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Dinucleosidphosphate eindeutiger Verkniipfung sind auf verschiedenen Wegen dar- 

gestellt worden, deren gemeinsames Merkmal die Blockierung aller nicht an der 

Kondensationsreaktion beteiligten Funktionen durch verschiedenartige Schutz- 

gruppen ist (1,2). Die Synthese von 3'-5'-Dinucleosidphosphaten kann jedoch we- 

sentlich vereinfacht werden, wenn man acylierte 3'-Ribonucleotide (2) mit Ribo- 

nucleosiden ohne Schutzgruppen in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid oder 

Triisopropylbenzolsulfochlorid umsetzt. Da bei der alkalischen Aufarbeitung des 

Reaktionsgemisches die unnatiirlichen Isomeren ohne weiteren Aufwand wieder zer- 

stbrt werden und aul3erdem die Diesterbindung ."~r 5'-OH-Gruppe des Nucleosids 

bevorzugt gekniipft wird, kann man dir Bildung eines Isomerengemisches in der 

Kondensationsreaktion selbst in Kauf nehmen, auf die aufwendige selektive Blok- 

kierung der 2'- und 3'-OH-Gruppe im Nucleosid verzichten und dennoch eine Aus- 

beute von 30 - 40 % an 3'-5'-Dinucleosidphosphaten erzielen. Ausgehend on acy- 

lierten 2'-Mononucleotiden und ungeschiitzten Nucleosiden sind such reine 2'-5'- 

Dinucleosidphosphate erhgltlich. 

Auf diese Weise wurden die in Tabelle 1 aufgefiihrten Verbindungen I - XII dar- 

gestellt. Die Struktur aller Diester ist gesichert durch ihre spektralen Daten 

und die vollstZndige Hydrolyse durch NaOH und Pankreas- oder T2-Ribonuclease, 

die nur das betreffende Nucleotid und Nucleosid liefern; sie verbrauchen die 

einer Glykolgruppierung squivalente Menge Perjodat. 
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Tabelle 1 : 

No.22 

h max HYPO- eluiert 
(I-UIl) chromic 

pH 1 pH 7 (%I 
bei RF 
PH 

I (3'-5')-Cytidylyl-adenosin (CPA) 265 

II ': 11 3-isoadenosin 275 

III 11 11 N6-methyladenosin 266 

IV " !( N6-dimethyladenosin 273 

V 11 !: purin-9-ribosid 270 

VI " II uridin (CPU) 268 

VII II $1 N3-methyluridin 269 

VIII tl II cytidin (CpC) 278 

IX (3'-5')-Uridylyl-N6-dimethyladenosin 264 

X (3'-5')-Adenylyl-N6-dimethyladenosin 263 

XI (3'-5')-Guanylyl-cytidin (GpC) 275 

XII (2'-5')-Cytidylyl-uridin (2'-5'-CPU) 268 

261 

272 

267 

272 

263 

265 

265 

269 

267 

262 

255 
268 

265 

7,5 

lo,0 

8,o 

935 

595 

4,5 

635 

6,o 

335 

11,o 

5,o 

3,05 

394 

391 

3,d 

2,7 

2,95 

2,95 

3,25 

226 

2,75 

2,75 

2,95 

0,35 

0,29 

0,42 

0,44 

0,36 

0,31 

0,47 

0,33 

0,50 

0,50 

0,20 

0,31 

A max : in o,l n HCl oder Dimethylglutarsaurepuffer pH 7,0. RF-Werte: in Iso- 

propanol/Wasser/2 n NH3 7:2:1. Hypochromie: errechnet aus dem Extinktionsanstieg 

in h max nach enzymatischer Spaltung mit weniger als 1 % des Volumens an Ribo- 

nuclease-Lbsung bei pH 7,0 und der Ionenstsrke 0,2. 

4 2' 
Allgemeine Arbeitsweise: 0,2 mMo1 N ,O ,0 

5' -Triacetyl-3 '-cytidylssure, 0 2' 5'_ 
,O 

Diacetyl-3'-uridylsaure, , ,0 N6 02' 5' -Triacetyl-3 '-adenylsaure, N2,0 2',05'_Tri_ 

acetyl-3'-guanylsgure oder N4,O 
3',05' -Triacetyl-2'-cytidylssure, als freie Saure 

oder Pyridiniumsalz, 0,3 mMo1 Nucleosid und 250 mg cl,2 mMo1) Dicyclohexylcarbo- 

diimid wurden in moglichst wenig wasserfreiem Pyridin - evtl.unter Zusatz von 

Dimethylformamid - geltjst und verschlossen 8 - 14 Tage bei Raumtemperatur aufbe- 

wahrt.Dann wurde bis zur Triibung Wasser zugesetzt,der ausgefallene Dicyclohexyl- 

harnstoff abfiltriert,die Mischung 3 ma1 mit je lo ml Petrolather extrahiert und 

zur Trockene eingedampft.Der Riickstand wurde fiber Nacht mit 20 ml Ammoniak in 

Methanol (bei o" gesattigt) behandelt, erneut zur Trockene eingedampft und dann 

in Wasser aufgenommen. Nach Filtration von evtl.Ungelbstem wurde das Produkt 

durch Ionenaustauschchromatographie an Dowex 1 x 2 (Formiatform,Elution mit ei- 

nem Gradienten von o,ool-0,05 n HCOOH) oder Papierchromatographie isoliert. 
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Bei der Kondensation der 2',5'-O-Acyl-3 '-nucleotide mit ungeschiitzten Nucleo- 

siden entsteht zunachst ein schwer trennbares Gemisch der partiell acylierten 

3'-5'- , 3'_3'_ und 3'-2'-Dinucleosidphosphate. Bei der Abspaltung der Acylreste 

durch Ammoniak werden jedoch die beiden letztgenannten Isomeren mit hydroly- 

siert, so da8 schlieglich ein chromatographisch leicht trennbares Gemisch aus 

3'-5'-Dinucleosidphosphat, zwei Nucleosiden und zwei Mononucleotiden vorliegt: 

? OR ? OR 
PO< 

DCC 
OYO- 

42 
3 0 

2 R= 
0 B2 

o B ‘c)I ‘OCH3 OH OH 

“Oy+B’R RO+&R 

0 OR 
+ 0=+-o- + 

F, OR 

i, OH 

070 - 

HO 0 

OH OH 

3’-, 5’ 

NH3: / 

J HO OB’ ’ w 
Q OH + 

HOW’ 

I -XXI 
R=H PO{ 

OH OH 

82 
HO-p 0 HO-PO\ 

.b + dH 
PO,= OH OH 

( B1 und B2 : vgl. Tabelle 

Aus dem MengenverhYltnis der Reaktionsprodukte - 

1) 

beispielsweise 3'-5'-CpA (I), 

Adenylsaure und Cytidin nach Umsetzung von Triacetyl-3 '-cytidylssure mit Adeno- 

sin (B1 = Cytosin, B2 q Adenin) - ist zu errechnen, da13 40 - 50 % des Umsatzes 

auf die Bildung des 3 '-5'-Phosphodiesters entfallen? wzhrend die 2'- und 3'-OH- 

Gruppe des Ausgangsnucleosids nur zu je 25 - 30 % mit dem Mononucleotid reagie- 

ren. 

Die vereinfachte Dinucleosidphosphatsynthese gelingt am besten mit Nucleosiden, 

die keine reaktiven Gruppen im Basenteil enthalten (III - VII). Ungeschiitzte 

Aminogruppen wie im Falle von Adenosin und Cytidin (1,VIII) fiihrten unter den 
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Reaktionsbedingungen nicht zu Nebenreaktionen gr6Aeren Ausm.a.?es . Hit ungeschutz- 

tern N3-Harnsaureribosid als Nucleosid erhielt man dagegen nur eine geringe Menge 

des erwarteten 3' -5'-Dinucleosidphosphates unter mehreren anderen Produkten. 

Dinucleosidphosphate, in denen die Phosphatgruppe nur 2'- und 3'-OH-Gruppen bei- 

der Riboside verbindet Cd.h. in 2'-2'- , 2'-3'- , 3'-2'- oder 3'-3'-Stellung), 

wurden im Gegensatz zu den 2'-5'- , 3'-5'- und 5'- 5'-Verbindungen unseres Wis- 

sens bisher nicht synthetisiert C3,4). Ein Versuch zur Darstellung von 3'-2'(3')- 

CpA (XIII) bestztigte die bei der Umsetzung ungeschiltzter Nucleoside beobachtete 

groAe Alkaliempfindlichkeit solcher Dinucleosidphosphate. Die Kondensation von 

Triacetyl-3'-cytidylsgure mit 5' -0-Acetyl-adenosin ergab such nach mtjglichst 

schonender Ammoniakbehandlung nur noch Spuren an XIII, stattdessen fanden sich 

im Reaktionsgemisch Ziquimolare Mengen an 2'(3')-Cytidylsdure, 2'(3')-AdenylsZure, 

Cytidin und Adenosin. 

Die wesentlich h6here Hydrolysegeschwindigkeit der 2'(3')-2'(3')-Diribonucleosid- 

phosphate wie XIII, verglichen mit den 3 '-5'-Isomeren (I), kann nur auf die An- 

wesenheit zweier OH-Gruppen in d-Stellung zur Phosphatgruppe zurL!ckgehen: 

HO 0 ” 
W 

Hod' HOti' 

0 OH 

-o-f=0 
? OH $I OH 
- = - = 

Od* Hg BgoH 
OH OH $0 OH 

( B1 = Cytosin , B2 = Adenin 1 

Ribonucleosid<3'-3')2'-deoxyribonucleosidphosphate der Struktur XV mit nur einer 

OH-Gruppe neben dem Phosphatrest sind r&nlich ebenso hydrolysebestandig wie die 

3'-5'-Diribonucleosidphosphate (I). Die isomeren CytidylsFJure-2'-deoxyadenosin- 

ester 3' -5'-CpdA (XIV) und 3'-3'-CpdA (XV) wurden durch Kondensation von Tri- 

acetyl-3'-cytidylsaure mit 3'-O-Acetyl- bzw. 5'-0-Acetyl-2'-deoxyadenosin unab- 
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hxngig synthetisiert und nach Entfernung der Acetylgruppen in etwa gleicher 

Menge gewonnen. Die Dinucleosidphosphatsynthese mit ungeschutzten Nucleosiden 

ist daher nicht ohne weiteres auf Deoxyriboside libertragbar. Allerdings fand 

sich such beim Umsatz von Triacetyl-3 '-cytidylsaure mit ungeschiitztem Deoxy- 

adenosin oder Thymidin wieder das 3 '-5'-Isomere (XIV,XVI) in etwa der doppelten 

Menge des 3'-3'-Isomeren (XV,XVII), so daA bei sorgfaltiger SZulenchromatogra- 

phie jeweils die bei hbherem pH-Wert eluierte 3'-5'-Verbindung rein - wenn such 

verlustreich - isoliert werden konnte. Die in Tabelle 2 zusammengestellten Ver- 

bindungen XIV - XVII sind zugleich neue Vertreter der wenig bekannten gemisch- 

ten Ribose-Deoxyribose-Oligonucleotide (5). 

Tabelle 2 : 
hmax Hypo- eluiert 

(l-m) chromic bei RF 
+1 

pH 1 pH 7 (%) PH 

XIV (3'-5')-Cytidylyl-2'-deoxyadenosin 265 261 7,0 3,25 0,40 

xv (3'-3')-Cytidylyl-2'-deoxyadenosin 265 261 0 3,20 0,'+2 

XVI (3'-5')-Cytidylyl-thymidin 272 268 8'0 2,95 0,45 

XVII (3'-3')-Cytidylyl-thymidin 272 268 
(im Gemisch mit XVI) 

2,90 0,'+5 

+1 Bedingungen wie bei Tabelle 1 beschrieben. 

Die beschriebenen und weitere, leicht zugangliche Dinucleosidphosphate unnatyr- 

lither Basenzusammensetzung und Verknilpfungsart sind als Substrate sowie zur 

Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen den Nucleobasen von mannigfachem 

Interesse. Uber den hypochromen Effekt und die Spaltungsgeschwindigkeiten die- 

ser Verbindungen und analoger Nucleotid-alkyladenin-ester durch Pankreas-kibo- 

nuclease wird an anderer Stelle berichtet (6). 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich filr die Forderung dieser Arbeit, 

der Zellstofffabrik Waldhof, Mannheim, fur vertvolle Chemikalien. 
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