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Synthese von Oligo-desoxyribonucleotiden mit
5'-terminaler Phosphat-Gruppe

Von Hans Sommer und Friedrich Cramer'”

Bei den meisten Oligonucleotid-Synthesen!*) am polymeren
Trager wird zunidchst ein Nucleosid mit seiner 5'-OH-
Gruppe am Triger befestigt. Abspaltung des synthetisier-
ten Oligonucleotids ergibt wieder eine freie 5'-OH-Gruppe,
diebeiweiterer Verwendungdes Produktesin Blockkonden-
sationen!?! phosphoryliert werden muf. Dieser zusitzliche
Schritt 148t sich vermeiden, wenn man ein Nucleotid tiber
die 5'-Phosphat-Gruppe an den Tréger heftet. Bislang sind
zwei Methoden dieser Art beschrieben!®),

[*] Dr. H. Sommer und Prof. Dr. F. Cramer
Max-Planck-Institut fiir experimentelle Medizin, Abt. Chemie
34 Gottingen, Hermann-Rein-Str. 3

[**] Das kéufliche Polymer von Bio-Rad Laboratories, Richmond,
Calif., lieferte schlechtere Ausbeuten.
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Wir haben eine neue Methode gefunden, die es in einfacher
Weise gestattet, Oligonucleotide mit 5'-Phosphat-Grup-
pen zu synthetisieren. Als Triger wird ein zu 5%, vernetztes
makropordses Chlormethylpolystyrol (1)1 verwendet
(die Chlormethylierung des Polystyrols erfolgte nach
Merrifield!*)), das 0.75 mmol Chlormethy!-Gruppen pro g
Polymer besitzt. Es wird in 24 Std. bei 60°C in Dimethyl-
formamid mit einem 1.3-fachen Uberschufl des Na-Salzes
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von Thymidin-5-phosphorothioat (2)") unter S-Alky-
lierung!® zu (3) umgesetzt. Der Grad der Beladung mit
(2) hdngt ab von der Reaktionszeit, der Temperatur und
dem Mengenverhiltnis der Reaktionspartner. Er liegt
zwischen 0.083 und 0.41 mmol pro g Polymer. Optimal fiir
Oligonucleotidsynthesen ist ein Beladungsgrad von 0.175
bis 0.27 mmol pro g Polymer. Nicht verbrauchte Chlor-
methylgruppen werden mit 2 N Na-Methylat in wasser-
freiem Pyridin (1:6) wihrend 1 Std. bei Raumtemperatur
verithert.

Der schrittweise Aufbau der Oligonucleotidkette erfolgt
durch Verkniipfung der freien 3'-OH-Gruppe mit einem
3- bis 5-fachen UberschuB an geschiitztem 3'-0-Acetyl-
desoxyribonucleosid-5'-phosphat in wasserfreiem Pyridin
wihrend 6 bis 8 Std. bei Raumtemperatur in Gegenwart von
2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonsiurechlorid (TPSCl) als
Kondensationsmittel (2.5-facher UberschuB bezogen auf
die Phosphat-Komponente). Nach Abspaltung der 3'-O-
Acetylgruppe mit 2 N Na-Methylat in wasserfreiem Pyri-
din (1:9) in 25 min bei Raumtemperatur kann der nichste
Kondensationsschritt erfolgen.

Die Abspaltung des Oligonucleotids vom Polymeren ge-
lingt mit Jod (10 mg/ml) in Pyridin/Wasser (3:1) wihrend
20 Std. bei Raumtemperatur. Die Schutzgruppen bleiben
dabei erhalten, und an C-5' des abgespaltenen Produktes
steht die Gruppierung —O—PO?2~. Nach dieser Methode
wurden folgende Oligo-desoxyribonucleotide dargestellt
und durch Papierchromatographie und enzymatischen Ab-
bau mit Phosphodiesterase charakterisiert (die Ausbeuten
beziehen sich auf die letzte Kondensationsstufe)l”):

(pdT), 39% (pdT); 5% (pd)19% (pdT)s 219,
pdTpdan®C 23% pdTpdan*CpdT 18%
pdTpdbz®A 21% pdTpdbz®ApdT 25%
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Neue Analoge des Adenosin-3',5'-cyclophosphats

Von Bernd Jastor{f und Wolfgang Freist"!

Adenosin-3',5'-cyclophosphat (c-AMP) ist in den letzten
Jahren als eines der wichtigsten niedermolekularen Regu-
lationsmolekiile auf allen Stufen der Evolution erkannt

[*] Dr. B. JastorfT und Dr. W. Freist
Max-Planck-Institut fiir experimentelle Medizin,
Abteilung Chemie
34 Gottingen, Hermann-Rein-StraBe 3
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worden!!l, In jiingster Zeit wurden zahlreiche Derivate
des c-AMP synthetisiert®), um Substanzen mit spezifischer
biologischer Aktivitdt zu erhalten und um die molekulare
Wechselwirkung mit dem Rezeptor aufzukldren. Wir be-
richten hier iiber die Darstellung von Derivaten, in denen
die Positionen N-1, C-2 und C-2’ modifiziert sind.

Bei der Modifizierung von N-1 bzw. C-2’ gingen wir von
Adenosin-3',5'-cyclophosphorsiure (/) aus.

NH,
\JNJO
O,
NHz o]
\P 5
CO,H 2z+~0 H
(o3|
r()z On (2)
48h RT NH,
/ \N
C% .
\ O.
(1) 72 b, RT
O

(3)

Aus Adenosin-3',5'-cyclophosphorsdure (/) erhidlt man
das 1-N-Oxid (2) durch Oxidation (48 Std., Raumtempera-
tur) mit Monoperphthalsiure!® in Phosphatpuffer
(pH="7)" mit 789, Ausbeute (papierchromatographische
Isolierung).

Der Dinitrophenyldther (3) wurde durch Umsetzung
(72 Std., Raumtemperatur) des Tri-n-butylammonium-

B Neo N
N N* R ¢l ,N
(@] N” °N" R
Ho° "%, po-P-0
OP(OC;Hy); 1
OH
OH OH
(4) OH H
ﬁccn (3)
N [N
L R =Cl
N R (a), =C
o (b), R = Br
~0 OH
’I
O on (6)

salzes von (/) mit 4 Aquivalenten 2,4-Dinitrofluorbenzol
in DMF/Diisopropyldthylamin (Hiinig Base) (40:1) mit
66 Ausbeute dargestellt und durch préaparative Schicht-
chromatographie isoliert. Die C-2 substituierten Derivate
(6) lassen sich nicht direkt aus c-AMP erhalten. Zu ihrer
Darstellung wurden die 2-Halogennucleoside (4)'%! mit
POCI, in Tridthylphosphat phosphoryliert!® [Ausbeuten:
(5a): 68%, (5b): 61%] und die 5'-Phosphate (5) mit
Dicyclohexylcarbodiimid in  wasserfreiem  Pyridin/
DMSO cyclisiert [Ausbeuten: (6a): 72%, (6b): 55%).
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