nach Gl. (1b){*! oder auch zu GeX,4, GeX; und H,2l
Trijodgerman, HGeJ 3, wurde lediglich als Intermediérpro-
dukt bei Germylierungsreaktionen von Olefinen mit
GeJ,/57-proz. walr. HJ vermutet(3- 4.

Nachdem uns durch Auflésen von GeBr,!®! in wasserfreiem
HBr die Darstellung von reinem, GeBry-freiem HGeBrs
gelungen war, haben wir nun gefunden, dal HGeJ3 beim
Aufkondensieren von wasserfreiem HJ auf reines Gel,
in quantitativer Ausbeute entsteht [Gl. (1a)]:

GeX, + HX % HGeX; (1)

Die schwach gelbliche Losung ist unterhalb —50°C halt-
bar, bei Raumtemperatur tritt allmihlich Zersetzung nach

HGels + HJ — Gels + H; @
(ca. 50 % nach 7d) ein, Dismutation zu H>GeJ; und GeJ,
ist nicht zu beobachten. Beim Abzichen des Losungsmittels
HJ, selbst bei tiefer Temperatur, verbleibt nur GeJ, als
fester Riickstand [Gl. (1b)]. Auch andere Darstellungsver-
suche durch Umbhalogenierung mit HGeCl;/HJ, HGeCl,/
GelJ, oder HGeCl,/HSiJ, als Reaktanden fithrten zu GeJ,.
Hingegen entsteht HGeJ; glatt beim Aufkondensieren von
iiberschiissigem HJ auf GeBr,. In einer Suspension von
Gel, in 57-proz. wiBr. HJ konnten wir jedoch keine Bil-
dung von Trijodgerman feststellen.

Demnach ist HGeJ; nur in fliissigem HIJ existenzfahig,
so daB auch sein Raman-Spektrum an solchen Losungen
vermessen wurde. Es zeigt die fiir ein C3,-Molekiil geforder-
ten drei polarisierten sowie drei depolarisierten Linien
(Tabelle 1). Die Frequenzen sind in den erwarteten Berei-
chen, die sich aus Korrelationen und vergleichenden
Schwingungsberechnungen fiir die Reihen HGeX; (X=Cl,
Br®! J) und HGeX3/GeX, ergeben.

Tabelle 1. Grundschwingungen (cm™ ') aus dem Raman-Spektrum von
HGelJ;.

Rasse v Zuordnung
A, A 2068 {0.5, p) vGeH

V2 203 (10, p) vsGels

V3 93 (5, p) 8,GeJ,
E Va 260 (1.5, dp) vasGely

Vs 66 (6, dp) 8,,Gel,

Vg 643 (0.6, dp) 8HGeJ

vGeH und 8HGeJ sind geringfiigig konzentrationsabhiin-
gig; in sehr verdiinnten Losungen liegen sie um 5-8 cm™
hoher.

Bei der Reaktion stochiometrischer Mengen HJ mit GeBr;
oder einem GeBr,4/Gel ,-Gemisch bilden sich neben HGel,
auch die gleichfalls nicht isolierbaren Trihalogenide
HGeBrJ; und HGeBr,J, die anhand ihrer Leitfrequenzen
im Raman-Spektrum (220 sst, p bzw. 239 cm™! sst, p)
erkannt werden konnen.

-
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Eine neue Konzeption zur Synthese von Oligodesoxy-
ribonucleotiden!*"]

Von Hubert Koster und Walter Heidmann(*1

Herrn Professor Friedrich Cramer zum 50. Geburtstag ge-
widmet

Zur Synthese von bihelicalen Polydesoxyribonucleotiden
mit definierter Sequenz nach herkémmlichen Methoden!!]
werden chemisch synthetisierte kurze Oligodesoxyribonu-
cleotide an der freien 5'-OH-Gruppe mit dem Enzym Poly-
nucleotid-Kinase und ATP phosphoryliert und sodann mit
dem Enzym Polynucleotid-Ligase verkniipft. Die Synthese
dieser kurzen Oligodesoxynucleotide beginnt vorteilhaft
mit einem an der 5-OH-Gruppe geschiitzten Nucleosid.
Fiir die Verldngerung sind 3'-0-geschiitzte Desoxyribonu-
cleosid-5'-phosphate (oder 3'-O-geschiitzte Didesoxyribo-
nucleosiddiphosphate oder Tridesoxyribonucleosidtri-
phosphate) erforderlich. Um eine eindeutige 3'— 5'-Inter-
nucleotidbindung herbeizufiithren, miissen die Aminogrup-
pen der heterocyclischen Basen ebenfalls geschiitzt werden,
Fiir die Synthese eines lidngeren bihelicalen Polydesoxyri-
bonucleotids sind demnach sehr viele Zwischenprodukte
erforderlich [ Verbindungen vom Typ (4), (7) und (11)].

Wir entwickelten eine Konzeption, die den Aufwand bei
derartigen Synthesen dadurch verringert, daB wenige
Schliisselverbindungen fiir mehrere Reaktionswege ver-
wendet werden konnen.

Es gelang uns, 3'-0-acetylierte Desoxyribonucleoside (6)
nahezu quantitativ mit Phosphorsdurechlorid direkt in die
3'-O-acetylierten Desoxyribonucleosid-5-phosphate (7)
zu iiberfithren. Die Verbindungen (6 ) werden durch Acety-
lierung und anschlieBende Detritylierung der fir den Ket-
tenanfang notwendigen 5-monomethoxytritylierten Des-

p1NH: pINHR RINHR g VHR
J.OH — J-oa —  |low — H
HO RO HO MMtrO
(1) (2) (3) (4)
BlNHR BlNHR BINHR
(4) — ‘I-OAC — OAc —» o -J>OAc
MMtrO& HO HOPO
o%
(3) (6) (7)
peNHR 1NHR  ;NHR g!NHR gNHR
o "—OAc —> _’\Opg—}'OAC — OPO H
HO(l;(g) MMtrO Op MMtrO OO
(7) (8) (9)
gINHR o NHR gINHR o NHR

(@]

(8 —> J\o OJ—OAC —
HO— obo

(10) (11)
Schema 1. Zur Synthese von Oligodesoxyribonucleotiden. R =Benzoyl,
Anisoyl, Isobutyl; Ac=Acetyl; MMtr = Monomethoxytrityl ; B=Adenin,
Guanin, Cytosin, Thymin (ohne NH,).

[*] Priv.-Doz. Dr. H. Késter und Dipl.-Chem. W. Heidmann

Institut fiir organische Chemie und Biochemic der Universitiit

2 Hamburg 13, Papendamm 6
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
unterstiitzt, -- Wir danken Herrn A. J. Sparrow [ir die ausgezeichnete
Mitarbeit.
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oxyribonucleoside (4) erhalten. Die erste Verliingerung von
(4) —die Umsetzung mit ( 7 ) —fiihrt zu 5-monomethoxytri-
tylierten 3'-O-acetylierten Didesoxyribonucleosidmono-
phosphaten (8), die schnell und in hohen Ausbeuten recht
rein durch Extraktionsmethoden gewonnen werden kon-
nen. Durch Abspaltung der 3'-0-Acetylgruppe entsteht (9),
das fiir weitere Kettenverliingerungsreaktionen verwendet
werden kann. Entfernt man dagegen die 5-Monomethoxy-
tritylgruppe von (8), so erhilt man (10), das wir mit
Phosphorsiurechlorid direkt zu den 3-O-acetylierten
Didesoxyribonucleosiddiphosphaten (11) phosphorylie-
ren konnten, die sich als Blocke fiir die K ettenverléingerung
einsetzen lassen (Schema 1).

Wichtig ist die Verwendung einer sterisch gehinderten Base
wie 2,6-Lutidin, wodurch die Reaktion eines weiteren Chlor-
atoms sehr stark verlangsamt wird. Als Losungsmittel
fiir die Phosphorylierung der 3-O-acetylierten Desoxynuc-
leoside ( 6 ) wird Tetrahydrofuran verwendet. Die Phospho-
rylierung von (10) wird in heterogener Reaktion durchge-
fiihrt. Von besonderer Wichtigkeit ist das Suspensionsmit-
tel; es geht zusammen mit einigen Ausbeuten aus Tabelle
1 hervor.

Tabelle 1. Phosphorylierung von dX(Ac) und dX-dY(Ac) mit PZCl; (Z=0O, S).

'-0-Acetyl-desoxyribonucleosid-5'-phosphate (7)

1 mmol (6) wird dreimal mit trockenem 2,6-Lutidin abge-
dampft, in 8ml Tetrabydrofuran gelost, mit 1.75ml
(15mmol) 2,6-Lutidin und unter Riithren und Eiskiihlung
mit 0.138 ml (1.5 mmol) frisch destilliertem Phosphorsiu-
rechlorid versetzt. Nach 15 min wird das Kiihlbad entfernt,
nach weiteren 15 min hydrolysiert man die Reaktionsmi-
schung mit 12m} 0.2M Triéithylammoniumacetatpuffer
(pH=17), und nach 12h Stehen wird mehrfach mit Wasser
abgedampft. Das anorganische Phosphat wird nach den
iiblichen Methoden durch Fallung mit Bariumacetat ent-
fernt (pH=7). Es folgt eine Adsorption an DEAE-Cellu-
lose ; Spuren unumgesetztes (6) werden mit 25 mm Tridithyl-
ammoniuomacetat/40%, Methanol ausgewaschen. (7) wird
anschliefend mit 150mM Triithylammoniumacetat/40 %
Methanol eluiert, eingedampft, durch Abdampfen mit Pyri-
din getrocknet und in Ather gefillt.

3-0-Acetyl-didesoxyribonucleosiddiphosphate (11)

1 mmol (10) (2,6-Lutidiniumsalz) wird mit Hilfe mehrerer
Glasperlen (Durchmesser 2-3 mm) durch kréftiges Schiit-
teln in einer Mischung von 4ml Suspensionsmittel (siche

Verb. [2] z

Phosphory- Losungs- oder Suspensionsmittel
lierung [ %]
dT(Ac) (o] 95 Tetrahydrofuran
dT(Ac) s 75 Tetrahydrofuran
dbz®A(Ac) (o] 97 Tetrahydrofuran
dT-dT(Ac) (o] 54 Tetrahydrofuran
dT-dan*C(Ac) (o] 72 Disithylither mit 20 % Tetrahydrofuran
dbz®A-dT(Ac) o 51 Diiithyldther mit 20 % Tetrahydrofuran
dan*C-dibu?G(iBu) [3] (8] 57 Diiithylither mit 10 % Petrolither
dibu?G-dibu>G(iBu) [4] o 63 Diithylither mit 40% Petrolither

Die hier beschriebene K onzeption hat die folgenden Vortei-
le:

1. Oligodesoxyribonucleotide kénnen allein ausgehend
von den billigeren vier Desoxyribonucleosiden (1 ) synthe-
tisiert werden.

2. Die fiir das 5-Ende der Kette bendtigten vier geschiitz-
ten Desoxyribonucleoside (4) sind zugleich das Ausgangs-
material fiir die zur Verlingerung der Ketten notwendigen
3'-0-acetylierten Desoxyribonucleosid-5'-phosphate (7).

3. Die bei den Kettensynthesen anfallenden geschiitzten
Didesoxyribonuclcosidmonophosphate (8) sind zugleich
das Ausgangsmaterial fiir die Synthese der zur Verlinge-
rung notwendigen 3'-O-acetylierten Didesoxyribonucleo-
siddiphosphate (11).

4. Die Verbindungen (4), (7), (8) und (11) sind schnell,
in groBeren Mengen und rein zu gewinnen.

Die Erweiterung dieser Konzeption auf die Darstellung
von Trinucleosidtriphosphaten wird gegenwiirtig unter-
sucht.

Tabelle 1) und 291 ml (25mmol) 2,6-Lutidin suspendiert.
Die Suspension wird auf —10°C abgekiihlt, mit 0.23 ml
(2.5mmol) frisch destilliertem Phosphorsdurechlorid ver-
setzt und 15 min kriftig geschiittelt. Nach einer Stunde
wird mit 4ml 03M Triithylammoniumacetatpuffer
(pH=7) mindestens 12h bei 0°C hydrolysiert. Es folgt
eine Chromatographie an DEAE-Cellulose (Acetat-Form).
Lutidin und unumgesetztes (/0) werden mit 25mm Tri-
dthylammoniumacetat/409, Methanol entfernt. Zur Elu-
tion von (11) dient die Gradientenelution mit Tridthyl-
ammoniumacetat (linear von 25 auf 250 mM und von 250
auf 400mm)/40%, Methanol. Die (/1) enthaltenden Frak-
tionen werden vereinigt, eingedampft, durch Abdampfen
mit Pyridin getrocknet und in Ather gefiillt.

Eingcgangen am 15. August 1973  [Z 906]
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