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Nucleotides. X. Synthesis and properties of dinucleoside monophosphates with 
2‘-deoxyadenosine and 1-(2’-deoxy-/l-D-ribofuranosyl)-lumazines as building blocks 

Summary 
The synthesis of various dinucleoside monophosphates 16-20 consisting of 

2‘-deoxyadenosine and 1-(2’-deoxy-~-~-ribofuranosyl)-lumazines via the triester 
approach is described. The fully protected phosphotriesters 6-10 as well as the 
partially deblocked intermediates 11-15 have also been isolated and characterized 
by physical means. Intramolecular interactions in 16-20 have been investigated 
by the determination of the hypochromicities and CD. spectra revealing a more 
or less distinct stacking effect in dependence of the 6,7-substituents in the lumazine 
moiety as well as the polarity of the internucleotidic linkage. Enzymatic degrada- 
tions of the dinucleoside monophosphates with snake venom and spleen phospho- 
diesterase are depending strongly on various structural features indicating a much 
lower substrate specificity especially in presence of 6,7-diphenyl-lumazine as an 
aglycone with the latter enzyme. 

1. Einleitung. - Das Vorkommen modifizierter Nucleoside in verschiedenen 
t-RNA 121 hat in jungster Zeit ein steigendes Interesse speziell an solchen Nucleo- 
sid- und Nucleotid-Derivaten geweckt, deren strukturelle Veranderungen am Phos- 
phat-, Zucker- und Basenteil neuartige Nucleinsaurebausteine mit vielfhltigen bio- 
logischen Aktivitaten und potentieller medizinischer Anwendung [3] darstellen. 
Derartige Strukturanaloga konnen wertvolle Dienste bei der Aufklarung enzyma- 
tischer Wirkungsmechanismen leisten, einen tieferen Einblick in die H-Brucken- 
kontrollierten Wechselwirkungen nach dem Watson-Crick- [4] bzw. Hoogsteen- 
Prinzip [5] vermitteln oder zum besseren Verstandnis der Nahbeziehungen von 
Proteinen mit Polynucleotiden [6] beitragen. 

Die Tatsache, dass sich Hydroxy- und Aminopteridine durch eine ungewohn- 
liche Schwerloslichkeit [7] auszeichnen, die auf besonders starken intermolekularen 
H-Briickenbindungen beruhen durfte, hat uns veranlasst, mit den von uns auf syn- 

I )  TeiI 9: [I]. 
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thetischem Wege zuganglich gemachten Lumazinnucleosiden [8] im Rahmen eines 
breit angelegten Programmes uber Oligonucleotid-Syn thesen als einfachste Modelle 
zunachst verschiedene gemischte Dinucleosidmonophosphate mit Pteridinen als 
Aglykonen aufzubauen und ihre chemischen und physikalischen Eigenschaften zu 
untersuchen. 

Fur den stufenweisen Aufbau der Internucleotid-Bindungen [9] stehen dabei 
prinzipiell zwei Moglichkeiten offen, die vielfaltig modifiziert wurden und von 
denen sich neben der von Khorunu [ 101 entwickelten Phosphodiester- in neuerer 
Zeit die Phosphotriester-Methode [ 1 1-64] in den Vordergrund geschoben hat. Die 
Vorteile des letzteren Syntheseprinzips, die in der leichteren Handhabung, Isolie- 
rung und chromatographischen Reinigung der neutralen Phosphotriester offenbart 
sind, veranlassten uns, die Herstellung der gewunschten Substanzen nach diesem 
Verfahren in Angriff zu nehmen. Fur die Blockierung der verschiedenen Funktio- 
nen wurden bewahrte Schutzgruppen der Nucleosid-Nucleotidchemie verwendet, 
und zwar p-Methoxytrityl- [65] fur die 5’-Hydroxy-Gruppe, Benzoyl fur die Amino- 
Gruppe [65] und /3-Cyanoathyl fur den Phosphorsaurerest [661]. Als Kondensations- 
mittel fur die Knupfung der Internucleotid-Bindung haben sich 2,4,6-Triisopro- 
pylbenzolsulfochlorid (TPS) [67] und p-Tosyltriazolid [68] am besten bewahrt. 

2. Syntheseweg. - Ausgehend vom N6-Benzoyl-5’-0-@-monomethoxytrityl)-2’- 
desoxyadenosin (1) [65] wurde zunachst rnit ,!I-Cyanoathylphosphat in Pyridin in 
der Weise zum 3’-@-Cyanoathyl)phosphat (2) phosphoryliert, dass nach einer 
Stunde Aktivierung des Phosphorylierungsagens mittels 2 ALquiv. TPS ’/2 Aquiv. 
Nucleosid zugesetzt und 18-24 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt wurde. Nach 
Hydrolyse rnit Eiswasser wurde rnit Chloroform extrahiert und die organische 
Phase durch mehrfaches Eindampfen rnit wasserfreiem Pyridin im Rotavapor so 
weit absolutiert, dass der Diester 2 direkt im selben Losungs mittel durch weiteres 
TPS aktiviert und somit fur die Kondensation rnit der zweiten Nucleosid-Kompo- 
nente vorbereitet werden kann. Nach 30 Min. ist dieser Prozess beendet, und es 
wird das l-(2’-Desoxy-~-~-ribofuranosyl)-lumazin (3) bzw. sein 6,7-Dimethyl-(4) 
und 6,7-Diphenyl-Derivat (5) in vollig ungeschiitzter Form ziigegeben und in 1-2 
Tagen zu den gewiinschten Triestern 6-8 kondensiert. Die Aufarbeitung gestaltete 
sich recht einfach, denn nach Hydrolyse in Eiswasser kann das Reaktionsprodukt 
leicht mit Chloroform extrahiert und so von verschiedenen Nebenprodukten ab- 
getrennt werden. Da das DC. verstandlicherweise nicht vollig einheitlich war und 
durch die Verwendung ungeschutzter Lurnazin-2‘-desoxynucleoside neben der 
Hauptreaktion, der ( 3 ’ 4  5’)-Verknupfung, rnit der Bildung kleiner Mengen an 
(3’+ 3’)-Dinucleosidphosphattriester gerechnet werden musste, wurde der Reak- 
tionsextrakt zusgtzlich einer Monomethoxytritylierung in abs. Pyridin unterworfen, 
um auf diese Weise durch Einfuhrung des Monomethoxytrityl-Restes in die 5’-Stel- 
lung des ( 3 ’ 4  3’)-Isomeren dessen chromatographische Eigenschaften so stark zu 
verandern, dass eine eindeutige Separierung vom gewiinschten (3’+ 5’)-Triester 
an Kieselgel moglich wird. Durch praparative Schichtchromatographie kann dieses 
Ziel dann ohne Schwierigkeit erreicht werden, und nach Eluierung der sauber se- 
parierten Hauptzone lassen sich die Phosphotriester 6,7 und 8 in chromatographisch 
reiner Form durch Lyophylisieren in Ausbeuten von 17,30 und 32% gewinnen. 
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Bei der entsprechenden Synthese des zu 8 isomeren (5‘+ 3’)-Triesters 9 stellten 
wir fest, dass die kombinierten Reaktionen ausgehend vorn 6,7-Diphenyl- 1-(5’- 
O-p-monomethoxytrityl-2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-lumaz~ns (21), dessen Phos- 
phorylierung und anschliessende Kondensation rnit N6-Benzoyl-2’-desoxyadenosin 
(25) nur eine 6proz. Ausbeute an 9 lieferte. Wesentlich gunstiger gestaltet sich das 
Resultat, wenn 21 rnit a-Cyanotithylphosphat und TPS in I’yridin zunachst zum 
Cyanoathylphosphorsaurediester 23 phosphoryliert und dieser in Form seines Tri- 
athylammoniumsalzes in Substanz (65%) isoliert wird. Fur die nachfolgende Kon- 
densation mit 25 wurde mehrfach mit abs. Pyridin eingedampft und dann in die- 
sem Losungsmittel nach Aktivierung mit TPS rnit der zweiten Nucleosidkompo- 
nente 2 Tage bei Raumtemperatur kondensiert, wodurch 9 in einer Ausbeute von 
36% erhalten wurde. 

Im Rahmen der Herstellung des Lumazylyl-(3’-+ 5’)-lumazin-triesters 10 erwies 
sich als Kondensationsmittel sowohl fur die Phosphorylierung des 6,7-Dimethyl- 
1-(5’-O-p-monomethoxytrityl-2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-lumazins (22) mit Cy- 
anoathylphosphat zu 24 als auch die Weiterreaktion rnit 6,7-Dimethyl-l-(2’-desoxy- 
P-D-ribofuranosy1)-lumazin (4) zu 10 das p-Tosyltriazolid [68] als sehr vorteilhaft 
und ergab eine Ausbeute von 55% an Dipteridin-monophosphattriester. 

Der Abspaltung der Schutzgruppen lag dann ein Zweistufen-Prozess zugrunde, 
bei dem zunachst in 80proz. Essigsaure bei Raumtemperatur detrityliert und die 
resultierenden Triester 11- 15 durch praparative Kieselgelchromatographie in Aus- 
beuten von 70-90% isoliert wurden. Im letzten Schritt erfolgte die Eliminierung 
der Cyanoathyl-Funktion sowie die Verseifung der N-Benzoyl-Gruppe mittels 
konz. Ammoniak-Losung in Dioxan und lieferte direkt die Ammoniumsalze der 
verschiedenen Dinucleosidmonophosphate 16-20 in chromatographisch reiner 
Form und Ausbeuten von 80-90%. 

3. Physikalische Eigenschaften. - Chromatographie. Fur die Priifung der ver- 
schiedenen Reaktionsprodukte auf Reinheit und Einheitlichkeit dienten die ubli- 
chen chromatographischen Methoden, bei denen sich infolge der empfindlichen 
Eigenfluoreszenz der Pteridinteile in der Molekel der Nachweis sehr einfach und 
uberaus effektiv gestaltete. Mogliche Verunreinigungen und Nebenprodukte liessen 
sich damit leicht erkennen und auf praparativ chromatographischem Wege ab- 
trennen. Die freien Dinucleosid-monophosphate 16-20 wurdtm neben der chro- 
matographischen Charakterisierung auf Cellulose zusatzlich der Dunnschicht- 
elektrophorese in Borat-Puffer pH 9 unterworfen und damit die Einheitlichkeit 
der Substanzen, die sich aufgrund der bekannten Schwierigkeiten elementarana- 
lytisch nicht eindeutig bestimmen lassen, weiter gesichert. 

UV. -Spektren. Die strukturelle Charakterisierung der verschiedenen Verbin- 
dungen basiert in erster Linie auf UV.-spektrophotometrischen Daten (Tab. I ) ,  die 
in Methanol bzw. bei verschiedenen pH-Werten bestimmt wurlden. Die Extinktio- 
nen sind auf den Phosphatgehalt bezogen, der sich nach der Methode von Fiske- 
Subba Row [69] sehr genau ermitteln lasst. 

Beim Vergleich der UV.-Spektren der freien Dinucleosidmonophosphate 16-20 
rnit den Ausgangs-Lumazindesoxyribosiden 3-5 [ 81 im langwelligen Bereich, der 
durch den Adeninchromophor nicht verfalscht ist, fallt auf, dass einmal die Extink- 
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tionen der langwelligen Banden erniedrigt sind und dass zum anderen auch ihre 
Bandenlage im Gegensatz zu der Mehrzahl naturlicher Purin- und Pyrimidin- 
Dinucleosidphosphate [70] und mit Ausnahme von 20 eine nicht unbedeutende 
bathochrome Verschiebung erfahren hat. Besonders deutlich sind die Effekte beim 
Dinucleosidmonophosphat-Paar 18 und 19 im Vergleich zu 5 sichtbar (Fig. I), die 
auf eine intramolekulare Wechselwirkung, einen ((Stacking-Effekt)), zuriickzufih- 
ren sind, denn die entsprechenden Spektren der Lumazin-N ,-2‘-desoxyriboside 
und ihrer 3’-Mono- [ 11 bzw. 5’-Monophosphate (7 11 weisen diese Unterschiede 
nicht auf. 

Hypochromizituten. Urn quantitative Aussagen uber die gegenseitige Beeinflus- 
sung der Aglykone in den Dinucleosidmonophosphaten mach en zu konnen, haben 
wir die Hypochromizitaten sowohl durch vollstandige enzymlatische Spaltung mit 
einem Uberschuss an Schlangengift-Phosphodiesterase als auch auf der Basis einer 
Phosphatbestimmung auf spektrophotometrischem Wege ermittelt. Es wurde 
hierzu bei 37” in Puffer pH 8,92 inkubiert, bis sich chromatographisch kein Aus- 
gangsprodukt mehr nachweisen liess, und dann wurden die Extinktionen bei pH 7 
gemessen. 

Die gefundenen Werte lassen eine interessante, strukturbedingte Tendenz der- 
gestalt erkennen, dass einmal die d (ApLu)-Kombinationert im Vergleich zum 
natiirlichen dApT-analogen [72] betrachtlich hohere Hypochromizitaten besitzen 
und sich zum anderen auch ein relevanter Effekt in Abhangigkeit von den Sub- 
stituenten in 6-  und 7-Stellung des Lumazinaglykons abzeichnet. Ausgehend von 
16 bewirken Donatorsubstituenten wie Methylgruppen eine Verstarkung der Wech- 
selwirkung zwischen dem n-Elektronen-Mangelsystem Lumazin und dem n-Elek- 

-P(On”l 

45 40 35 30 45 40 35 30 

\ 
I I III 3.21 ’ 

220 260 300 3 40 380 
hlnrnl- 

,103 

Fig. 1. UV.-Absorptionsspektren von 18 (pH 7 )  (-----), 19 (pH 7) (. . . .). wnd5 (pH 3 )  (-) 
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Tabelle 2. Hypochromizitaien in Dinucleosidmonophosphaten 

I185 

Verbindung % Hypochromizitat, pH 7,O 

enzymatisch Phosphat- 

Wellenlangen- 
Verschiebung I,,, (nm) 

bestimmung Dimer Monomer 

d-ApLu (16) 16 17 318 + 315 
d-ApLum2 (17) 19,6 19,8 328 + 323 
d-ApLuPhQ (18) 8 8 367 + 360 
d-LuPhe2 pA (19) 4,4 4,4 363 + 360 
d-Lum2 pLu"'2 (20) 14 14 323 + 324 
d-APT 498 
d-TpA 2,4 

tronen-UberschuBsystem Adenin, was sich in einer Erhohung der Hypochromizitat 
bei 17 kundtut, wahrend Phenylsubstituenten (18) vermutlich infolge sterischer 
Hinderung das Gegenteil bewirken. Ferner fallt auf, dass sich das Paar d (ApLu) 
(18) und d(LupA) (19) in ihren Hypochromizitaten analog dem Paar d(ApT) und 
d (TpA) [72] signifikant unterscheiden, wofur unserer Ansicht nach die sterisch 
bedingte bessere Stapelung des elektronendefizienten Pyrazinteils im Lumazinag- 
lykon rnit dem elektronenreichen Imidazolring des Adenins in 18 mit der (3 '4  5')- 
Verknupfung gegenuber der (5 '4  3')-Verkniipfung in 19 verantwortlich sein durfte. 
Eine entsprechende Korrelation weisen auch die langwelligen Lumazinbanden in 
18 und 19 auf, die mit zunehmender Hypochromizitat in den Dinucleosidmono- 
phosphaten verstarkt bathochrom verschoben sind. 

Eine Besonderheit in der hier untersuchten Reihe stellt das Dinucleosidmono- 
phosphat des 6,7-Dimethyllumazins (20) dar, das als strukturelles Analogon des 
TpT angesehen werden kann, aber entgegen diesem, das nur einen sehr schwachen 
Stacking-Effekt zeigt [37], eine Hypochromizitat von 14% aufweist. Ferner scheint 
charakteristisch zu sein, dass Wechselwirkungen zwischen gleichartigen Aglykonen 
sich in keiner bathochromen, sondern vielmehr schwachen hypsochromen Ver- 
schiebung der langwelligen UV.-Bande aussern. Auch gilt fur 20 nicht die Fest- 
stellung, dass gleichartige effektive Ladungen infolge elektrostatischer Abstossung 
einer stapelnden Wechselwirkung entgegenwirken [70], denn das Dianion von 20 
besitzt bei pH 13 immer noch 13% Hypochromizitat. Es muss weiteren Untersu- 
chungen an verschiedenartigen Dipteridinnucleosidmonophosphaten vorbehalten 
bleiben, die Allgemeingiiltigkeit dieser Effekte zu untermauern und mit bestimm- 
ten Strukturbildern in Einklang zu bringen. 

CD.-Spektren. Einen weiteren Einblick in die Feinstruktur der verschiedenen 
Dinucleosidphosphate 16-20 versprachen wir uns zunachst von den CD.-Spektren, 
die bei pH 7 aufgenommen wurden (Tab. 3). 

Ein Vergleich der Spektren von 16 und 17 lasst sehr ahnliche Kurvenverlaufe 
erkennen, die sich im langwelligen (> 300 nm) sowie kurzwelligen Bereich 
(< 250 nm) stark an die Kurven der monomeren Lumazin-Bausteine 3 und 4 an- 
lehnen, die ihrerseits wiederum fast identisch sind mit den Spektren der entspre- 
chenden 3'- und 5'-Monophosphate. Im Zwischenbereich kommt naturlich der 
Einfluss des Adenosin-Teils auf das Spektrum zum Ausdruck, wobei auffillt, dass 
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Tabelle 3. CD.-Spektren von Lurnarin-Nucleotiden und 

d-Lu (3) 
d-Lup 
d-pLu 
d-Lum2 (4) 
d-Lum2p 
d-pLum2 
d-ApLu (16) 
d-ApLu”’2 (17) 
d-Luphe2 (5) 
d-Luphe2p 
d-pLuphe2 
d-ApLuPhe2 (18) 
d-Luphe2pA (19) 
d-LumzpLum2 (20) 

220 240 250 
222 240 255 
220 23 9 253 
215 240 255 
220 240 255 
215 240 258 
215 240 
212 242 
215 230 245 
216 230 244 
220 230 244 

235 
220 230 240 
215 240 260 

260 
263 
262 
265 
265 
263 
265 294 
265 287 

283 
282 
28 1 

250 280 
257 280 
270 279 

315 
315 
315 
315 
317 
320 
315 
325 

355 
360 
367 

330 368 
[315] 365 
305 340 

relativ hohe Elliptizitaten auftreten, wie man sie sonst nur bei starren, strukturell 
fixierten Adenosin-Derivaten kennt. 

Eine starkere Abweichung von den monomeren Grundspektren tritt auf, wenn 
das 6,7-Diphenyllumazin als Aglykon vorhanden ist, wie dies ixn Dinucleosidmono- 
phosphat-Paar 18 und 19, das sich sogar durch entgegengesetzt gerichtete Cotton- 
Effekte der langwelligen Ubergtinge auszeichnet, zum Ausdruck kommt. Die Tat- 

Fig.2. CD.-Spektren von 18 ( ), 19 (-------), 5-3’-monophosphat und 5-5’- 
monophosphat (. . . . ’ )  bei pH 7 
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Dinucleosid-monophosphaten bei p H  7 

Verbindung a 
d-Lu (3) 

d-Lum2 (4) 

d-Lup 
d-pLu , 

d-Lumzp 
d-pLu”’2 
d-ApLu (16) 
d-ApLum2 (17) 
d-Luphe2 (5) 
d-LuPhe2p 
d-pLuPhe2 

d-LuPhe2pA (19) 
d-ApLuPhe2 (18) 

~ - L U ~ ~ P L U ” ’ ~  (20) 

+ 18000 
+ 20 100 
+ 17000 
+ 33400 
+ 35000 
+ 30700 
+ 376OO 
+ 50500 
+ 32750 
+ 36200 
+ 18400 

+ 14350 
+ 88300 

- 10100 
- 9800 
- 11650 
- 12800 
- 15000 
- 18900 
- 23000 
- 41 200 
- 3800 
- 2050 
* o  
-27500 
f O  
- 35000 

- 1515 
- 1000 
- 2100 
- 1600 
- 2000 
- 2000 

+ 11350 
+ 12450 
+ 9800 

+ 4400 
+ 4000 

- 2850 
- 2300 
- 2850 
- 3000 
- 3500 
- 2400 
+ 17600 
f41700 

- 35400 
- 7650 
- 1250 

+ 8500 
+ 7000 
+ 6150 
+ 7560 
+ 5950 
+ 6600 

+ 5040 + 8200 
- 6900 + 3150 
- 11000 + 1200 
- 9950 + 2400 
+ 67000 + 1 I000 + 14200 

- 4400 + 6620 

+14500 [- 22001 - 8800 
- 900 - 5300 +16400 

sache, dass 16 und 17, die die grossten Hypochromizitaten zeigen, sich jedoch wenig 
vom zugrundeliegenden Lumazin-nucleosid bzw. -nucleotid in den CD.-Spektren 
unterscheiden, muss so verstanden werden, dass zwischen der Basen-Wechselwir- 
kung und der Hypochromizitat eine relativ strenge Beziehung gilt, wahrend eine 
entsprechende Relation beim Circulardichroismus insofern nicht zwingend gilt, als 
hier die konformativen hderungen  im Molekelaufbau die bestimmenden Primar- 
effekte darstellen. Man darf sogar aus den beobachteten, abweichenden Kurven- 
verlaufen von 18 und 19 (Fig. 2) schliessen, dass mit dem Einbau des 6,7-Diphenyl- 
lumazins in Dinucleosidmonophosphate eine starke Konformationsanderung her- 
vorgerufen wird, die ihre Ursache in der grosseren Raumerfullung durch die sperri- 
gen Phenylgruppen haben durfte. 

20 schliesslich fallt auch hier aus dem ublichen Rahmen, als es fur den lang- 
welligen Ubergang einen Doppel-Cotton-Effekt zeigt, der dann in Erscheinung tre- 
ten kann, wenn benachbarte gleiche Aglykone vorhanden sind [73]. Die Korrela- 
tion zum langwelligen UV.-Maximum ist hier somit nicht durch die Lage des ersten 
CD.-Plks, sondern vielmehr dem ersten Wendepunkt der CD.-Kurve gegeben und 
zeigt die envartete gute ifbereinstimmung. 

4. Enzymatische Spaltungen. - Die Dinucleosidmonophosphate 16-20 wurden 
anschliessend noch der Einwirkung von Schlangengift- und Milzphosphodiesterase 
unterworfen, um Aufschluss iiber die enzymatische Spaltungsbereitschaft der Inter- 
nucleotid-Bindung in diesen modifizierten unnaturlichen Nucleinsaurebausteinen 
zu geben. Generell kann festgehalten werden, dass die Schlangengift-Phosphodi- 
esterase gegenuber den Pteridin-modifizierten Dinucleosidmonophosphaten weit 
weniger spezifisch reagiert als das entsprechende Enzym aus Milz. Da die enzyma- 
tischen Spaltungen jedoch in allen Fallen langsamer verlaufen als die der entspre- 
chenden natiirlichen Pyrimidin- und Purinnucleotid-Analogen, wurden die Inku- 
bationszeiten bei 37” auf 6 bzw. 24 Std. ausgedehnt und nach diesen Intervallen die 
prozentuale Spaltung spektrophotometrisch ermittelt. Mit Schlangengiftphosphodi- 
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Tabelle 4. Enzymatische Spaltung der Dinucleosidmonophosphate 16-20 mit Schlangengift- und Milz- 
Phosphodiesterase 

Schlangengift-PDE Milz-PDE 
% Spaltung nach 

6 Std. 24 Std. 6 Std. 24 Std. 

% Spaltung nach 

d-ApLu (16) 

d-ApLuPhe2 (18) 
d-Luphe2 pA (19) 

d-ApLu"'2 (17) 

d-Lum2 pLurn2 (20) 

86 100 
54 100 
37 67 
91 100 
66 100 

78 100 
s3 100 
40 71 

1 1 
4 2s 

esterase sind nach 1 Tag mit Ausnahme von 18 alle Dinucleosidmonophosphate 
quantitativ gespalten, wobei aus den Werten nach 6 Std. zu erkennen ist, dass die 
Gegenwart eines Purinnucleotid-Bausteines am 3'-Ende eine betrachtlich bessere 
Substratspezifitiit signalisiert. 

Die Milz-Phosphodiesterase spricht bei diesen Untersuchungen starker auf 
strukturelle Abweichungen vom naturlichen Bautyp an, so class aus dieser Reihe 
nur die Dinucleosidmonophosphate 16-18, die am 5'-Ende den Adenosin-Teil tra- 
gen, einen hohen Spaltungsprozentsatz nach 24 Std. aufweisen. Ein Lumazin-Bau- 
stein in dieser Stellung setzt der enzymatischen Spaltung grossen Widerstand ent- 
gegen, wobei das Vorliegen des 6,7-Diphenyllumazins als tlglykon den grossten 
Hemmeffekt bewirkt. Letzteres Aglykon bewirkt selbst in 18 eine verlangsamte 
Spaltung, was moglichenveise mit einer ungunstigen, unnatiirlichen Konformation 
dieses Dinucleosidmonophosphates in Zusammenhang steht. 

5. Schlussbemerkungen. - Die nach der Phosphortriester-Methode hergestellten 
funf unnaturlichen Dinucleosidmonophosphate 16-20 stellen insofern interessante 
Verbindungstypen dar, als in ihnen durch die Venvendung von Lumazinen als 
Aglykonen der spektrale Bereich fur Untersuchungen intrarnolekularer Wechsel- 
wirkungen wesentlich erweitert ist. So findet man fur 16-19 riicht nur in den UV.- 
Spektren eine signifikante bathochrome Verschiebung der langwelligen Absorp- 
tionsbande im Vergleich zu den monomeren Bausteinen, sondern auch die Hypo- 
chromizitaten zeigen in Abhangigkeit von der chemischen Struktur und Verkniip- 
fungsart des Lumazinteils speziell bei 16, 17 und 20 erstaunlich hohe Werte, die 
einer begunstigten Basenstapelung zugeschrieben werden. E.ine Erweiterung der 
Korrelationen zwischen den UV.-Daten und Hypochromizita ten durch CD.-spek- 
troskopische Effekte 1st aus prinzipiellen Erwagungen nicht moglich, da der Circu- 
lardichroismus auf konformative Anderungen im Molekelaufbau stark anspricht. 
Die freien Dinucleosidmonophosphate 16-20 liessen auch bei den enzymatischen 
Spaltungen mit Milz- und Schlangengift-Phosphodiesterasen ihre strukturelle Be- 
sonderheit erkennen, die generell in einer verlangsamten S~paltungsgeschwindig- 
keit der Internucleotidbindung besteht, wobei die Hemmeffekte gegenuber Milz- 
PDE starker in Erscheinung treten. Das 6,7-Diphenyllumazylyl-(3'+ 5')-adenosin- 
monophosphat (19) ist wahrend 24 Std. nahezu resistent gegen dieses Enzym, wo- 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 62, Fasc. 4 (1979) ~ Nr. 120 1189 

durch dem 6,7-Diphenyllumazinaglykon fur zukiinftige Untersuchungen gewisse 
Bedeutung als Kettenterminator fur das 5'-Ende von bestimmten enzymresisten- 
ten Oligonucleotiden zukommen durfte. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie fur 
finanzielle Hilfe und Frau M. Bischler fur die Bestimmung der physikalischen Daten. 

Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. Siehe [I]. Ausserdem: Die CD.-Spektren wurden rnit Cary-Recording-Spect- 
meter, Modell 11 15/60 der Fa. Appl. Physics aufgenommen, wobei die Extinktionswerte und Ellip- 
tizitaten entweder auf den elementaranalytisch bestimmten oder durch Phosphat-Analyse ermit- 
telten Mol-Massen basieren. Fur die Diinnschicht- und Papierelektrophorese wurden als Fliessmittel 
(vIv) folgende Systeme verwendet: A): Chloroform/Methanol 9: 1; B): I-ButanoV5~ Essigsaure 2.1; 
C): 2-PropanoVkonz. Ammoniak-Losung/Wasser 7: 1 : 2. Die Auswertung der Chromatogramme wur- 
de rnit Hilfe von UV.-Licht der Wellenlangen 254 und 366 nm bzw. durch Bespriihen rnit IOproz. 
Perchlorsaure-Losung bewerkstelligt. Phosphodiesterase aus Schlangengift (EC 3.1.4.1) (1 mg/ 1 ml) 
und Phosphodiesterase aus Kalbmilz (EC 3.1.4.18) (2 mg/l ml) wurden von Boehringer, Mannheim, 
bezogen. 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonsaurechlorid (TPS) stammt von Fluka A G und p-Tosyltriazo- 
lid wurde nach den Angaben von Nurang et ul. [68] hergestellt. 

2. Allgemeine Herstellungsmethode fur  die Dinucleosidmonophosphattriester 6-8. Die Losung von 
1 mmol frisch bereitetem Pyridinium /j'-Cyanoathylphosphat [26] in 3 ml abs. Pyridin wird mit 2 mmol 
Triisopropylbenzolsulfonsaurechlorid (TPS) oder 2,7 mmol p-Tosyltriazolid bei RT. versetzt und 1 Std. 
geriihrt. Man gibt dann 0,313 g (0,5 mmol) N6-Benzoyl-5'-O-monomethoxytrityl-2'-desoxyadenosin 
(1) 1651 zu und riihrt weitere 18-24 Std. bei RT. Das Gemisch wird anschliessend mit Eiswasser hydro- 
lysiert und der Diester 2 durch 4maliges Ausschutten rnit je 5 ml Chloroform extrahiert. Die vereinig- 
ten Chloroformphasen werden uber Na2S04 getrocknet und dann i.V. zum amorphen Festprodukt 
eingedampft. Man nimmt den Ruckstand mehrmals rnit abs. Pyridin auf, dampft jeweils im RV. ein 
und Idst ihn schliesslich in 3 ml abs. Pyridin versetzt, mit 0,3 g (1 mmol) TPS und, nach 30-60 Min. 
Aktivierung des Diesters, rnit 0,75-1 mmol der zweiten Nucleosidkomponente 3-5 [8]. Es wird 1-2 Tage 
bei RT. im Dunkeln geriihrt, bis die Hauptmenge des fluoreszierenden Lumazinnucleosids verbraucht 
ist. Man hydrolysiert mit Eiswasser durch 2 Std. Riihren, extrahiert 4mal mit je 5 ml Chloroform, 
w u h t  die vereinigten Extrakte mit Wasser und trocknet die organische Phase iiber Na2S04. Nach 
Einengen i.V. wird der gelbliche Ruckstand in 2 ml abs. Pyridin gelost, 0,154 g (0,5 mmol) Monometh- 
oxytritylchlorid zugegeben und 24 Std. bei RT. im Dunkeln geriihrt. Anschliessend wird die Reaktion 
durch Zugabe von 5 ml Methanol gestoppt, die Liisung zur Trockne eingedampft und der Ruckstand 
in wenig Chloroform aufgenommen. Man tragt auf 2 praparative Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) 
auf und entwickelt rnit Chloroform/Methanol 9: 1. Die Hauptbande wird rnit AcetodMethanol 1: 1 
eluiert, das Eluat im RV. eingedampft, der Ruckstand in Chloroform aufgenommen, von wenig Un- 
gelostem (Kieselgel) abfiltriert, erneut eingedampft und dann der Ruckstand nach Lasen in Dioxan/ 
Wasser 1: 1 lyophylisiert. 

2.1. N6-Benzoyl-S-O-monomethoxytrity"-desoxyadenylyl-(~~5')-l-(2'-desoxy-~-~-ribofuranosyl)- 
lumazin-/j'-cyanoathyl)ester (6) wird nach Lyophylisieren aus DioxadWasser in Form eines farblosen 
amorphen Feststoffes rnit Smp. 128-130" (Zers.) erhalten. Ausbeute: 0.087 g (17%). 

C51H47N10012P.4.5 H20 Ber. C 55,48 H 5,11 N 12,68 P 2.80% 
(1105,O) Gef. ,, 5537 ,, 4,47 ,, 11.82 ,, 2,93% 

2.2. N6-Benzoyl-S-O-monomethoxyrPilyl-2'-deso~yadenylyl-(~~ 5') -6,7-dimethyl-l-(2'-desoxy-~-~- 
ribofuranosyl)-lumuzin-~-cyanoutliyl)ester (7) fallt nach Lyophylisieren aus DioxadWasser in Form eines 
schwach gelblichen amorphen Feststoffes mit Smp. 155-157" an. Ausbeute: 0,157 g (30%). 

C ~ ~ H ~ I N ~ ~ O ~ ~ P -  3,5 H 2 0  Ber. C 57,14 H 5,24 N 12,57% 
(11 14,l) Gef. ,, 5637 ,, 4,68 ,, 12,80% 
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2.3. N6- Benzoyl-5’-O-monomethoxytrityl-2’-desoxyadenyiyl-(3’-t S’)-6,7-di,nhenyl-1-(2‘-desoxy-p-~ - 
ribofuranosyl)-lumnzin-(/7-cyanoathyl)ester (8) wird durch Lyophylisieren aus DioxadWasser als gelb- 
licher amorpher Feststoff rnit Smp. 153-155” gewonnen. Ausbeute: 0,187 g (32%). 

C , ~ H S ~ N ~ ~ O ~ ~ P . ~ H Z O  Ber. C 62,47 H4,91 N 11,57% 
(1211,2) Gef. ,, 62,4O ,, 4,98 ,, 11,46% 

3. 6,7- Diphenyl-5’-O-monomethoxytrityl- I -(2’-desoxy-P-~-rihofuranosyllumazylyl-(3’-r S) -N6- 
benzoyl-2’-desoxyadenosin-/3-cyanoathyl)ester (9). - 3.1. Analog vorstehend aus 6.7-Diphenyl-5’-0- 
monomethoxytrityl-2’-desoxy-1-/7-~-ribofuranosyllumazin (21) [l] und N6-Banzoyl-2’-desoxyadenosin 
(25) [65] werden im Eintopfverfahren lediglich 0,03 g (6%) gelbliches amorphes Festprodukt nach 
Lyophylisieren aus DioxanIWasser erhalten. 3.2. Die jeweilige Losung von 0,67 g (0,71 mmol) Triathyl- 
ammonium-6,7-diphenyI- 1 -(5’- 0- monomethoxytrity~-2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-lumazin-3’-0-/7- 
cyanoathylphosphat (23) in abs. Pyridin wird mehrfach i.RV. zur Trockne eingedampft, der Ruck- 
stand dann in 2 ml abs. Pyridin aufgenommen, mit 0,9 g (3 mmol) TPS zur Aktivierung versetzt und 
nach 45 Min. Ruhren bei RT. 0,71 g ( 2  mmol) N6-Benzoyl-2’-desoxyadenosiii (25) zugegeben. Nach 
2 Tagen Riihren im Dunkeln wird rnit Eiswasser behandelt, das Gemisch 4mal mit je 5 ml Chloroform 
extrahiert, die organische Phase rnit Wasser gewaschen, dann iiber Na2S04 getrocknet und anschlies- 
send i.V. zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand wird in wenig Chloroform gelost, auf prap. Kiesel- 
gelplatten (40x 20x 0,2 cm) aufgetragen, rnit Chloroform/Methanol 9: 1 entwickelt und die blau- 
fluoreszierende Hauptbande mit AcetodMethanol 1 : 1 eluiert. Eindampfen, erneutes Losen in Chlo- 
roform, Filtrieren von wenig Ungelostem, erneutes Eindampfen i.RV. und Lyophylisieren aus Dioxan/ 
Wasser ergeben 0,422 g (36%) gelblichen amorphen Feststoff, der ab 126” erweicht und sich bei 150-160” 
zersetzt. 

C63H55N10012P. 1 HzO Ber. C 63,42 H 4.82 N 11,74% 
(1 193,2) Gef. ,, 63,19 ,. 5,42 ,, 12,OOYh 

4. 6,7-Dimethyl-I -(S’-O-monomethoxytrityl-2’-desoxy-/7-~-ribofuranosyl)-hrmazylyl-(3’ -+ S)-6,7-di- 
methyl-l-(2’-desoxy-/I-D-ribofuranosyl)-lumazin-~-cyanoathyl)ester (10). Die Losung von 0,325 g 
(0,4 mmol) Triathylammonium- 6.7 -dimethyl- 1 - (5’- 0- monomethoxytrityl-2’-desoxy-~-ribofuranosyl)- 
lumazin-3’-O-(&cyanoathyl)phosphat (24) in 1 ml abs. Pyridin wird bei RT. rnit 0,36 g (1,6 mmol) 
pTosyltriazolid 30 Min. geriihrt und anschliessend mit 0,15 g (0,5 mmol) 6,7-Dimethyl-2‘-desoxy- 
1 -/3-D-ribofuranosyllumazin (4) als zweiter Komponente fur die Kondensation zum Dinucleosidphos- 
photriester 10 versetzt. Nach 48 Std. Ruhren bei RT. im Dunkeln wird analog vlorstehend aufgearbeitet. 
Man erhalt nach Eindampfen des Eluats, Aufnehmen des Ruckstands in Chloroform, Filtrieren, er- 
neutem Eindampfen im RV. und Lyophylisieren aus DioxanlWasser 0,224 g (55%) schwach gelblichen 
amorphen Feststoff, der ab 148” erweicht und sich bei 163-165” zersetzt. 

C49H50N9OI3P. 3,5 H20 Ber. C 55,15 H 5.38 N 11,811% 
(1067,o) Gef. ,, 55,19 ,, 5,35 ,, ll,34% 

5. A Ilgemeine Vorschriji zur Deiritylierung der vollgeschiitzten Dinucleosidphosphattriester 6-10 
zu 11-15. Man ruhrt 0,l mmol Dinucleosidphosphattriester 6-10 in 1 ml 8Oproz. Essigsaure bei RT. 
so lange, bis das Ausgangsprodukt chromatographisch (Kieselgel: Chloroform/Methanol 9: 1) nicht 
mehr nachweisbar ist. Man setzt dann etwas Athano1 zu, engt i.V. ein, nimmt den Riickstand in Chlo- 
roform auf und chromatographiert auf einer prap. Kieselgelplatte (4Ox 20x 0,2 cm) im System Chlo- 
rofordMethano1 9: I.  Die blau fluoreszierende Hauptbande wird mit Chloroform/Methanol I: 1 
eluiert, zur Trockne eingedampft, der Riickstand in Chloroform aufgenommen, von wenig Ungelostem 
abfiltriert und dann nach erneutem Eindampfen im RV. aus DioxadWasser lyophylisiert, wobei die 
Dinucleosidphosphattriester 11 (73%). 12 (77%), 13 @SO/,), 14 (80%) und 15 (80%) als farblose bis 
schwach gelbliche Feststoffe erhalten werden. 

6. Allgemeine Vorschriji zur tiberfuhnmg der Phosphotriester 11-15 in die Ammoniumsalze der 
Dinucleosidmonophosphate 16-20. Man ruhrt 0,05 mmol Dinucleosidphosphattriester 11-15 in 3 ml 
DiOYdn/25prOZ. wassr. Ammoniak-Losung 2: 1 bei RT. im Dunkeln so lange, bis chromatographisch 
kein Ausgangsprodukt mehr nachgewiesen werden kann. Man verdunnt etwas mit Wasser, extrahiert 
mehrmals rnit je 5 ml Chloroform und lyophylisiert dann die wasserige Phase, wobei die Ammonium- 
sake der Dinucleosidmonophosphate 16 (81%), 17 (SO%), 18 (88%), 19 (80%) und 20 (80%) in chroma- 
tographisch und elektrophoretisch reiner Form als farblose Feststoffe erhaltcn werden. 
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7. Triathylammonium - 6, I-diphenyl- 14.5'- 0 -monomeihoxyirityl-2'-desoxy-~ -D - ribofuranosyl) - luma - 
zin-3'-(B-cyanoiithyllphosphat (23). Die Liisung von 1,8 g (2,5 mmol) 6,7-Diphenyl- 1-(5'-0-mono- 
methoxytntyl-2'-desoxy-~-~-nbofuranosyl)-~umazin (21) [ 1) und 5 mmol Pyridinium-(P-cyanoathy1)- 
phosphat [26] in 5 ml abs. Pyridin wird mit 3,O g (10 mmol) TPS versetzt und dann 24 Std. bei RT. 
im Dunkeln geriihrt. Anschliessend wird rnit Eiswasser hydrolysiert, Triathylamin bis pH 8 zugegeben 
und nach weiteren 3 Std. Riihren lOmal mit je 5 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen werden nochmals rnit Wasser gewaschen, dann uber NaZS04 getrocknet und auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Man gibt auf eine Kieselgelsaule (35 x 4 cm) und entwickelt mit Chloroform/lproz. 
methanolischem Triathylamin 9: 1. Die blau fluoreszierende Hauptfraktion wird gesammelt und zur 
Trockne eingedampft. Der Ruckstand wird dann in wenig Chloroform geliist und langsam unter star- 
kem Riihren in abs. Ather eingetropft, wobei sich ein schwach gelblicher Feststoff abscheidet, der nach 
Trocknen i.V. bei 30" einen Smp. von 158-160" zeigt. Ausbeute: 1,525 g (65%). 

C ~ ~ H S ~ N ~ O ~ P .  6 H20 Ber. C 59,64 H 6,45 N S,02% 
(1047,l) Gef. ,, 59,61 ,, 6,94 ,, 8,45% 

8. Triaihylammonium - 6,I-dimethyl- 1 - (5'- 0 -monomeihoxyirityl- 2'-desoxy -p -D - ribofuranosyl) - luma - 
zin-3'-(/l-cyanoaihyl)phosphai (24). Die Losung von 0,29 g (0.5 mmol) 6,7-Dimethyl- 1-(5'-0-mono- 
methoxytrityl-2'-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-lum~ine (22) [l]  und Pyridinium-(8-cyanoathy1)phosphat 
(hergestellt aus 0,48 g (1,5 mmol) Barium-cyanolthylphosphat [26]), in 2 ml abs. Pyridin wird mit 0,6 g 
(2,7 mmol) p-Tosyltriazolid versetzt und dann 16 Std. im Dunkeln bei RT. geriihrt. Man gibt d a m  2 ml 
Eiswasser zu, riihrt nochmals 30 Min. und extrahiert dann 6mal mit je 5 ml Chloroform. Die organi- 
schen Phasen werden vereinigt, mit Wasser gewaschen und dann iiber NaZS04 getrocknet. Nach Ein- 
engen auf ein kleines Volumen wird auf Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) aufgetragen, mit Chloro- 
f o r d  lproz. methanolischem Triathylamin 9: 1 entwickelt und die Hauptzone mit Chloroform/Me- 
than01 1: 1, dem wenige Tropfen Triathylamin zugesetzt sind, eluiert. Nach Eindampfen wird in Chloro- 
form aufgenommen, von wenig Ungelostem abfiltriert und nach Konzentrieren auf ein kleines Volu- 
men langsam unter starkem Riihren in 100 ml abs. Ather eingetropft. Der farblose Niederschlag wird 
abzentrifugiert, mehrmals rnit abs. Ather digeriert und gewaschen und dann i.V. bei RT. iiber PzOs 
getrocknet. Ausbeute: 0,2 g (50%) farbloser, amorpher Feststoff mit Smp. 168-171". 

9. Enzymafische Spalrungen. Man mischt 2-3 OD Substrat (bezogen auf die langwellige Absorp- 
tionsbande im UV.), 5 pl 1~ Tris/HCl-Puffer pH 8,9 und 5 p l 0 , l ~  MgC12-Liisung, erganzt mit Wasser 
auf 125 pl, gibt dann 2 p1 Schlangengiftphosphodiesterase zu und inkubiert 6 bzw. 24 Std. bei 37". Ein 
analoger Ansatz ohne Enzym wird gleich behandelt und dient als Bezugssystem. Anschliessend werden 
beide Ansatze getrennt auf Whatman-Paper 3MM aufgetragen, in 2-PropanoYkonz. Ammoniak-Lo- 
sung/Wasser 7: 1:2 bzw. l-Butanol/5~ Essigsaure 2: 1 chromatographiert und durch Eluieren des un- 
veranderten Dinucleosidphosphates rnit Wasser und spektroskopische Gehaltsbestimmung im Ver- 
gleich zum eingesetzten Substrat im Referenzansatz die prozentuale Spaltung ermittelt. 

Die Spaltungen mit Milz-Phosphodiesterase werden analog vorstehend durchgefuhrt, wobei sich 
der Inkubationsansatz folgendermassen zusammensetzt: Man mischt 2-3 OD Substrat (bezogen auf 
das langwellige Maximum im UV.) und 20 p1 einesPuffer-Cocktails (hergestellt aus 30 p1 I M  Kalium- 
phosphat pH 6,2,25 p 1 0 , l ~  EDTA-Natriumsalz pH 7, 30 pl lproz. wassr. Tween 80 und 115 pl Wasser), 
erganzt rnit Wasser auf 125 ml, setzt dann 2 p1 Enzym zu und inkubiert 6 bzw. 24 Std. bei 37". Als 
Referenz dient der gleiche Ansatz ohne Enzymzugabe. 

10. Bestimmung der Hypochromizitaten der Dinucleosidphosphate durch Enzymspaitung. In zwei 
Ansatzen werden jeweils 3,5-5 OD Substrat in ca. 100 p1 Wasser mit 5 p1 Tris/HCl-Puffer pH 8,9 und 
5 p1 0 , l ~  MgCl2-Losung versetzt und nach Zugabe von je  10 p1 Schlangengift-Phosphodiesterase bei 
37" inkubiert. Die erste Probe dient zur chromatographischen Verfolgung der enzymatischen Spaltung, 
die alle 30 Min. iiberpriift wird. Nach vollsthdiger Hydrolyse des Dinucleosidmonophosphates zu 
den monomeren Bausteinen wird die zweite Probe im Messkolben auf 5 ml rnit Phosphat-Puffer pH 7 
verdiinnt und gegen eine Referenzlosung gleicher Zusammensetzung ohne Substrat die Extinktions- 
iinderung des langwelligen Maximums des Lumazin-Teils spektrophotometrisch ermittelt bzw. die 
prozentuale Hypochromizitat gemass folgender Beziehung berechnet: 

% Hypochromizitat= ( 1 - e ) .  loo. 
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