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THYMIDYLYL-(3'-5') THYMIDIN +)
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UV-, IR- und NMR-~Spektren von Oligonucleotiden in inerten
Lisungsmitteln sind bisher nicht zuglnglich gewesen, da

diese stark hydratisierten Anionen in weniger polaren
Losungsmitteln unltslich sind. Bei der Methylierung von
Thymidylyl-(3'-5') thymidin (I) mit Diazomethan beobachteten
wir das Auftreten des Methylesters von I 1). Die Stabili-

tiit dieses Triesters veranlafite uns, durch Reaktion von
Desoxyoligonucleotiden mit Phenyldiazomethan die entsprechenden
Benzylester darzustellen und deren Eigenschaften zu unter-
suchen. (Zur Reaktion von Nucleotiden mit Phenyldiazomethan

vgl. Zitat 2) ).

I reagierte als freie Siure nahezu quantitativ mit Phenyl-
diazomethan zu Thymidylyl-(3'-5') thymidin-benzylester (II)
der durch prédparative Diinnschichtchromatographie in Lésungs-

mittel A in 80-proz. Ausbeute isoliert werden konnte.
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“(C27H33010NhP MG 604.5 ber.: P 5.1 % N 9.3 %
gef.: P 5.8% N 9.5 %
. 260 _ . 260
uve A 265my 386 = 1-68i 355~ = 306 in CH;0H
.. 260 . 260 = 1.37 in CH,0H/NaOH )
A.max 263 my _2 ) = 1.95; _52 ) 3

Benzylierung des Thymin in N

3

II wurde durch 80-proz. Essigsiure bei Raumtemperatur nicht

hydrolysiert. Auch bei 100° C war nach 13 Minuten noch keine

Spaltung des Triesters festzustellen. Mit NHhOH erfolgte

langsame Hydrolyse zu I

OH

I R=H; B1=B =Thymin

2

IV R=Trityl; B1=B2=Thymin

V R=Monomethoxytrityl;
B1=Adenin; B2=Thymin

VII R=H; B1=Adenin;
82=Thymin

OH

ITI Rs=H; B1=B2=Thymin
III R=Trityl; B1=B2=Thymin

VIa] R=Monomethoxytrityl;
VIb B1=Adenin; 82=Thymin

II wurde durch Behandeln mit NaJ in Acetonitril bei 80°% ¢

quantitativ zu I debenzyliert. II reagierte in Pyridin mit

Tritylchlorid zu 5'-0-Tritylthymidylyl-(3'-5') thymidin-

-Stellung wurde nicht beobachtet.
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benzylester {(III), der in 40-proz. Ausbeute durch pripara-
tive Diinnschichtchromatographie an Silicagel in Losungsmit-
tel D isoliert wurde (CuéﬂuloloNhP MG 846.9

N6.6% P3.7%

gef.: N6.1% P 3.2 %;

-8
o]
H

s A 3 _2..6._ = .
uv: 2635 my 380 = 1.59 in CHSOH,
b mp 260 _
a 263 my 380 1.75 in CHBOH/NaOH )

Saure Hydrolyse von III {80-proz. Essigsiure, 10 Minuten 100° c)
fithrte zu II. Durch NaJ wurde III zu 5'-0-Tritylthymidylyl-
(3'-5') thymidin (IV) debenzyliert. IV reagierte als Pyridinium-
salz in Athanol mit Phenyldiazomethan in 80-proz. Ausbeute zu
III, identisch mit dem nach der oben erwihnten Methode darge-
stellten Produkt. Aus dem Pyridiniumsalz des 5'-0-Monomethoxy-
trityldesoxyadenylyl-(3'-5') tﬂymidin (V) entstanden mit
Phenyldiazomethan zwei SubstanzenVIa und VIb in 70-proz. Aus-
beute, deren UV~Spektren und Analysen identisch waren.
(Ch7Hh8011N7P MG 917.9 ber.: N 10.7 % P 3.4 %

gef.: VIaN 10.6 % P 3,6 %

VIb,N 10.5 % P 3.5 %

260 260 .
UV:Amax 262 mu 380 = 3.37, 5T ~ 1.93 in CHBOH;
260 260

(]

259 mu 3g5 = 313, 3o = 1-50 in CHBOH/NaOH )

A max
VIa und VIb gaben nach saurer H-drolyse (80-proz. Essigsiiure
10 Minuten, 100° C) und Debenzylierung durch NaJ jeweils
Desoxyadenylyl-(3'~5') thymidin (VII), welches durch Phos-
phodiesterase aus Sn..ke Venom zu Desoxyadenosin und Thymidin-
5'-phosphat im Verhiiltnis 1:1 gespalten wurde. Danach miissen

VIa und VIb isomere Benzylester sein. Eine nihere Untersuchung
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dieses Phinomen wurde begonnen.

5'-0-(8,8,8) Trichlordthylphosphorylthymidylyl-(3'-5")
thymidylyl-(3'-5')thysddin(X) wurde als freie Siure mit
Phenyldiazomethan in den entsprechenden Tribenzylester

VIII iiberfiihrt, der in 80~proz. Ausbeute isoliert werden

konnte (053H60°22N6013P3 MG 1332.4 ber.: N6.3% P 7.09%
0 gef.: N6.1% P 6.6 % )
Il
Cl3C-CH,-0-R-0— 0]
0
C6H5—ClH2 0 VIII T = Thymidin
|
O=|P—O—CH2—C6H5

0— 0T

0
0=b—-0-CHy-CgHs
! T
0 0
OH
VIIT konnte durch NaJ in Acetonitril quantitativ zu IX debenzy-

liert werden, welches nach chromatographischer und enzymatischer

Analyse mit authentischem Material identisch war.

Alle dargestellten Triester wurden als feste, teils kristalline
Substanzen isoliert, die in organischen Lisungsmitteln wie

Chloroform, Acetonitril oder Aceton 1l6slich waren.

Diinnschichtchromatographie

Die Chromatographie erfolgte an Silicagel-Fertigplatten HF25A
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(Merck AG, Deutechiund). Zur priparativen Dunnachichtchroma-
tographie wurde Silicagel PF,, (Merck AG, Deutschland) be-
nutzt.

Lésungsmittel: A Butanol, gesittigt mit Wasser; B Isopropanol:

Wasser = 8:1:1; C Chloroform : CH,OH = 9 :1,

NHAOH 3

conc’
D Chloroform : CHBOH = 95 : 5

Tabelle der R_-Werte

f
A B [o D
I 0.13 0.27
Ix 0.63 b
III 0.80 0.40
Iv 0.25 0.45
v 0.35 } 0.57
vl 0.58 +
0.69
VII 0.39
VIII 0.43
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