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Nucleosides and Nucleotides. Part 10. Synthesis of 
Thymidylyl-(3’-5’)-thymidylyl-(3’-5‘)-l-(2‘-deoxy-~-D-ribofuranosyl)-2(1 H)-pyridone 

Summary 

The synthesis of 5’-O-monomethoxytritylthymidylyl-(3’-5’)-thymidylyl-(3’-5’)- I -(2’- 
deoxy-B-~-ribofuranosyl)-2(1 H)-pyridone ((MeOTr)TdpTdpnd, 5)  and of thymidylyl- 
(3‘-5’)-thymidylyl-(3’-5’)-1-(2’-deoxy-~-~-ribofuranosyl)-2( 1 H)-pyridone (TdpTdpnd, 
11) by condensing (MeOTr)TdpTd (3) and pnd(Ac) (4) in the presence of DCC in 
abs. pyridine is described. Condensation of (Me0Tr)TdpTdp (6) with ud(Ac) (7) did 
not yield the desired product 5 because compound 6 formed the 3’-pyrophosphate. 
The removal of the acetyl- and p-methoxytrityl protecting group was effected by 
treatment with cone. ammonia solution at room temperature, and acetic acid/ 
pyridine 7: 3 at IOO”, respectively. Enzymatic degradation of the trinucleoside di- 
phosphate l l  with phosphodiesterase I and I1 yielded Td, pTd and pnd, Tdp and n d ,  
respectively, in correct ratios. 

1. Einleitung. - Modifizierte Nucleoside und Nucleotide sowie deren heterocycli- 
sche Basen zeichnen sich nicht nur durch vielfaltige biologische Aktivitaten mit 
potentieller medizinischer Anwendung aus [2-41, sondern sie dienen auch zur Auf- 
klarung der Wirkungsmechanismen der am Nucleotidstoffwechsel beteiligten Enzyme 
[5-81. Je nach der Problemstellung werden dabei Veranderungen am Phosphat- [9], 
Zucker- [7] [lo] oder Basenteil [3] [5-71 eines Nucleotids vorgenommen. Als enzyma- 
tische Prozesse von hoher Spezifitat haben sich z.B. die exakte Replikation und 
Transkription der Desoxyribonucleinsaure (DNA) erwiesen. Eine wichtige Voraus- 
setzung zur Erreichung dieser Spezifitat ist, neben anderen strukturellen Bedingungen, 
die Ausbildung von H-Brucken zwischen jeweils zwei der vier naturlichen Basen nach 
dem Prinzip von Watson & Crick [ l l ] .  Ein anderes Beispiel fur die Bedeutung der 
H-Briicken zwischen zwei komplementaren Basen ist die (( Erkennung)) des Codons 
einer m-RNA durch das Anticodon einer t-RNA wahrend der Proteinbiosynthese [ 121. 

l) Teil 9, siehe [1]. 
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Nucleotid-Analoga, die aufgrund der modifizierten Struktur ihrer Basen nicht 
mehr - oder nur noch teilweise - fahig sind, solche H-Brucken zu den natiirlichen 
Vertretern auszubilden, konnen zu einem besseren Verstandnis dieser Vorgange fiih- 
ren [13]. Zur Untersuchung der Replikation oder Transkription von DNA werden 
die Triphosphate entsprechender Nucleosidanaloga eingesetzt [ 141 [ 151. Die Abkla- 
rung des Mechanismus der Bindungskrafte bei Codon-Anticodon-Wechselwirkungen 
erfolgt durch den Einsatz von chemisch und enzymatisch hergestellten Trinucleosid- 
diphosphaten, die zwei naturliche und eine unnaturliche Base wie z. B. 2(1 H)-Pyridon, 
4-Hydroxy-2(1 H)-pyridon oder 2( 1 N)-Pyrimidon enthalten [16]. In diesem Zusam- 
menhang ist auch uber die Synthese verschiedener Dinucleosid-monophosphate mit 
2( 1 H)-Pyridon, 3(2 H)-Pyridazon, 2( 1 H)-Pyrimidon und 4(3 H)-Pyrimidon berichtet 
worden [5 ]  [17]. 

Unsere eigenen aufgrund solcher fjberlegungen bisher durchgefuhrten Arbeiten 
uber Desoxyribonucleotidderivate mit 2( 1 H)-Pyridon bzw. 2( 1 H)-Pyrimidon als 
Basen haben zur Synthese verschiedener Dinucleosid-monophosphate und Dinucleo- 
tide gefiihrt [l] [18-211, die, als Bausteine, eines der vier natiirlichen Nucleotide, so- 
wie l -(2’-Desoxy-~-~-ribofuranosyl)-2( l H)-pyridon (nd, 1)2) [22], bzw. 1-(2’-Desoxy- 
/%~-ribofuranosyl)-2( 1 H)-pyriniidon (2) [ 151 enthalten. 

HoG+O 
bH O H  

1 2 

Im Rahmen eines generellen Konzepts, iiber das wir zu gegebener Zeit berichten 
werden, haben wir nun das geschutzte Trinucleosid-diphosphat 5’-O-Monomethoxy- 
tritylthymidylyl-(3’-5’)-thymidylyl-(3’-5’)- 1-(2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-2( 1 H)-pyri- 
don ((MeOTr)TdpTdpnd, 5)  und das entsprechende freie Trinucleosid-diphosphat 
TdpTdpDd (11) synthetisiert. Dabei sind wir nach der bekannten, von allem von 
Khovana et al. ausgearbeiteten Diestermethode vorgegangen, wobei folgende Schutz- 
gruppen verwendet wurden : p-Methoxytrityl [23] fur die 5‘-Hydroxygruppe, Acetyl 
fur die 3’-Hydroxygruppe [24] und ,!I-Cyanoathyl fur den Phosphorsaurerest [25]. 
Als Kondensationsmittel wurden N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 2,4,6- 
Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid (TPS) verwendet3)4). 

2. Wahl des Syntheseweges. -- Fur die Synthese von (Me0Tr)TdpTdpnd (5)  nach 
der Diestermethode bieten sich zwei Wege a n 3  

2) 

3) 

4) 
5) Siehe auch Schema 2. 

Zu den Abkurzungen vgl. [22]. 
Die erwahnten Schutzgruppen und Kondensationsmittel haben sich bei der Synthese vieler 
Oligonucleotide bewahrt, vgl. [26] [27]. 
Zum Mechanismus der Kondensationsreaktion vgl. [28]. 
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(a) Kondensation einer 3’-Hydroxygruppe mit einer 5’-Phosphatgruppe (vgl. z. B. 
[24]), was im vorliegenden Fall zu Gleichung (1) fuhrt : 

1)  DCC 

2) NH3 
(Me0Tr)TdpTd + pnd(AC) ---+ (MeOTr)TdpTdpnd (1) 

3 4 5 

(b) Kondensation einer 3’-Phosphatgruppe rnit einer 5’-Hydroxygruppe (vgl. [29]) 
nach Gleichung (2) : 

1) DCC 

2) NH3 
(Me0Tr)TdpTdp +nd(AC) - (Me0Tr)TdpTdpnd (2) 

6 7 5 

Die Ausbeuten der beiden Verknupfungsarten sollen nach den Angaben der Li- 
teratur bei geeigneter Wahl der Konzentrationen fur Reaktanden dieser Kettenlange 
praktisch gleich hoch sein [29]. Wegen der leichteren Zuganglichkeit der benotigten 
Reaktanden wird meistens nach Variante (a) vorgegangen. Im vorliegenden Fall 
war das Kriterium fur die Wahl des Syntheseweges die Bedingung, rnit der begrenzten 
Menge an unnaturlichem Nucleosid 1, bzw. rnit dessen Methoxytrityl-Derivat 8 
moglichst wenige Reaktionen ausfuhren zu mussen, um dadurch eine optimale Aus- 
beute an geschutztem Reaktand 4 bzw. 7 zu erreichen (vgl. Gleichungen (1) und (2)). 

Da einerseits die selektive Phosphorylierung von nd (1) in 5’-Stellung mit Phos- 
phorsaure-bis[2,2,2-trichlorathylester]chlorid nach der Methode von Eckstein & 
Scheit [30] bisher unbefriedigend verlaufen war (vgl. [22])9, andererseits die Reak- 
tionen zur Synthese von Dd(Ac) (7) (s. unten) gute Ausbeuten liefern sollten, wahlten 
wir den Weg (b). 

Das dazu benotigte (Me0Tr)TdpTdp (6) wurde durch Phosphorylierung von 
(Me0Tr)TdpTd (3)7) rnit /I-Cyanoathylphosphat und TPS nach Falk & Tamm [33] 
in 70% Ausbeute erhalten. 

3. 1-(3’- O-Acetyl-2‘-desoxy- P-~-ribofuranosyl)-2( 1 H)-pyridon (nd(AC), 7). - Zur 
Herstellung von nd(Ac) (7) wurde (Me0Tr)Dd (8) [19] rnit abs. Pyridin und Essig- 
saureanhydrid behandelt. Nach Umsetzen des uberschussigen Reagens rnit Methanol 
und Eindampfen der Losung im Hochvakuum wurde die Abspaltung der p-Methoxy- 
tritylgruppe von (MeOTr)nd(Ac) (9) unter den speziell fur die Enttritylierung des 
nicht acetylierten Nucleosids (MeOTr)nd (8) ausgearbeiteten Bedingungen (Eisessig/ 
Pyridin 7:3, looo) (vgl. [19]) vorgenommen. Dadurch liess sich die sonst in saurer 
Losung leicht erfolgende Spaltung der glykosidischen Bindung vermeiden8). Die 

-. 

6 )  Wie neuere Versuche in unserem Laboratorium [20] gezeigt haben, kann II,j (1) bei Anwendung 
der Methode von Yoshikawa [31] rnit Phosphorylchlorid (POc13) selektiv in 5’-Stellung rnit einer 
Ausbeute von SO-85% phosphoryliert werden, sofern spezielle Reaktionsbedingungen eingehal- 
ten werden. 
Hergestellt nach Khorana et al. [32]. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch praparative 
Schichtchromatographie an Kieselgel (vgl. [13]). 
Neuere Versuche in unserem Laboratorium [20] haben gezeigt, dass (Me0Tr)llrd (8) auch durch 
Behandlung mit 8Oproz. Essigsaure bei RT. [34] enttrityliert werden kann, ohne gleichzeitig die 
glykosidische Bindung zu spalten. 

7)  

8) 
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Reaktion verlief uberraschenderweise ausserst langsam und war erst nach 7 Std. 
beendet. Die analoge Enttritylierung von (MeOTr)Ud (8) zu n d  (1) benotigt lediglich 
30 Min. [ 191. Ob fur diesen starken Reaktivitatsunterschied sterische und/oder andere 
Grunde verantwortlich sind, ist nicht abgeklart. Nach Reinigung des Rohproduktes 
an einer Kieselgelsaule und mehrmaligem Umkristallisieren resultierte reines krist. 
nd(AC) (7). 

Schema 1 

b H  O A c  O A c  

8 9 7 

Die geringe Ausbeute von 30% ist wahrscheinlich auf die lange Reaktionsdauer 
bei der Enttritylierung zuruckzufuhren, die, wie im Dunnschichtchromatogramm 
festgestellt werden konnte, zu mehreren Sekundarprodukten fuhrt. 

Das acetylierte Nucleosid 7 zeigte im UV. ein Absorptionsmaximum bei 303 nm 
( E  = 5900) (vgl. F = 6040 fur das ungeschutzte 1 [22]). Die Acetylgruppe war im 1R.- 
Spektrum durch die typische Bande fur Estergruppen bei 1730 cm-l und im lH-NMR.- 
Spektrum durch ein scharfes Singulett bei 2,07 ppm, dessen Integral 3 Protonen ent- 
spricht, erkennbar. Das Multiplett des C(3’)-Protons der Desoxyribose ist aufgrund 
der Elektronegativitat der Acetylgruppe von 4,47 ppm in nd (1) nach 5,35 ppm ver- 
schoben. Die Lage des Signals der beiden Protonen an C(5’) ist jedoch gegenuber 
demjenigen des freien Nucleosids 1 fast unverandert. Die ubrigen Signale entspre- 
chen den fur den Nucleosidrest von f l d  erwarteten Werten. Diese Befunde sprechen 
fur die gewunschte 3’-Stellung der Acetylgruppe und fur eine freie 5‘-Hydroxygruppe. 

Als zusatzlicher Beweis fur die letztere wurde 7 mit p-Methoxytritylchlorid in abs. 
Pyridin umgesetzt. Im Dunnschichtchromatogramm des Reaktionsgemisches war 
eine tritylhaltige Verbindung nachweisbar, die sich durch Behandeln rnit konz. 
NH3-Losung in (MeOTr)nd (8) uberfiihren liess. 

4.VersuchezurKondensa~onvon(MeOTr)TdpTdp (6)rnit&(Ac) (7) (vgl. Schema 2).- 
Das 3‘-Phosphat 6 wurde mit dem Nucleosid 7 in Gegenwart von DCC bei Raum- 
temperatur umgesetzt. Nach 5 Tagen wurde hydrolysiert und die Acetylgruppe mit 
konz. NH3-Losung entfernt. Chromatographie des Rohproduktes an DEAE-Sepha- 
dex lieferte zwar als Hauptprodukt eine tritylhaltige Verbindung mit der etwa er- 
warteten Polaritat, doch zeigte das UV.-Spektrum ein Absorptionsmaximum bei 
267 nm und nicht bei 300 nm, wie sie fur eine Verbindung, die das Nucleosid f l d  (1) 
enthalt, charakteristisch ist. Ausserdem wurde die gesamte Menge eingesetztes 
Nucleosid in Form der ungeschutzten Verbindung 1 in den ersten Fraktionen der 
DEAE-Sephadex-Saule aufgefunden. Im Laufe der weiteren Untersuchungen stellte 
sich heraus, dass sich die gleiclie, oben erwahnte Verbindung aus dem Reaktand 6 
a k i n  rnit DCC oder TPS schon nach 5 bis 10 Min. zu bilden beginnt. Vermutlich 
handelt es sich bei dieser unerwunschten Verbindung urn das aus (Me0Tr)TdpTdp (6) 
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Schema 2 
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hervorgegangene Pyrophosphat (MeOTr)TdpTd-3’-pp-3’-TdpTd(MeOTr). Ein der- 
artiges Zwischenprodukt wird bei der Kondensationsreaktion mit DCC angenommen 
(vgl. [28]). Weder durch Variation der Konzentration der Reaktanden, der Reak- 
tionsdauer oder durch Erhohen der Temperatur auf 40°, noch durch Verwenden von 
TPS als Kondensationsmittel trat die erwunschte Reaktion ein. 

Die von uns versuchte Kondensation von (MeOTr)TdpTdp (6 )  und IJd(Ac) (7) 
ist im Prinzip eine Analogreaktion zu der von Weimann & Khorana [29] beschriebenen 
Synthese von (Tr)TdpTdpTd aus (Tr)TdpTdp und Td(Ac), die das tritylierte Tri- 
nucleosid-diphosphat in einer Ausbeute von 47% ergab. Die beiden Reaktionen un- 
terscheiden sich lediglich durch die Schutzgruppen des 5’-Hydroxyls (p-Methoxy- 
trityl- bzw. Trityl-) und das acetylierte Nucleosid (nd(AC), bzw. Td(Ac)). Von aus- 
schlaggebender Bedeutung durfte dabei die Verschiedenheit der beiden Nucleoside 
sein. Obwohl bisher keine experimentellen Daten vorliegen, nehmen wir an, dass eine 
herabgesetzte Reaktivitat von 1Td(Ac) fur das Ausbleiben der Kondensation verant- 
wortlich ist. Ein Hinweis - wenn auch in anderem Zusammenhang - auf die veranderte 
Reaktivitat der 5‘-Hydroxygruppe des unnatiirlichen Nucleosids durch die Ace- 
tylierung der 3’-Hydroxygruppe ist auch die verlangsamte Enttritylierung von 
(MeOTr)fld(Ac) (9) zund(Ac) (7) imvergleich zur Bildung vonud (1) aus (MeOTr)nd 
(8) (s. oben). 

Diese negativen Ergebnisse zwangen uns, die Synthese von (MeOTr)TdpTdpnd (5) 
nach Variante (a) durchzufiihren (vgl. Gleichung (I)). 

5. 1-(5’- 0 -Phosphoryl-3’- 0 -acetyl-2’-desoxy- p- D -ribofuranosyl)-2( 1 H)-pyridon 
(p&(Ac), 4). - Fur die Herstellung des benotigten pDd(Ac) (4) wurde das acetylierte 
Nucleosid 17d(Ac) (7) rnit ,8-Cyanoathylphosphat und DCC in abs. Pyridin bei Raum- 
temperatur phosphoryliert. Die Reaktionsbedingungen und die Aufarbeitung wurden 
gegenuber der Vorschrift von Tener [35] fur die Phosphorylierung von Td(Ac) etwas 
verandert. Die Entfernung der Cyanoathylschutzgruppe erfolgte mit konz. NH3-Lo- 
sung, wodurch gleichzeitig die Acetoxygruppe am C(3’) verseift wurde. Nach der 
Reinigung des Rohproduktes an einer DEAE-Sephadex-Saule rnit einem Ammo- 
niumhydrogencarbonat-Gradienten wurde das 5’-Nucleotid p n d  (10) in einer Aus- 
beute von 83% erhalten. Zusatzlich fielen 10% des Nucleotids, das noch eine Cyano- 
athylgruppe trug, an. Das Produkt war mit einer Probe, die fruher durch direkte 
Phosphorylierung von f l d  (1) erhalten worden war [22], identisch, zeigte im UV. ein 
Absorptionsmaximum bei 298 nm und wurde durch die 5’-Nucleotidase von Crotalus 
atrox vollstandig in das freie Nucleosid 176 (1) und Phosphat gespalten. 

Schema 3 

O A c  OR 

7 
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Die Phosphorylierung von na(Ac), die ohne besondere Schwierigkeiten durch- 
gefuhrt werden konnte, zeigt, dass die Kondensation der 5‘-Hydroxygruppe von 7 
mit dem Phosphorsaureester eines primaren Alkohols (/3-Cyanoathylphosphat) mog- 
lich ist, im Gegensatz zur Kondensation rnit dem Phosphorsaureester eines sekundaren 
Alkohols ((Me0Tr)TdpTdp) (vgl. oben). 

Das Ammonium-Salz von p n d  wurde mit Dowex 50 W (Pyridinium-Form) in 
das Pyridinium-Salz ubergefuhrt, das in abs. Pyridin rnit einem uberschuss Essig- 
saureanhydrid bei Raumtemperatur behandelt wurde. Nach Lyophilisieren erhielten 
wir das acetylierte Mononucleotid 4 in einer Ausbeute von 88%. 

Das UV.-Absorptionsmaximum von pDd(Ac) liegt wie beim freien Nucleotid 
p n d  bei 298 nm. Die Estercarbonylschwingung der 3‘-O-Acetylgruppe ist im 1R.- 
Spektrum bei 1735 cm--l festzustellen. Im IH-NMR.-Spektrum erscheint die Acetyl- 
gruppe bei 1,94 ppm als scharfes Singulett. Die Struktur von pUd(Ac) (4) ist somit 
gesichert. 

6. (Me0Tr)TdpTdpHd (5) aus (Me0Tr)TdpTd (3) und pnd(Ac) (4) (vgl. GI. (1) und 
Schema 2). - Die Kondensation zwischen dem tritylierten Dinucleosid-monophosphat 
3 und der vierfachen Menge an acetyliertem Nucleotid 4 erfolgte mit einem 20fachen 
uberschuss an DCC in abs. Pyridin. Nach 6 Tagen Reaktionsdauer wurde das uber- 
schussige Kondensationsmittel hydrolysiert, der entstandene Dicyclohexylharnstoff 
abgetrennt und das Rohprodukt zur Entfernung der endstandigen Acetylgruppe rnit 
konz. NH3-Losung behandelt. Die Trennung des Reaktionsgemisches auf einer 
DEAE-Sephadex-Saule gelang durch Eluierung mit Ammoniumhydrogencarbonat- 
Losung in zwei Stufen9). Zuerst wurde ein wasseriger Gradient der Konzentration 
0-0,1 M verwendet, womit die Eluierung von nicht umgesetztem (Me0Tr)TdpTd (3) 
(8,3 %) erreicht wurde. Anschliessend wurde rnit einem Gradienten von 0-0,25 M 
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung in 30proz. Athanol eluiert. Die Reihenfolge 
der Eluierung war dabei: 1) Mononucleotid p n d  (10) (37,5% des eingesetzten Ma- 
terials), 2) das aus p n d  in der Kondensationsreaktion entstandene 5’-Pyrophosphat 
nd5’pp5’nd (20,5%) und 3) das erwiinschte Produkt (Me0Tr)TdpTdpnd (5). Nach 
der Entfernung des Ammoniumhydrogencarbonats durch wiederholtes Abdampfen 
rnit Methanol/Wasser wurde die wasserige Losung lyophilisiert. Es resultierte reines 
(Me0Tr)TdpTdpnd (5) in einer Ausbeute von 70%. 

Das UV.-Spektrum von 5 in Athanol/Wasser 1 : 1 weist ein Absorptionsmaximum 
bei 268 nm ( F  = 18 240) auf, was auf die zwei Thyminchromophoren deutet, und eine 
Schulter bei 301,5 nm ( F  = 5140), die vom 2(1 H)-Pyridon-Teil der Molekel stammt. 

Die Tritylgruppe und die Zuckerbestandteile der Verbindung waren im Dunn- 
schichtchromatogramm an ihrer charakteristischen Gelb- bzw. Schwarzfarbung nach 
Bespruhen mit l0proz. Perchlorsaure-Losung und anschliessendem Erhitzen zu er- 
kennen. 

Als weiterer Strukturbeweis diente nach der Entfernung der Tritylgruppe (s. unten) 
die enzymatische Spaltung des Praparates mit Hilfe der Phosphodiesterasen 1 und I1 
(vgl. exper. Teil). 

9) Zur Reinigung von Oligonucleotiden, die lipophile Schutzgruppen wie Trityl-, Anisoyl- und/oder 
Benzoylgruppen etc. enthalten, durch Ionenaustauscherchromatographie, vgl. [32] [36]. 
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7. TdpTdpnd (11) aus (MeOTr)TdpTdpnd (5). - Die Abspaltung der p-Methoxy- 
tritylgruppe von (MeOTr)TdpTdpDd erfolgte durch Behandeln mit Eisessig/Pyridin 
7: 3 bei 100" wahrend 50 Min. Nach Entfernen der Essigsaure wurde das Rohprodukt 
an einer DEAE-Sephadex-Saule mit einem linearen Ammoniumhydrogencarbonat- 
Gradienten gereinigt. Das Trinucleosid-diphosphat 11 wurde bei einer Ionenkonzen- 
tration von 0,06-0,07~ eluiert und fie1 nach dem Lyophilisieren in einer Ausbeute 
von 91 % an. Das diinnschichtchromatographisch einheitliche Praparat wies im UV. 
ein Absorptionsmaximum bei 268 nm und eine Schulter bei 302 nm (in Wasser) auf. 

PhoSDho - 
diesterase I 

I-- Td + pTd + pnd 
AcOH J 

7 (MeOTr)TdpTdpTTd - TdpTdp'lTd 
Pyr i d i n 

diesterase I I  

Der enzymatische Abbau von 11 mittels der Phosphodiesterasen I und I1 aus 
Schlangengift bzw. Milz war vollstandig und fuhrte zu den Spaltprodukten Td, pTd 
und pnd,  bzw. 2Tdp und 176, in den erwarteten Verhaltnissen. Eine Spaltung der 
glykosidischen Bindung von n d  wahrend der Enttritylierung von (Me0Tr)TdpTdpDd 
ist somit nicht eingetreten. 

8. Schlussbemerkungen. - Das unnaturliche Nucleosid n d  (1) wurde in friiher be- 
schriebenen Kondensationsreaktionen immer in Form eines geschiitzten Derivates 
mit freier 3'-Hydroxygruppe eingesetzt [ 11 [ 18-20]. Wir konnten damals zeigen, 
dass 176 mit allen vier natiirlichen Desoxyribonucleotiden zu Dinucleosid-mono- 
phosphaten und Dinucleotiden kondensiert werden kann. Die nun anhand der Syn- 
these von (Me0Tr)TdpTdpnd (5) und des enttritylierten Derivates TdpTdplTd (1 1) 
gewonnen Ergebnisse haben bewiesen, dass 176 auch als in 3'-Stellung geschiitztes 
5'-Phosphat pDd(Ac) (4) (in Kombination mit den natiirlichen Nucleotiden) zum 
Aufbau von Oligonucleotiden verwendet werden kann. Die tritylierte Verbindung 5 
kann dank ihrer freien 3'-Hydroxygruppe mittels weiterer Kondensationsreaktionen 
zu einer Oligonucleotidkette, die das unnaturliche Nucleotid p n d  (10) enthalt, auf- 
gebaut werden. Wir hoffen, anhand derartiger Oligonucleotide den Einfluss des nicht 
natiirlichen Bestandteils auf die Struktur und Eigenschaften der Gesamtmolekel un- 
tersuchen zu konnen. 

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung 
(Projekte Nr. 2.294.0.74 und 2.435.0.75) fur die gewahrte Unterstutzung. 

Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. Die Schmelzpunkte wurden auf einem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert 
(Fehler & 2"). Substanzproben fur die Elementaranalyse, die im mikroanalytischen Laboratorium 
unseres Instituts ausgefuhrt wurden (E. Thornmen), wurden bei 40-50" und 0,02 Torr getrocknet. - 
Die 90 MHz-lH-NMR.-Spektren wurden mit einem Bruker WH-90-Spektrometer rnit Fourier- 
Transform, die UV.-Spektren mit einem Beckman-UV.-Spektrometer, Modell DK2, und die 1R.- 
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Spektren mit einem Perkin-Elmer-Gitterspektrometer, Modell 125, im Spektrallaboratorium unseres 
Instituts (K.  Aegerter) aufgenommen. - Fur die Tonenaustauscherchromatographie wurde DEAE- 
Sephadex A 25 der Fa. Pharmacia, Uppsala, verwendet. Die Eluierung der Substanzen erfolgte jeweils 
mit einem linearen Gradienten von Ammoniumhydrogencarbonat (AnalaR, BDH) und wurde mi t 
einem Uvicord I-Analysator von LKB, Stockholm, kontrolliert. Um einen Verlust von C02 aus der 
Pufferlosung zu vermeiden, wurde ein schwacher Strom von COZ durch die Losung im Mischgefass 
geleitet. - Fur die Saulenchromatographie verwendeten wir Kieselgel der Fa. E. Merck AG., Darm- 
stadt (Korngrosse 0,05-0,20 mm). Die Papierchromatographie erfolgte auf Papier Whatman 3MM, 
wobei die absteigende Technik zur Anwendung kam. - Zur Dunnschichtchromatographie (DC.) 
dienten DC.-Fertigplatten Kieselgel 60 F254 (Schichtdicke 0,25 mm) von E. Merck AG., Darmstadt. 
Die Substanzflecke wurden im UV.-Licht, durch Einwirken von Joddampfen und durch Bespruhen 
mit l0proz. Perchlorsaure-Losung mit anschliessendem Erhitzen auf 150-200” sichtbar gemacht. - 
Fliessmittelsysteme fur die Chromatographie (v/v) : A): Chloroforni/Methanol 1 : 1 ; B) : 1-Butanol/ 
Eisessig/Wasser 5 :  2: 3; C): 2-Propanol/konz. Ammoniak-Losung/Wasser 7: 1 : 2; D): Methylen- 
chloridjMethano1 9: 1 ; E): Athanolll M Ammoniumacetat, pH 7,5, 7: 3; F): 1-Propanol/Wasser/ 
konz. Ammoniak-Losung 6: 3 : 1. - Das Eindampfen von Losungen erfolgte im Rotationsverdampfer 
(RV.) bei 25-35‘ und 14 Torr. -Fur die Kondensationsreaktionen wurden die verwendeten Nucleotide 
in Form ihrer Pyridinium-Salze eingesetzt. Pyridin (purissimum p .  a. Fluka, Buchs) wurde uber 
Molekularsieb 4 8, (Union Carbide) aufbewahrt. 

5’-O-Monomethoxytritylthymidylyl-(3’-5’)-thymidin ((MeOTr)TdpTd, 3) wurde aus 5’-O-Mono- 
methoxytritylthymidin ((Me0Tr)Td) und 3’-O-Acetylthymidin-5’-phosphat (pTd(Ac)) nach der von 
Khorana et al. [32] beschriebenen Methode hergestellt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte 
mittels prap. DC. in Fliessmittel A (Plattengrosse 10 x 20 cm, Laufstrecke ca. 7,5 cm) (vgl. dam [I] 
[13]). Das Praparat war im DC. in den Fliessmitteln B, C, E und F einheitlich, zeigte in Wasser ein 
UV.-Maximum bei 267 nm und war mit einer Referenzprobe identisch. 

5’-O-Monomethoxytritylthymidylyl-(3’-5’)-thymidin-3’-phosphat ((MeOTr)TdpTdp, 6)  wurde 
nach Falk & Tamm [33] durch Phosphorylierung von (Me0Tr)TdpTd (3) mit /3-Cyanoathylphosphat 
erhalten. Die Ausbeute an 6 konnte dabei gegenuber der Literatur von 36% auf 70% gesteigert wer- 
den. Das Praparat war im DC. (Fliessmittel B und C) einheitlich, wies ein UV.-Maximum bei 
267 nm auf (in Wasser) und war mit einer Referenzprobe identisch. 

1-(5’-O-Monomethoxytrityl-2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-2(1 H)-pyridon ((MeOTr)nd, 8) wurde 
nach dem fruher beschriebenen Verfahren [19] synthetisiert. Die in den DC.-Fliessmitteln A, B und 
D einheitliche Verbindung stimmte in den UV.- und 1R.-Daten mit den Literaturwerten uberein. 

2. I-(3’-O-Acetyl-2’-de~~xy-/3-~-ribo~uranosyl)-2(IH)-pyridon (Ild(Ac), 7 )  aus (MeOTr)nd (8). 
Eine Losung von 986 mg (2 mmol) (MeOTr)Dd 8) in 10 ml Pyridin wurde mit 6 ml(63 mmol) Essig- 
saureanhydrid 18 Std. bei 23” stehengelassen. Zum gelblichen Gemisch wurden dann unter Kuhlen 
mit Eis 10 ml Methanol gegeben und weitere 16 Std. stehengelassen. Anschliessend wurde i.HV. ein- 
geengt, mit 21 ml Eisessig und 9 ml Pyridin versetzt und die Losung auf dem Dampfbad erhitzt. 
Die Abspaltung der p-Methoxytritylgruppe wurde im DC. verfolgt. Nach insgesamt 7 Std. waren nur 
noch geringe Mengen des tritylierten Nucleosids (MeOTr)nd(Ac) (9) vorhanden. Ausserdem wurde 
eine betrachtliche Abspaltung der Base vom Zuckerrest festgestellt. Die stark gelb gefarbte Losung 
wurde abgekuhlt und 6mal mit je 30 ml Ather ausgeschuttelt. Die wasserige Phase wurde eingeengt, 
durch mehrmaliges Abdampfen mit Methanol i.V. das Wasser vollig entfernt und der Ruckstand in 
Methylenchlorid aufgenommen. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte an einer Kieselgelsaule 
(3 x 25 cm) mit Methylenchlorid/Methanol. Es wurden Fraktionen von je 100 ml genommen. 

Mehrmaliges Umkristallisieren aus Aceton/Ather/Pentan ergab IJd(Ac) (7) in farblosen Kristal- 
len vom Smp. 105-107”. Die Ausbeute betrug 154 mg (30%). - UV. (Athanol): 198,5 (14450), 228 
(6025), 303 (5900) nm ( F ) .  - IR. (CHC13): ma. Banden bei 3630 und 3380 (br.) (5’-OH), 1730 ( G O ;  
Ester), 1655 cm-l (C=O; Pyridonring). - 90 MHz-lH-NMR. (CDC13): 7,98, d x  d, J = 7  und 2 Hz, 

H-C(1’); 6,35, d br., J=8,5 Hz, l H ,  H-C(3); 6,23, t x d ,  J=6,5 und 1,5 Hz, l H ,  H-C(5); 5,35, m, 
1 H, H-C(3’); 4,46, t ,  J = 5  Hz, HO-C(5) (mit DzO austauschbar); 4,15, m, l H ,  H-C(4); 3,84, d x  d, 
J = 5  und 3 Hz, 2H, 2H-C(5’); 2,51, m, 2H, 2H-C(2’); 2,07, s, 3H, CH3CO-O-C(3’). 

CizHi5N05 (253,25) Ber. C 56,91 H 5,97% Gef. C 57,02 H 6,23% 

l H ,  H-C(6); 7,39, d x d x d ,  J=8,5, 6,5 und 2 Hz, l H ,  H-C(4); 6,42, d x d ,  J = 8  und 6 Hz, l H ,  
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3. Versuche zur Kondensation von (Me0Tr)TdpTdp (6) und IId(Ac)  (7). 34,2 mg (0,03 mmol) 
(Me0Tr)TdpTdp (6)  und 9,3 mg (0,036 mmol) ud(AC) (7) wurden 3mal durch Eindampfen der Lo- 
sung i. HV. in je 2 ml Pyridin getrocknet. Der Ruckstand wurde in 1 ml Pyridin gelost und rnit 39,2 mg 
(0,19 mmol) DCC 5 Tage bei 23" im Dunkeln geruhrt. Dann wurde unter Eiskuhlung 1 ml Wasser 
zugegeben und weitere 6 Std. bei 23" geruhrt. Nach Verdunnen rnit 5 ml PyridinIWasser 1 : 1 und 
Abtrennen des ausgefallenen Dicyclohexylharnstoffs uber einer Fritte, wurde rnit 5 ml des gleichen 
Gemisches gewaschen, anschliessend wurde i. V. eingeengt und 3mal zwischen je 20 ml Wasser und 
20 ml Ather ausgeschuttelt, wobei die atherischen Phasen 2mal rnit Wasser gewaschen wurden. Die 
organische Phase enthielt vor allem Dicyclohexylharnstoff und geringe Spuren zweier tritylhaltiger 
Verbindungen. Die wasserige Phase enthielt nd(Ac) (7) und neben mehreren geringen Verunreini- 
gungen ein tritylhaltiges Hauptprodukt, das sich im DC. deutlich von (Me0Tr)TdpTdp (6)  unter- 
schied (vgl. Tabelle der Rf-Werte). Die wasserige Losung wurde i.V. auf 1-2 ml eingeengt und rnit 
1 ml Pyridin und 20 ml konz. Ammoniak-Losung versetzt. Nach 16 Std. Stehen bei 23" wurde i.V. 
eingeengt und die wasserige Losung auf eine DEAE-Sephadex-Saule (1 x 40 cm, Hydrogencarbonat- 
form) gegeben. Linearer Eluierungsgradient : Mischgefass: 2 1 0,l M NH4HC03 in 10proz. 2-Propanol ; 
Vorratsgefass : 2 1 0 , 4 ~  NH4HC03 in 25proz. 2-Propanol; Fraktionengrosse: 23 rnl; Durchfluss- 
geschwindigkeit : 1,5 ml/Min. 

Fraktion Gradient OD.-A(max)- Ausbeute in % Substanz 
Nr. XM NH4HC03 Einheiten bezogen auf 

x =  eingesetztes 
6 bzw. 7 

1- 14 0,l -0,12 216 97 nd (1) 

1 (Me0Tr)TdpTdp 
(Me0Tr)TdpTdp 

88-125 0,254,31 222 39 

Die weiteren, analog durchgefuhrten Reaktionen, die ebenfalls nicht zur erwunschten Konden- 
sation von 6 und 7 fuhrten, sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 

Tabelle 1. Versuche zur Kondensation von 6 und 7 

(Me0Tr)TdpTdp (6)  nd(AC) (7) DCC TPS Molare Temperaturl 
Konzen- Reaktions- 
tration von 6 dauer (Std.) 

1 "1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1Ja)  6,3 "1 - 0,03 23"/120 
1,2 - 5,2 0,003 23"/4,5 
6,8 - 13 0,004 23"/4 
5,6 14 2 9 0,002 23"/24 
5,6 12 - 0,004 40"/72 
7,1 25 - 0,004 23"/84 
8,1 25 - 0,004 23"/84 

a) Anzahl Mo1.-Aquiv. 
b, Nach 24 Std. wurde zusatzlich TPS zugegeben und weitere 24 Std. reagieren gelassen. 

4. f -(5'-O-Phosphoryl-2'-de~oxy-~-~-uibofuran~sy~)-2(~ H)-pyridon ( p n d ,  10). 79 mg (0,3 1 mmol) 
nd(AC) (7) und 1,6 ml einer 1 M Losung von B-Cyanoathylphosphat in abs. Pyridin wurden 3mal rnit 
je 1 ml Pyridin i.HV. eingedampft. Der Ruckstand wurde in einer Losung von 6,5 g (31 mmol) DCC 
in 15 ml Pyridin aufgenommen, bei 23" im Dunkeln geruhrt und nach 3 Tagen unter Eiskuhlung rnit 
80 ml Wasser versetzt. Zusatzlich wurden 10 ml Athanol zugegeben, um eine entstandene Emulsion 
zu losen. Nach Abtrennen des ausgefallenen Dicyclohexylharnstoffs auf einer Fritte nach 12 Std. und 
Waschen des Ruckstandes rnit Wasser/Pyridin 4: 1 wurde die klare Losung 3mal rnit je 100 ml Ather 
ausgeschuttelt und die organischen Phasen anschliessend 2mal rnit je 20 ml Wasser gewaschen. Die 
vereinigten wasserigen Phasen wurden i.V unter Zusatz von Pyridin auf ca. 10 ml eingeengt, wobei 

79 
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erneut ausgefallener Dicyclohexylharnstoff wie oben beschrieben nochmals abgetrennt wurde. An- 
schliessend wurden 50 ml konz. Arnrnoniak-Losung und 5 rnl Pyridin zugegeben und bei 23" wahrend 
24 Std. stehengelassen (Abspaltung der Acetyl- und Cyanoathylgruppe). Nach Eindarnpfen wurde 
das Rohprodukt auf eine DEAE-Sephudex-Saule (1 x 90 crn, Hydrogencarbonatform) gegeben. 
Linearer Eluierungsgradient : Mischgefass: 3 1 H2O; Vorratsgefass: 3 1 0,l M NH4HC03; Fraktionen- 
grosse: 23 rnl; Durchflussgeschwindigkeit : 1,5 rnl/Min. 

Fraktion Gradient OD.298- Ausbeute in % Substanz 
Nr. X M  NH4HC03 Einheiten bezogen auf 

x =  eingesetztes 
fld(AC) (7)') 

~~ 

66- 74 0,025-0,028 155 8 (CNEt)plTd 
173-189 0,066-0,072 1510 83 Pgd (10) 

a) Spektroskopisch bestirnrnt. 
~ 

Die wasserige Losung der vereinigten Fraktionen Nr. 173-189 wurde eingedarnpft und das 
NH4HC03 durch wiederholtes Einengen rnit Methanol/Wasser 9: 1 entfernt (Geruchsprobe auf 
Arnrnoniak). Das Mononucleotid 10 (Ausbeute 83%) war irn DC. einheitlich (Fliessmittel B, C, E 
und F) und wies irn UV. in Wasser ein Maximum bei 298 nrn auf. Es wurde durch 5'-Nucleotidase 
zu f l d  (1) gespalten und war mit einer auf anderern Wege durch Skquin & Tumm [22] hergestellten 
Referenzprobe identisch. 

Das Ammonium-Sulz von p n d  - gelost in 10 rnl Wasser - wurde auf eine Pyridiniurn-Dowex- 
50-Saule (2 x 25 cm) gegeben und rnit Wasser langsarn von der Saule wieder eluiert. Anschliessend 
wurde die wasserige Losung unter Zusatz von Pyridin i. V. eingeengt. Durch rnehrrnaliges Eindarnpfen 
i.HV. rnit Pyridin wurde schliesslich eine Losung des Pyridinium-Salzes von plI,j (10) in abs. Pyridin 
hergestellt. (Wurde fur die Acetylierung weiterverwendet, vgl. Abschnitt 5.) 

5. I-(5'-O-PhasphoryZ-3'-O-acetyl-2'-de~~xy-~-~-r~~o~uruno~y~)-2(~ H)-pyridon (pfld(Ac), 4). Eine 
Losung von 85 rng (0,23 rnrnol, Pyridinium-Salz) pfld (10) in 2 rnl abs. Pyridin wurde rnit 1 rnl 
(10 rnrnol) Essigsaureanhydrid 24 Std. bei 23" stehengelassen. Nach Hydrolyse des iiberschiissigen 
Reagens unter Eiskuhlung rnit 5 rnl Wasser wurde die Losung weitere 24 Std. bei 23" stehengelassen 
und dann 5rnal rnit je 15 rnl Ather ausgeschiittelt. Die wasserige Phase wurde i.V. eingeengt und 
3rnal hintereinander lyophilisiert, bis ein trockenes Lyophilisat vorlag. Die Ausbeute an pnd(AC) (4) 
betrug 82,5 rng (88%). Das stark hygroskopische Praparat war irn DC. (Fliessrnittel B, C, E und F) 
bis auf geringe Verunreinigungen einheitlich. - UV. (Wasser): 194,5 (17220), 225 (5780), 298 (6025) 
nrn ( E ) .  - IR. (KBr): u.a. Banden bei 1735 ( G O ;  Ester), 1655 crn-l (C=O; Pyridonring). - 90 MHz- 
'H-NMR. (C5D5N): 8,39, d, l H ,  H-C(6); 7,10, m, 2H, H-C(4) und H-C(1'); 6,56, d, l H ,  H-C(3); 
6,19, t ,  1 H, H-C(5); 5,72, d, 1 H, H-C(3'); 4,71, d br., 2H, 2H-C(5'); 4,51, nicht aufgelostes Signal, 
l H ,  H-C(4'); 2,58, m, 2H, 2H-C(2'); 1,91, s, 3H, CH3COO-C(3'). 

6. (Me0Tr)TdpTdpDd (5 )  aus (?VfdTr)TdpTd (3) undplTd(Ac) (4). 24 rng (0,027 rnrnol, Pyridi- 
niurn-Salz) (Me0Tr)TdpTd (3) und 42 rng (0,1 rnrnol, Pyridiniurn-Salz) pDd(AC) (4) wurden 3mal 
rnit je 2 rnl abs. Pyridin i. HV. getrocknet. Eine Losung des Gernischs in 3 rnl abs. Pyridin wurde mit 
103 rng (0,5 rnrnol) DCC irn Dunkeln bei 23" geriihrt und der Reaktionsverlauf irn DC. verfolgt. 
Nach 6 Tagen wurde rnit 3 rnl Wasser unter Eiskiihlung hydrolysiert und wahrend 24 Std. weiter- 
geruhrt. Der Dicyclohexylharnstoff wurde iiber einer Fritte abgetrennt und mit 5 rnl Pyridin/Wasser 
1 : 1 gewaschen. Anschliessend wurde die rnit Wasser auf 40 rnl verdiinnte klare Losung zur weiteren 
Entfernung von Dicyclohexylharnstoff 3rnal rnit je 25 rnl Ather extrahiert. Die organischen Extrakte 
wurden 2rnal rnit je 5 rnl Wasser gewaschen, die vereinigten wasserigen Phasen unter Zusatz von 
Pyridin i.V. auf cu. 5 rnl eingeengt und rnit 50 rnl konz. Arnrnoniak-Losung versetzt. Diese Losung 
wurde 36 Std. be1 23" stehengelassen und dann i.V. eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes 
erfolgte auf einer DEAE-Sephadex-Saule (1 x 90 crn, Hydrogencarbonatform) in 2 Stufen: 1) Linearer 

Mischgefass: 1 1 HzO, Vorratsgefass: 1 10,l M NH4HC03; 2) Linearer Eluierungs- 
ss: 2,5 1 30% Athanol, Vorratsgefass: 2,5 1 0 , 2 5 ~  NH4HCO3 in 30% Athanol; 

Fraktionengrosse: 23 rnl; Durchflussgeschwindigkeit : 1,s rnl/Min. 
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Fraktion Gradient 
Nr . X M  NH4HC03 

x =  

60- 69 0,0754,085 
in Wasser 

in 30proz. Athanol 

in 30proz. khanol  

in 30proz. Athanol 

105-125 0,03-0,056 

138-146 0,0724,082 

167-182 0,106-O,127 

OD.-)l(max)- Ausbeute in % Substanz 
Einheiten bezogen auf 

entsprechende 
Reaktanden a) 

42 8,3 (Me0Tr)TdpTd (3) 

225 373 Pnd (1 0) 

123 20,5 nd5'pp5'pnd 

a) Spektroskopisch bestimmt. 

Die vereinigten Fraktionen 167-182 wurden i. V. eingeengt und das NH4HCO3 durch mehrfaches 
Abdampfen rnit Methanol/Wasser 9: 1 entfernt. Nach der Lyophilisation der wasserigen Losung 
wurde (Me0Tr)TdpTdpDd (5 )  in DC.-einheitlicher Form erhalten (Fliessmittel B, C, E und F). - 
UV. (Wasser/Athanol 1 : 1): 196 (107400), 225 (24270) (Schulter), 268 (18240), 301,5 (5140) (Schulter) 
nm ( E ) .  

7. TapTapUa (11) aus (Me0Tr)TapTdpITa ( 5 ) .  Eine Losung von 10,s mg (0,0096 mmol, Ammo- 
nium-Salz) (Me0Tr)TdpTdpnd in 3 ml abs. Pyridin wurde rnit 7 rnl Eisessig 50 Min. auf dem Dampf- 
bad unter Ausschluss von Feuchtigkeit erhitzt. Nach Abkuhlung des Gemisches wurde die Essig- 
saure i.HV. entfernt und 3mal zwischen je 40 ml Ather und je 10 ml Wasser ausgeschuttelt. Die 
atherischen Phasen wurden 2mal rnit 2 ml Wasser gewaschen. Da nach dem Eindampfen der ver- 
einigten wasserigen Phasen noch der Geruch von Essigsaure festzustellen war, wurde die Losung 
mit halb konz. Ammoniak-Losung auf pH 9 eingestellt. Das dabei entstandene Ammoniumacetat 
wurde bei der Chromatographie des Rohproduktes an einer DEAE-Sephadex-Saule (1 x 40 cm, 
Hydrogencarbonatform) abgetrennt. Linearer Eluierungsgradient : Mischgefass: 1 1 HzO, Vorrats- 
gefass: 1 1 0 , 1 5 ~  NH4HC03; Fraktionengrosse: 23 ml; Durchflussgeschwindigkeit: 1,5 ml/Min. 

Das Trinucleosid-diphosphat 11 wurde in den Fraktionen 3540, d. h. bei einer Konzentration 
von 0,06-0,07 M NH4HC03 eluiert. Nach Entfernen des NH4HC03 durch wiederholtes Eindampfen 
rnit Methanol/Wasser 9: 1 und Lyophilisieren der wasserigen Losung wurde TdpTdpnd (11) in 
einer Ausbeute von 7,4 mg (91%) erhalten. Das Praparat war im DC. in den Fliessrnitteln B, C, E 
und F einheitlich. - UV. (Wasser): 197 (29380), 210 (19230) (Schulter), 268 (17020), 302 (5035) 
(Schulter) nm (8).  

8. Enzymatische Spaltungen. - Substratlosungen. Die Durchfuhrung der enzymatischen Spaltungen 
erfolgte nach [37]. 

Vom Ammonium-Salz von TdpTdpnd (11) wurde eine Losung der Konzentration 0,02 pmol/pl 
hergestellt. Sie enthielt 0,34 0D.zas-Einheiten pro PI. 

Enzymlosungen. 100 EU der Phosphodiesterase aus Schlangengift (E.C.3.1.4.1., Venom Phos- 
phodiesterase I, Crotalus adamanteus, von Worthington Biochemical Corporation) wurde in 2 ml 
0 , 3 3 ~  Tris-Puffer, pH 9,1, gelost. 

13 EU Phosphodiesterase aus Milz (E.C.3.1.4.1., Phosphodiesterase 11, Bovine Spleen, P-L 
Biochemical Znc.) wurden in 2 ml 0,2M Ammonium-Acetat-Puffer, pH 5,7, gelost. 

Spaltung mit Phosphodiesterase Z. 30 p1 Substratlosung und 100 p1 Enzymlosung wurden zusam- 
men 5 Std. bei 37" inkubiert. 10 p1 dieser Inkubationslosung wurden auf eine DC.-Platte aufgetragen 
und die vollstandige Spaltung des Substrats iiberpriift. Die Entwicklung des Chromatogramms 
erfolgte in Fliessmittel C. 

Zur Bestimmung des Verhaltnisses der bei der Enzymspaltung entstandenen Produkte wurden 
50 pl der Inkubationslosung durch Papierchromatographie ( Whatman 3 MM) in Fliessmittel C ge- 
trennt. Nach dem Trocknen des Chromatogramrns wurden die UV.-aktiven Zonen in kleine Stiick- 
chen zerschnitten und wahrend 10 Sttl. rnit 2 ml 0,1 N HCI extrahiert. Der Salzsaureextrakt wurde 
sodann uber Watte in ein 5 ml Messkolbchen filtriert. Die Papierstuckchen wurden noch 3mal rnit 
je 1 ml0,l N HCI gewaschen, sodass ein Totalvolumen von 5 ml erreicht wurde. Neben den Substrat- 
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flecken wurden jeweils auf gleicher Hohe im Papierchromatogramm blanke Zonen der gleichen 
Grosse ausgeschnitten und wie oben beschrieben .behandelt. Die Losungen dieser Zonen dienten 
bei der Messung der optischen Dichte der Spaltprodukte als Vergleichslosungen. 

Substrat Spaltprodukte Verhaltnis 
theoret . gefunden 

TdpTdpnd Td, pTd, P n d  1:1:1 1 : 1,04: 1,08 

Spaltung mit Phosphodiesterase II. 30 p1 Substratlosung und 50 pl Enzymlosung wurden wahrend 
5 Std. bei 37" inkubiert. 6 pl dieser Inkubationslosung wurden auf eine DC.-Platte aufgetragen und 
die vollstandige Spaltung der Verbindung durch Entwicklung des Chromatogramms in Fliessmittel 
C iiberpriift. 

Die Bestimmung des Verhaltnisses der bei der enzymatischen Spaltung entstandenen Produkte 
erfolgte gleich wie oben fur die Spaltung mit Phosphodiesterase I beschrieben. 

Substrat Spaltprodukte Verhaltnis 
theoret. gefunden 

TdpTdpnd TdP, nd 2: 1 2 : 0,98 

Tabelle 2. R f -  Werte 

Substanz Dunnschicht- 
chromatogramm 

Papier- 
chromatogramm 

Fliessmittel Fliessmittel 
A B C D E F  C 

n d  (1) 0,60 0,58 0,67 0,17 0,73 
nd(AC) (7) 0,78 0,65 0,73 0,42 

(Me0Tr)nd (8) 0,75 0,80 0,54 
(MeOTr)nd(Ac) (9) 0,71 

Pnd (10) 0,22 0,19 0,65 0,40 0,23 
Pnd(AC) (4) 0,30 0,27 0,44 

(Me0Tr)TdpTd (3) 0,50 0,65 0,82 0,61 
(Me0Tr)TdpTdp (6) 0,43 0,27 
(Me0Tr)TdpTdllb (5 )  0,44 0,54 0,80 0,58 

(Me0Tr)TdpTdP 
(Me0Tr)TdpTdp 

TdpTdpnd (11) 0,21 0,49 0,49 0,35 
0,48 0,45 1 
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