebcn, das Gcmisch in 1 ml w i d i n  geliit und 6 Std. h i  23" stehen- 
gelassen. Nach Vcrsetzcn mit 1,5 ml Wasser unter Eisknhlung wurde 14 Std. bci 23' und nach 
Zusabe von 25 ml 25pror. Ammoniak weitcre 24 Stcl. bci 23" stehengclassen (Abspaltung der 
Acetyl- und @-Cpanoathyf-Gruppe). Nach Eindampfen wurde da.. Geniisch in 50 ml Wasser auf- 
genommen und Zmal rnit 30 nil 2-Butanol ausgeschilttelt. Die Auszilge wurden 2mal rnit je 3 rnl 
Wasser gewaschen. 

Die Wserigen Phssen wurden auI einc 1)EAE-Sephddcx-Saulc (1 x 35 crn), Hydrogen- 
carbonatform, gegebcn. Elutionsgradicnt : Mischgefa: 2 1 I120; VorrittsgcfW: 2 1 0 , W M  
NH,HCO,; Fraktionengr6sse: 23 ml: Durchflussgeschwindigkcit: 1.5 ml/Min. 

bercitete na-Td(AC) (IS) war im DC. (Pliessmittel A und B) cinheitlich. 
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Fraktion Gradient Ol>ms-Einheiten Ausbcutc in % Substanz 
Nr. X M NH,WCO, bezogcxi auf cingceetztes 

X = =  Ild-Ta(Ac) (18) 

13-25 0,015-0,03 63 21,3 

5768 0,06-0,07 14 

104-119 0.1.15-0,14 72 24,4 

120-130 0,144,15 7 3  2,6 

Die Ausbeutc an pZfd-T (19) betrug 27%. 
12.2. Mat DCCI. Zum vorgetrockneten Eindanipfriickstand vun 0,1 ml (0,l mmd) der 

Stammlbung der /l-CyanoathyJphosphowAurc. wurden 120 ODws-Einheitcn (0,02 mmol) rohes 
&-Td(Ac) (18) gegeban, das Gcrnjsch durch 3maliges Eindampfen seiner Ujsung in jc 2 mi 
Pyridin gctrocknct und in 1 ml Pyridin geliist. Nach Zugabc von 495 mg (2,5 mmol) 1)CCI wunlc 
das Gcmisch 48 Std. untcr zcitweiligem Schatteln stehengclassen, darach rnit 1. ml Wtsscr unter 
Eisktthlung versctzt und 14 Std. bei 23" stchengelasscn, weiter niit 10 ml Wasscr/Pyridin 1 : 3 
versetzt und filtricrt. Der Rackstand lhauptsachlich 1 )icyclohexylharnstoff) wurdc rnit 10 ml des 
gleichen Gemischs 3mal gewaschen. Das Filtrat wurde 3msl rnit jc 30 ml Athcr ausgcschiittclt 
und die Atherphase 2mal rnit je 3 ml Wasser gewaschen. I lie vcreinigten dsserigen Phascn wurdcn 
eingedampft und rnit 10 ml 25proz. Ammoniak 24 Std. bci 23" stehengclassen (Entiernung di:r 
Acetyl- und 8-Cyanoiithyl-Gruppe). - Dann wurde cinp:dampft, der RUckstand in Wasscr auf- 
genommen und auf cinc DEAB-Sephadex-Saule (1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gcgebcn. 
Elutionsgradient : Mischgefiiss: 2 1 H,O; Vorratsgeiass: 2 1 O , ~ M  NH4HC0,; P'raktionengriissc: 
23 ml; Durchflussgeschwindigkcit : 1,5 ml/Min. 

Fraktion Gradicnt OD,,-Einhcitcn Rusbeute in % Substanz 
Nr. 3c M NB,HCD, I ~ ~ o g c r l  auf eingcsetztes 

) c=  nd-Ta(Ac) (18) 

15-25 0,015-0,03 57 

56-62 0,0654,075 6 

63-72 0,079-0,085 9 

100-110 0,l l5-0,125 43 

111--120 0,125-O,14 5 

47,s 

5 

7,s 

35.8 

4 2  

Das Material der Fraktionen Nr. 56-72 wurde zusatzlich rnit 10 ml25proz. Ammoniak 24 Std. 
bei 23" stchengelassen. Mit Hilfe dor praparativen Papierchromatographie (Whatman No. 3 MM. 
Fliessmittal L) wurden zu&tzlich 8% p&-Td (19) sowic 33% des Dinucleotid-Deriuats 20 gc- 
women. Die Gcsamtausbeute an PlId-Td (19) hetrug 48%,. 

13. pnd-Td (19) 3US Berehiatem &-Td(Ac) (18). - h n  vorgetrocltnetcn Hindampf- 
riickstand von 0,l ml (0,l mmol) dcr Starnrnlosung vrm ~-Cyanoathylphosphorslure, wurden 
108 OD,,-Einheiten (0,Ula mrnol) chromatographiucb gercinigtes 18 gegeben. 'Dm Reaktions- 
gemisch wurde durch 3maliges Eindampfen seiner Losung in je 2 rnl Pyridin gctrocknet, 
in 1 ml widin gelbst, 430 mg (2.15 mmol) DCCK beigdiigt und. 96 Std. bei 23" stebcngelwcn. 
Dam wurde unter Eisklihlung mit 1 ml Wasscr vcrsctzt und 5 Std. bei 23O stehcngclassen, dann 
10 ml Waeser/Pyridin 1 : 1 zugegebcn und filtrjert. Dcr Neckstand (hauptskhlich llicyclohexyl- 
harnstoff) wurde noch 4mal mit je 5 ml des glcichcn Gctnischs nachgcwaschcn, clas Filtrat 3mal 
mit jc 20 ml Ather ausgeschtlttelt und die Atherphasen 2mal mit je 3 ml Wasser gewaschen. Die 
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wbserigc Phase wurde eingedampft und mit 10 ml 25proz. Ammoniak 10 Std. bei 23. stehen- 
gelassen (Entfernung der Acctyl- und @-Cyanoathylgruppe). 

Naeh Eindampfen wurde der trockene Rnckstand in Waeser aufgenommen und auf eine DEAE- 
Sephadex-Shle (1 x 35 cm), Hydrogencarbonatform, gegebcn. Elutionsgraclient : Mischgefiis: 
2 1 H,O; Vorratsgefiiss: 2 1 0,Zw N€I,HCO,; Fraktionengr6sse: 23 ml; Durchflussgewhwindigkcit: 
1 3  ml/Min. 

Fraktion Gradient OD,,-Einhciten Ausbeute in % Substanz 
Nr . X M NII&CO, bezogen auf eingesetztes 

%== &-Ta(Ac) (18) 

17-32 0,024,036 343 32 

65-83 0,075-0.095 21,5 20 

113-131 0,125-0,15 52 48 

Das Material der Fraktionen Nr. 65-83 wurde zu&tzlich rnit 5 ml 25proz. Ammniak 24 Std. 
bei 2 3 O  stchengelassen (Entfernung der p-Cyano&.hylgruppe). Mit Hilfe der prap. Papierchromato- 
graphie (Whatman No. 3MM, Fliessmittel L) wurden zus&tzlich 12% p&'rd (19) sowie 8% des 
Dinucleotid-Deriuats 20 gewonnen. Die Gcsarntausbeute an 19 betrug 60%. Das Di+wcleotiid 19 
wies im UV. Maxima bei 303 und 264 nm auf, war papierchromatographisch (Fliessmittel L und K) 
und im nC. (1Uessmittel A und B resp. C) ehheitlich. 19 wurde durch Schlangengift-Phospho- 
diesterasc in p& und pTa, durch rohes Schlangcngift in fla und Ta, durch alkalische Phosphatase 
zu &-Td (1 1) gespalten . 

14. Tabelle 3. i!hersicht iiber die dwehgefiihrisn Vwsmhe 

Synthsse volt (MeOTr)l7a-Ta (9) 

Molare Konz. Ausbcute 
von 4 an 9 

19 
1 
1 
1 

5 "1 
6 

13 
1 
1 s  5 
1 4 

DCC 

1.1 
1.3 
1 
2 

Synthsse von Ilap (13) 

0.03 
0.05 
0.05 
0.044 

9% 
50% 
54% 
55% b, 

(&!tcoTr)& (4) B-Cyanoiithyl- TPS 
phosphorsKure 

Molare Konz. Ausbeute 
von 4 an 13 

1 
1 

1 
1 

3 
3 

3 
5 

5 

DCC 
10 
25 

6 
0.05 86% "1 
0,03 82% 

0,05 71 % 
0.045 75% 
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Synthess V ~ l t  176- TdP (15) 

(MeOTr)IId-Ta (9) ,9-Cyano&thyl- DCC Molarc Konz. Ausbcute 
phosphorsaure von 9 an 15 an 16 

1 
1 
1 

4 
10 
6 

100 0,03 67 % 3% 
200 0,014 71 %I 

180 0,016 60 7" 8% 
1 

SyntheSe fh7% pnd- Td (19) 

&-Td(AC) (18) fi-Cyano&thyl- TPS Molare Konz. Ausbeutc 
phosphorsilure von 18 an 19 an 20 

1 
1 

2 
3 

5 
6 
7 

G 0,05 22% 
6 Q,0S 27 % 

DCC 
250 0,02 48 74 3,5% 
100 0,017 60% 8% 
150 0,013 57 % I) 14% 

") Anzahl Aquivalente. b) Reaktion bci - 18". c )  Xusatz von Pyridinium-Dowex. d) Dic 
Auftrennung des Keaktionsgcmisches erfolgte papicrchrornatographisch (Whatman No. 3, 
Fliessmittel A). e) Rohes na-Ta(Ac). f )  Gcrchigtes nd-Td(AC). e) Reaktionsdauer 
9 Tage. 

15. Tabcllc 4. Rf- Werk der Uiinnschicht- urul Papievchromatogvamm 

Su bstanz Dtinnschichtchrornatogrammc Papier- 
chromatogramme 

Fliessmittel Fliessmittel 
A B C D E L ' H I  J A K L 

(Me0Tr)nd (4) 0,8 0,5 
nd (3) 0.1 024 0.55 
ndp (13) 0.25 0,41 0 2 8  0,06!4 0,39 

TdP 0,24 0,4 
PTd 0,19 0,36 0,23 0.56 0,065 0,035 0,23 

Ta5'pp5'Td (12) 0,47 0.11 0,057 0.26 
&-Td (11) 0,51 0,41 0,3 0.76 0,44 0,106 0,51 0,345 0,59 
Ifa-Ta(Ac) (18) 0,56 0,47 
(McOTr)17d-Ta 19) 0,66 0,57 0,186 0,74 0,62 
(MeOTr)lI,t-Td(Ac) (7) 0,69 
(MeOTr)na-Tdp (14) 0,3 0,21 0,06 0,57 
na-Tdp (15) 0,18 0.27 0,13 0.13 0,OZ 0,217 
Pnd-Td (19) O,18 0,27 0,13 0,55 0,14 0,026 0,23 
PDa-Tap (17) 0.01 0,08 
P(lH)-Pyridon 0.7 0,37 0.75 
(MeOTr)ndp(CNEt) 0,71 
&P(CNEt) 0,6 
(MC0Tr)ndp 0,43 
(MeOTr)&-Tdp(CNEt) 0.49 
lId-Tdp(CNEt) 0.45 
(CNEt)pnd-Ta 0.44 

Pnd 0,20 0,37 0,09 

P'Xh(AC) (5) 0122 0,M 0,39 

(CNEt)md-Tdp(CNEt) 0.42 

47 
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84. The Optical Activity of the Arnide 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. Wagnihre 

Vhysikalisch-(;hcmiscl~es lnstitut dm Universitat Zurich, CH-8001 Zurich 

(28.1. 75) 

Summavy. The rotatiorla1 strcngth vf thc longest-wavclcngth clcctronic transition in some 
simple y-lactarns and some related isoclcctronic rnnlcculcs is calculatcd using thc C,N I W - C l  
method. Qualitative agreement with experirrienttll values is obtained. In  all invcstigatcd systcms 
the long-wavelength transition corresponds to thc nn* transition. A quadrant rulc sccms t o  
hold for this transition. 

I. Introduction. - The amidc chromophorc is of particular intcrcst, as it is the 
smallest subunit from which the chiroptic properties of polypeptides and proteins 
may be interpreted. For somc general revicws scc rcf [1-3]. Litmarc & Schellman r4] 
appear to havc been the first to measure thc n +n* Cotton cffcct in a simple amide. 


