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Kiirzlich berichteten wir iiber die Synthese von Uridylyl-
(3'_5')—uridylyl—(j'—S')—uridin1) (UpUpU)Z), andere Arbeits-
kreise synthetisierten UpUpU, ApUpU, UpApUpU3_5) und CpUpA6).
Wir teilen heute die Synthese eines Trinucleosiddiphosphates
mit, welches am Anfang der Kette einen Guanylrest besitzt.
T1—Ribonuclease hydrolysiert in RNS spezifisch die (3'-5‘)—
7).

Internucleotidbindung neben Guanosin-3'-Phosphaten Dieses

Enzym besitzt auBerdem eine beachtliche synthetische Aktivi-
tdt, wobei Guanosin-2'.3'-cyclophosphat als Substrat dients).
In Gegenwart von Nucleosiden entstehen dabei die entsprechen-
den Dinucleosidphosphate, ohne dafli auBerdem Oligoguanyls&duren
gebildet werden. Wir haben versucht, in dieser Reaktion ein
Nucleosid durch ein Dinucleosidphosphat zu ersetzen. Zu die-
sem Zweck synthetisierten wir Uridylyl-(3'-5')-cytidin aus
5'.2'_0-Diacetyl-uridin-3'-phosphat und 2'.3'-0-(2.4)-
Dimethoxybenzyliden—N6—benzoylcytidin mit DCC als Kondensa-

tionsmittel. Nach Abspaltung der Schutzgruppen unter milden
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Bedingungen isolierten wir Uridylyl—(}'«ﬁ‘)—cytidin in einer
Ausbeute von 41 % bezogen auf eingesetztes Uridylsdure-Deri-
vat. Dieses Dinucleosidphosphat wurde zusammen mit Guanosin-
2'.3'-cyclophosphat mit T1—Ribonuclease inkubiert unter Be-
dingungen, wie sie fiir die Synthese von Dinucleosidphosphaten
angegeben wurden8).

Durch prédparative Papierchromatographie wurde ein Ol igonuc-
leotid isoliert, das aufgrund seines chemischen, chromatogra-
phischen und enzymatischen Verhaltens die Sequenz GpUpC be-
sitzt. Bei der enzymatischen Hydrolyse mit Pankreas-Ribonuc-
lease entsteht ein Guanyls#dure enthaltendes Oligonucleotid
sowie Cytidin. Spaltung: GpUpC ~—————> GpUp + C. Mit T1—Ribo—
nuclease entstsht 3'-Guanylsdure und UpC im Verhdltnis 1 : 7.

Spaltung: GpUpl ~———> Gp + UpC.

Experimenteller Teil

Guanosin-2'.3'-cyclophosphat wurde nach Angaben von H.G.

3)

Khorana et al. hergestellt Die Reaktionsmischung wurde nach
Abtrennung des DCC und des Dicyclohexylharnstoffes ciner Siu—

lenchromatographie an DEAE-C: 'iulose unterworfen. Dadurch

wurde die nicht umgesetztc Guanylsidure abgetrennt.

2'.5'=-0-Diacetyluridin-3'-phosphat und 2',5'=0-{(2.4-Di-

methyoxy)—benzyliden—Né—benzoyl—cvtidin: Uber die Herstellung
3)10)

wird an anderer Stelle berichtet

Uridylyl—(j'—;')—cytidin: Die Synthese erfolgte aus liquimo-

laren Mengen 2'.5'-0-Diacetyluridin-3'-phosphat und 2'.5'-0_
. . . &
(2‘h-Dlmethyoxy)—benzyllden—N)—benzoylcytidin mit DCC als

Kondensationsmittel. Die Reaktionsbedingungen und die Aufar-
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beitung sind der Darstellung des Uridylyl-3'-5'-adenosins ana-
1og11). Die Schutzgruppen wurden durch Behandlung mit konzen-
triertem Ammoniak/Dioxan = 1/1 (48 Std. bei Raumtemperatur) und
mit 80%iger Essigsiure (2 Std. bei Raumtemperatur) abgespalten.
Das Dinucleosidphosphat wurde durch Sdulenchromatographie an
DEAE-Cellulose unter Verwendung eines Tridthylammoniumbicarbo-

natpuffers isoliert. (Ausbeute 41 ).

Enzymatische Synthese von GpUpC: 6,5 pMol Guanosin-2'.3'-

cyclophosphat (Triithylammoniumsalz), 20 pMol Uridylyl—(B‘-5')
-cytidin wurden in 0,1 ml Tris-Puffer-pH 7 [0,05 m] geldst.
Die Losung wurde 24 Std. bei 2° mit 1 we T1—Ribonuclease in-
kubiert, anschlieflend wurde das Enzym durch Schiitteln der Lo-
sung mit 0,5 ml Chloroform/Isocamylalkohol = 1/1 inaktiviert.
Die widfirige Phase wurde auf Papier aufgetragen (Schleicher und
Schiill 2043 b gew.) und das Chromatogramm mit dem Laufmittel
n-Propanol/konz.Ammoniak/Wasser = 55/10/35 entwickelt. Neben
G-3'p (Rf 0,34); UpC (Rf 0,50), G-2'.3'~cyclophosphat (Rf 0,64)
zeigte sich im UV eine neue Substanz (Rf 0,20). Der entspre-
chende Streifen wurde ausgeschnitten und mit wenig Wasser

eluiert. Ausbeute: 15 OD-Einheiten bei 257 mpu.

Charakterisierung der Substanz mit dem Rf-Wert 0,20 durch

enzymatische Hydrolyse

a) Mit Pankreas-Ribonuclease:

6 OD-Einheiten Substanz und 100 ug RNase in 0,15 ml Tris-Puf-
fer-pH 7 [0,05 m] wurden 24 Std. bei 370 inkubiert. Das Chro-
matogramm der Hydrolyseldsung in dem angegebenen Laufmittel
zeigte zwei neue Substanzen mit den Rf-Werten 0,11 und 0,58

neben sehr wenig Ausgangsmaterial.
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b) Mit T,-Ribonuclease:

6 OD-Einheiten der Substanz und 0,5 pg TT-RNase wurden in 0,1
ml Tris-Puffer-pH 7 [0,05 m] geldst und 24 Std. bei 377 inku-
biert. Das Chromatogramm der HydrolyselOsung zeigte nur zwei
neue Substanzen mit den Rf-Werten 0,24 und 0,38 im Verhdaltnis

L I

Tabelle der Rf-Werte

Laufmittel: n-C H70H/NH3 konz./H20 = 55/35/10

3
Uridin-3'-phosphat 0,36
Guanosin~3'-phosphat 0,29
Cytidin 0,56
Uridylyl-(3'-5')-cytidin 0,42

Guanosin-2'.3'-cyclophosphat 0,49
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