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OLIGONUCLEOTIDE IIT*)
SYNTHESE VON URIDYLYL - (3'—e 5')-URIDYLYL-(3'— 5')-URIDIN

UND CYTIDYLYL-(3'—s 5')-URIDYLYL-(3'— 5')-URIDIN,
von F, Cramer wund S. Rittner

Chemische Abteilung der Medizinischen Forschungsanstalt
der Max-Planck-Gesellschaft Gttingen und Institut fiir
Organische Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt

(Received 2 November 1963)

Nachdem in unserem Laboratorium die erste Synthese eines
Ribodinucleotides mit 3'-endstiindiger PhosphatgrﬁppeI)und
die Darstellung eines Dinucleotides mit 5'-endsténdiger
Phosphatgruppez)gelungen war, teilen wir nun die Synthese
zweier Trinucleosid-diphosphate mit; nimlich des UpUpU und
CpUpUB).

Beli Oligonucleotidsynthesenin der Ribosereihe muss die
2'-OH-Gruppe des Zuckers spezifisch geschliitzt werden: dies
kann entweder durch die Acetyl—Gruppeh)oder durch die Tetra-
hydropyranyl-Gruppe geschehen5)6). Beide Miglichkeiten sind
fiir Ribooligonucleotidsynthesenu)7)verwendet worden. Wir
haben zum Schutz des 5'-Hydroxyls den Acetylrest, zum Schutz
des 2'-Hydroxyls den Tetrahydropyranylrest, und zum Abdecken
der 2',3'-Hydroxyle die p-Dimethyl-aminobenzalgruppe ver-

wendet.
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R = Uracyl

R‘- Uracyl, Cytosyl oder N-Acetylcytosyl

RZ- Tetrahydropyranyl

50 uMol 'i'-O-Acetyl-2'-0O-tetrahydropyranyluridin-3j'-phosphat
bzw. 5'-0-Acetyl-N-Acetyl-2'-0O-tetrahydropyranylcytidin-3'-
phosphat (I) wurden mit 11,2 pyMol 2',3'-0-(4-dimethylamino-
benzyliden)-uridylyl-(5'—e 3')-2'-0-tetrahydropyranyluridin (II)
in Gegenwart von DCC kondensiert. Das geschiitzte Trinucleosid-

diphosphat wurde zuniichst mit Ammoniak zZur Entfernung der Acetyl-
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schutzgruppen und anschliessend mit 50%iger Essigsiiure bei 100°
16 Min. lang zur Entfernung der Tetrahydropyranyl- sowie Benzal-
gruppe behandelt. Das in 30, 5%iger Ausbeute entstandene, noch
teilweise geschiitzte UpUpU ( RF= 0,06) ( III,R'-Uracyl, R2 und
R3 = H oder Tetrahydropyranyl ), sowie das in 21%iger Ausbeute
gebildete CpUpU ( ITTI, R'-Cytosyl, R2 und R3 = H oder Tetrahydro-
pyranyl ) ( Rp = 0,04; Amax = 263 bei pH 6,5 und 267 bei pH = 1,
Amin 238 bei pH 6,5 und 237 bei pH = 1 ) wurden papierchromato-
graphischs) gereinigt.

In beiden Fillen liessen sich die Tetrahydropyranylgruppen nur
unvollstiindig entfernen; offenbar ist also die Abspaltung die-
ser Schutzgruppen bei Anwesenheit von mehr als einer Internucleo-
tidbindung erschwerth).

Durch enzymatische Abbauversuche mit Ribonuclease und Schlangen-
gift konnten die beiden, noch Tetrahydropyranylgruppen enthal-
tenden isomeren Trinucleosid-diphosphate IITa und IIIb ( IIXa,
R1= Uracyl, R2= H und R3= Tetrahydropyranyl, sowlie IIXIb, R1=

3

Uracyl, R2= Tetrahydropyranyl und R“= H ) nachgewiesen werden.

Abbau mit Ribonuclease und Alkali

10 optische Dichteeinheiten (0OD) von ( III,R'= Uracyl ) (E =

260 my ) wurden lyophilisiert, in SOJ.HZO gelost, mit 25).
Trispuffer ( pH = 8 ) versetzt und 102 Ribonucleaselésung ( 50 ug)
zugegeben. Diese Ldsung wurde parallel mit einem Blindversuch

20 h bei 370 inkubiert., Anschliessend im 7:1:2—Gemisch8) chro-
matographiert. Durch nochmalige Behandlung des F;eckens vom
RF-VertVO,BZ (Uridylyl-(5'—e3')-2'-0-tetrahydropyranyluridin,

1v, R3= Tetrahydropyranyl) mit 50%iger Essigs#ure 12 Min. bei
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100° und alkalische Hydrolyse ( 0.3 m. KOH,37° 24 h) konnten

3'-Uridylsdure und Uridin in einem Verhidltnis von 1,1:1 nach-

gewiesen werden:
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Abbau mit Schlangengift

10. (0D) von (III, R' = Uracyl ) wurden lyophilisiert, in wenig
H20 gelst und mit 252 Trispuffer ( pH = 8,9 ) und 50 2 Schlangen-
gift ( 5 pg Protein/20 ml ) versetzt. Anschliessend wurde 6 h bei

37° inkubiert und im 7:1:2-Gemisch chromatographiert. Mono-
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nucleotid zu geschiitztem Dinucleotid IV ( Rz = Tetrahydro-

pyranyl, RS = H) ( RF = 0,32 ) berechneten sich als VerhHdlt-
nis 1,15 ¢ 1.
Wir danken Herrn Dr. G. Weimann fiir wertvolle Hinweise und

Anregungen.
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