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Friedrich Cramer, Siegbert Rittner, Walter Reinhard und Prahlad Desai 

Imidoester, VIII1) 

Darstellung von Phosphorsaureestern rnit Dimethylformamid- 
chlorid 

Aus dem Institut fur Organische Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt und dem 
Max-Planck-Institut fur experimentelle Medizin, Gottingen 

(Eingegangen am 4. September 1965) 

Dimethylformamidchlorid (1) ist zur Darstellung von Diestern der Orthophosphorsaure und 
Pyrophosphorsaure sowie von Nucleotidestern geeignet. 3’-O-Acetyl-thymidin-5’-phosphor- 
saure (2) liefert rnit 5’-O-Trityl-thymidin (3) in Gegenwart von 1 die entsprechende Dinucleo- 
sid-phosphorslure 4 . 1  eignet sich auch zur Darstellung von Oligonucleotiden. Der Reaktions- 
mechanismus wird diskutiert. 

H 

Im Rahmen unserer Arbeiten iiber Reagenzien zur Phosphatubertragung l-3) haben 
wir auch das Dimethylformamidchlorid (1) untersucht8, nachdem es in Anlehnung an 
Arbeiten von Zollingers) durch Arnold6) als Reagenz zur Peptidsynthese venvendet 
worden war. Bei Modellversuchen fanden wir, daB ausPhosphorsiiure-monophenylester 
mit diesem Reagenz Phosphorsaure-diester bei Raumtemp. schon innerhalb von 
10 Minuten zu etwa 60% gebildet wurden. 

Ahnlich schnell, jedoch rnit geringerer Ausbeute, verlief die Knupfung der Inter- 
cucleotidbindung zwischen 3’-O-Acetyl-thymidin-5’-phosphors~urc (2) und 5’-0- 
Trityl-thymidin (3) rnit 1 als Kondensationsmittel. Mit einem 2.5-fachen fjberschuI3 
an 1 tildete sich innerhalb von 15 Min. 25 % Phosphorsaure-3’.5’-dithymidylester 
(TpT) (4). Nach 36 Stdn. betrug die Ausbeute 41.5 %. Wurde bei der Dinucleosid- 
phosphorsaure-Synthese ein hoherer UberschuB an 1 verwendet, so fiihrte die Reak- 
tion zu gefirbten Nebenprodukten, eine Steigerung der Ausbeute an 4 wurde jedoch 
nicht erreicht. Mit vergleichbaren Ausbeuten verliefen die Polymerisationsversuche 
der 5’-Nucleotide zu Oligonucleotiden. 

Das Pyridiniumsalz der Thymidin-5’-phosphorsaure 1aBt sich rnit 2 (Pyridiniumsalz) 
und 1 zu Oligothyi~idylsauren 5 umsetzen, wobei etwa 20% Oligothymidylsiiuren rnit 
einem Polymerisationsgrad grokr als Vier erhalten wurden. Der maximale Poly- 
merisationsgrad betrug neun. 

1) VII. Mitteil.: F. Cramer und G. Weimann, Chem. Ber. 94, 996 (1961). 
2) F. Cramer und M. Winter, Chem. Ber. 94, 989 (1961). 
3)  F. Cramer, R.  Witrmann, K .  Daneck und G .  Weimann, Angew. Chem. 75, 92 (1963); An- 

4) S. Rrttner, Diplomarb., Techn. Hochschule Darmstadt 1962. 
5 )  H .  H. Bosshard, R .  Mory, M. Schmid und Hch. Zollinger, Helv. chim. Acta 42,1659 (1959). 
6 )  M. Zaoral und 2. Arnold, Tetrahedron Letters [London] 1960, 9. 

gew. Chem. internat Edit. 2, 43 (1963). 
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Diskussion des Reaktionsmechanismus 
Wahrend die Versuche zur Isolierung von Addukten aus DMF~und Saurechloriden 

oft erfolgreich warens-ll), gelang die Isolierung von Carbimidoylphosphorsauren 
(6, 7) nur in einigen FallenlA13). 
7) Inzwischen haben auch iiber diese Synthese berichtet: H.  G. Khorana und T. M.  Jacob, 

J .  Anier. chem. SOC. 86, 1630 (1964); M. Ikehara und If. Umo, Chem. Pharmac. Bull. 
[Tokyo] 12, 742 (1964). 

8) H. Bredereck, R. Gomper, H. Remper, K. KIemm und H. Keck, Chem. Ber. 92,833 (1959). 
9) K. H. Hall, J .  Amer. chem. SOC. 78, 2719 (1956). 

10) E. Kiihle, Angew. Chem. 74, 861 (1962); Angew. Chem. internat. Edit. 1, 647 (1962). 
11) H. Gold, Angew. Chem. 72, 956 (1960). 
1 2 )  W. Kampe, Angew. Chem. 75, 641 (1963); Angew. Chem. internat. Edit. 2, 479 (1963). 
13) K. Szabo und E. Oswald, Acta chim. Acad. Sci. hung. 15, 1 (1958), C. A. 53, 5276e 

(1959). 
145: 
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6 7 

Wir konnten durch Leitfahigkeitstitrationen in Acetonitril zeigen, dal3 DMF mit 
Phosphorsaure-phenylester-dichlorid (8) einen definierten Komplex 9 im Molver- 
haltnis 1 : 1 bildet (vgl. Abbild. 1). 

I @ C.l 

d 0 

(CHs)zN-CHO + CeH5-0-PClz + (CH&N=CH-O-P-O-C&, clo 
II 

8 9 

1 0  2.0 
m/m [0MFl/[C,H5[IPI0I CI,l- 

Abbild. 1 .  Komplexbildung aus lquimolekularen Mengen DMF und Phosphorsaure-phenyl- 
ester-dichlorid. (Das Abweichen der Messpunkte in der Nahe des Aquivalenzpunktes wird 

bei konduktometrischen Titrationen oft beobachtet 14)) 

AuBerdem konnte durch Leitfahigkeitstitrationen die Existenz der bisher noch nicht 
beschriebenen 1 : 1-Komplexe des Phosphorsaure-phenylester-dichlorids mit N- 
Methyl-pyrrolidon-(2) und mit Dimethylsulfoxid nachgewiesen werden 15). Da die Leit- 
fahigkeit der Losung von DMF und Phosphorsaure-phenylester-dichlorid in Aceto- 
nitril bei einem Molverhaltnis von 1 : 1 bereits 87 % der Gesamtleitfahigkeitssteigerung 
erreicht, ist auf eine starke Tendenz zur Komplexbildung zu schliekn. Die Komplex- 
bildung ist durch den Energiegewinn bei der Bildung einer P-0-Bindung aus einer 
P-CI-Bindung zu erklaren (mittlere Bindungsenergie einer P -0-Bindung I1 5 kcal/ 
Mol; einer P--1-Bindung 80 kcal/Mol16)). Da bei Zugabe von weiterem DMF zu 
der Losung des 1 : 1-Komplexes 9 die Leitfahigkeit nur noch unwesentlich steigt 
(vgl. Abbild. l), ist der Ersatz des zweiten, homoopolar gebundenen Chloratoms des 
Phosphorsaure-monophenylester-dichlorids durch ein zweites DMF-Molekiil auszu- 
schliel3en. Vermutlich ist der Komplex wegen der zweifachen positiven Ladung in 

Acetonitril nicht mehr stabil. Sterische Grunde fur die Nichtexistenz des 2:l -Kom- 
plexes sind unwahrscheinlich. 
14) K .  E. Slevogt und Ilschner-Gensch, Einfiihrung in die konduktometrische MaBanalyse, 

S. 1 1 ,  Selbstverlag Weilheim/Obb. 1952. 
1s) W. Reinhard, Dissertat., Univ. Heidelberg 1964. 
16) H .  Bredereck, R. Gomper, K. Klemm und H. Rempfer, Chem. Ber. 92,837 ( I  959). 
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Da offenbar im Komplex 9 das zweite Chloratom nicht gleichzeitig rnit dem ersten 
aktiviert werden kann, liegt der Vergleich der beiden Carbimidoylphosphorsauren 
9 und 11 nahe. Wir nehmen deshalb an, daB bei der Umsetzung von Dimethylform- 
amidchlorid (1) rnit Phosphorsaure-monoestern (10) und Alkoholen die Reaktion 
weitgehend entsprechend dem nachstehend formulierten Reaktionsweg A abltiuft. 
Dafiir spricht, dab der Komplex 9 rnit Alkoholen schneller reagiert als das ent- 
sprechende Phosphorsaure-ester-chlorid Z15) .  Gegen den als Alternative formulierten 
Reaktionsweg B spricht, da13 bei der Bildung des Phosphorsaure-ester-chlorids 13 
aus der Formimidoylphosphorsaure 11 eine P -0-Bindung zugunsten einer P -CI- 
Bindung gespalten wiirde, was nach den erwahnten Uberlegungen Brederecksl6) 
energetisch ungiinstig ist. AuRerdem sollte in Analogie zu der Reaktion von DMF 
rnit Phosphorsaure-ester-dichloriden das Gleichgewicht zwischen der Formimidoyl- 
phosphorsaure (11) und dem Phosphorsaure-ester-monochlorid (13) weitgehend auf 
der Seite der Formimidoylphosphorsaure liegen. Daneben ist die Bildung von mono- 
merer oder trimerer Metaphosphorsaure aus 11 moglich, die dann ihrerseits rnit dem 
Alkohol zu Phosphorsaure-diestern (12) weiterreagieren konnte. 

0 
(CH3),N=CH-Cl]ClQ + @O-F<O-R 

10 I @ O O  1 

1 
0 

11 (CH&N=CH-O-,P<O-R + 2 CIB 
000 

12 13 

Wir danken Herrn Dr. K. Duneck fur Vergleichsproben authentischer Oligothymidyl- 
sauren. 

Beschreibung der Versuche 

I .  Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von Phosphorsaure-diestern (Cyclohexylummonium- 
sulze): Zu 174 mg (1 .OO mMol) Phosphorsaure-monophenylester in 10 ccm Pyridin wurden in 
einem mit Stickstoff gefiillten Trockenkasten 1270 mg (10.0 mMol) frisch hergestelltes Di- 
methylformarnidchlorid (1) gegeben und nach 15 Min. 5 mMol des entsprechenden Alkohols 
zugetropft. Nach 24 Stdn. bei Raumtemperatur wurde bei 40"/16 Torr auf einen kleinen Ruck- 
stand eingeengt, rnit 10-proz. Schwefelsaure angesauert, funfmal rnit Ather extrahiert, die 
ather. Phase nochmals stark eingeengt und danach rnit 10 ccm Acetonitril und 0.8 ccm Cydo- 
hexylumin versetzt. Nach mehrtagigem Aufbewahren in der Kiihltruhe wurde das kristalline 
Produkt abgesaugt und aus Acetonitril umkristallisiert (Ausbeuten s. Tab. 1). 
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Tab. 1. Aus Phosphorsaure-monoestern, Alkohol und Dimethylformamidchlorid (1) erhaltene 
Phosphorsaure-diester 

Rp-Werte im RO -P(O)(OH) -OR' 
(Cyclo hexylammoniumsalze) ROPOjHz R'OH 

R (mg) (mg) % Ausb. Lit.-Schmp. Schmp. LaUfmittel A *) 

C6H5 CH30H 75 150- 152"') 150- 152" 0.59 

C6H5 CzHsOH 56 114- 116"l) 116- 117" 0.64 

C6H5 (CH3)zCHOH 68 157- 159'4- 17) 157- 159" 0.70 

C6H5 (CH3)3COH 40 177- 180"4) 177- 180" 0.75 

C6HS CsHsCHzOH 80 146 - 148"l) 140 - 142" 0.74 

*) Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser (8:l:l)  auf Whatman Nr. 3MM Papier, absteigend. 

(174) (160) 

( 1 74) (230) 

(1 74) (300) 

(1 74) (2200) 

(174) (1270) 

Phosphorsaure-isopropylester-phenylester (Cyclohexylammoniumsalz) : Schmp. (Acetonitril) 
1 57 - 160". 

C15H26N04P (315.1) Ber. P 9.86 Gef. P 9.78 

2. Phosphorsaure-tert.-butylesfer-phenylester (Cyclohexyiammoniumsalz): Zu 174 mg 
(1.00mMol) Phosphorsiiure-monophenylester in 10 ccm Pyridin gab man 1270 mg (10.0 mMol) 
frisch hergestelltes 1 und 2200 mg (30 mMoI) tert.-Butylalkohol. Nach 60 Stdn. bei 40' wurde 
analog 1. aufgearbeitet (s. Tab. 1 .). Schmp. (Acetonitril) 177 - 180". 

C16H~gN04P (329.1) Per. P 9.4 Gef. P9.0 

3.  Pyrophosphorsaure-P.P-diphenylester (Dicyclohexylammoniumsalz): Die Mischung aus 
1.74 g (10 mMol) Phosphorsuure-monophenylester in 10 ccm absol. Acetonitril und 2.0 ccm 
Triuthylamin in 5 ccm Acetonitril lie13 man zu einer Losung von 2.56 g (20 mMol) 1 und 15 
ccm Acetonitril tropfen und riihrte 2 Stdn. bei Raumtemperatur. Mit einer Losung von 
3 ccm Cyclohexylamin in 5 ccm Acetonitril wurde das Pyrophosphat gefallt, dann abgesaugt 
und aus Wasser, unter Zusatz von wenig Pyridin, umkristallisiert. Ausb. 69 %, Schmp. 255 bis 
258" (Lit.18): 255-258'). 

4. Pyrophosphorsaure-P.P-bis-[4-chlor-phenylesterl (Dicyclohexylammoniumsalz): Her- 
stellung analog 3., Ausb. 70%, Schmp. 276-279" (Lit.18): 276-279"). 

5.  Adenosin-5'-(phosphorsaure-methylesterJ: Zu 694 mg (2.00 mMol) Adenosin-5'-phosphor- 
saure in 0.71 g Tri-n-octylamin und 20 ccrn DMF wurde die Losung von 2 g 1 in 10 ccm DMF 
getropft. Nach 5 Min. lieB man 5 ccm Methanol tropfenweise zulaufen. Schon nach 10 Min. 
Reaktionszeit konnte papierchromatographisch der Nucleotidester nachgewiesen werden. Man 
lie5 uber Nacht bei Raumtemperatur ruhren und setzte nochmals 0.5 g 1 in 5 ccm DMF und 
nochmals 3 ccm Methanol zu. Nach weiteren 12 Stdn. wurde die mit Ammoniak neutrali- 
sierte Losung i. Hochvak. eingeengt und mit Ather gefallt, die Fallung in wenig Methanol 
gelost und auf Whatman Nr. 3 MM Papier mit Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser (7: 1 : 2) 
absteigend chromatographiert. Die Zonen mit den RF-Werten 0.35 wurden ausgeschnitten 

17) F. L. Maklyaev, M. J. Druzin, I. V. Palagina, R.  Ya. Aleksandrova, V. K. Prokhodtseva und 
R. A.  Khamidulina, Shurnal Obschtschei Chimii, C. A. 58, 8887 g (1963); Phosphorsaure- 
isopropylester-phenylester Sdp.o.4 95". 

18) F. Cramer und R. Wittmann, Chem. Ber. 94, 328 (1961). 
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und rnit Methanol eluiert, das Eluat konzentriert und rnit Aceton/kher gefallt. Ausb. an 
chromatographisch reinem Adenosin-5'-[phosphorsaure-methylester] 31 %. Der RF-Wert 
stimmt rnit den Literaturangaben uberein 19). 

6. Adenosin-5'-[phosphorsaure-benzylesterl: Herstellung analog 5., Ausb. 26 %. Der RF- 
Wert entspricht innerhalb der Fehlergrenzen den Literaturangaben (RP 0.70 19)) .  

7. Thynzidin-3'-[phosphorsaure-5'-thymidylesterl (4) : 0.1 mMol 3'-O-Acetyl-thymidin-5'- 
phosphorsaure (2 )  (Pyridiniumsalz) wurden rnit 0.1 mMol5'-O-Trityf-thymidin (3) versetzt und 
i. Hochvak. bei etwa 25" zur Trockene eingedampft. Spuren von Wasser wurden mit absol. 
Pyridin entfernt, indem man dreimal rnit je 10 ccm absol. Pyridin i. Hochvak. zur Trockene 
eindampfte. Der Ruckstand wurde in 1 ccm absol. Pyridin gelost und ein 2.5-facher molarer 
UberschuR an 1 in 0.5 ccm absol. Acetonitril zugegeben. Nach 36 Stdn. bei Raumtempera- 
tur und Ausathern des Harnstoffs wurden die Schutzgruppen rnit 2 n  NaOH und 80-proz. 
Essigsaure (10 Min. bei 100") abgespalten. Ausb. 41.5 % (spektrophotometrisch). Der RF- 
Wert entspricht innerhalb der Fehlergrenzen den Literaturangaben (RP 0 .38)  20). 

8 .  Polymerisation von Thymidin-5'-phosphorsaure: 2.7 mMol Thymidin-S'-phosphorsaure 
(Pyridiniumsalz) in 1.5 ccm absol. Pyridin wurden rnit 5.9 mMol 1 in 1 ccm absol. Acetonitril 
voraktiviert. Nach 10 Min. gab man 0.9 mMol 3'-O-Acetyl-thymidin-5'-phosphorsaure (2) 
(Pyridiniumsalz) in 0.3 ccm Pyridin zu und schiittelte in einem lichtgeschutzten Kolben 
7 Tage. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ccm 20-proz. Pyridin abgebrochen 
und die Mischung 6 Stdn. sich selbst uberlassen. Nach Eindampfen i. Hochvak. und Ab- 
spalten der Acetylschutzgruppe rnit 10 ccm 0.3n NuOH (30 Min.) wurde mit Ionenaus- 
tauscher Merck I (Pyridiniumform) neutralisiert und das Filtrat nochmals uber eine Ionen- 
austauschersaule Merck I (PyridiniumForm) gegeben. Ein aliquoter Anteil des stark eingeengten 
Filtrates wurde an  einer DEB-Cellulose-Ionenaustauschersaule (hearer  Gradient 0.0 bis 
0.6 m Triathylammoniumhydrogencarbonat) chromatographiert (Abbild. 2). Die einzelnen 
Fraktionen wurden chromatographisch gereinigt (Papier : Whatman 3 MM; Laufmittel 
Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser 55 : 10: 35). Durch Vergleich rnit definierten Oligo- 
thymidylsauren stellten wir fest, daB Oligonucleotide mit einer maximalen Kettenlange von 
9 Nucleotideinheiten entstanden waren. Etwa 20 % der synthetisierten Oligothymidylsauren 
bestanden aus mehr als vier Nucleotideinheiten. 

100 230 300 400 
" I  

m 

Abbild. 2. Elutionsdiagramm der Oligothymidylsauren. (Das Diagramm entspricht einer 
Grobtrennung; die peaks enthalten in geringer Menge noch homologe Oligothymidylsauren) 

19) K .  Daneck, Diplomarb., Techn. Hochschule Darmstadt 1962. 
20) F, Grainer und T. Hnta, Liebigs Ann. Cheni. 692, 22 (1966). 
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Tab. 2. Papierchromatographie 

Verbindung RF-Werte im Losungsrnittelsystem*) 
A B C D 

Anorg. Phosphorsaure 
PhosphorsLure-monophenylester 
Pyrophosphorsaure-P.P-diphenylester 
Pyrophosphorsaure- P. P-bis-[4-chlor-phenylester] 
Thymidin 
Thymidin-5’-phosphorsaure 
3’-O-Acetyl-thymidin-5’-phosphorsaure (2) 
5’-0-Trityl-thymidin (3) 
Phosphorsaure-3’.5’-dithyrnidylester (4) 
Pyrophosphorsaure-P.P‘-[dithymidylester-(5’.5’)] 
Adenosin-5’-phosphorsaure 
Adenosin-3’.5’-cyclophosphorsaure 
Adenosin-5’-[phosphors~ure-methylester] 
Adenosin-5’-[phosphorsaure- benzylester] 
Pyrophosphorsaure-P.P-[diadenosylester-(5’. 5’)] 

0.0 
0.10 
0.45 
0.56 

0.70 
0.15 

0.87 
0.41 
0.22 

0.20 
0.63 

0.35 
0.57 
0.45 
0.65 
0.22 

Losungsmittelsystem A: Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser (8 :I  : I) ,  
B: Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser (7:1:2). 
C: hhanol/Wasser (5:2), 

Liisungsmittelsystem A-C: Papier: Schleicher & Schiill2043 b, gewaschen, 
D: Isopropylalkohol/l% gesztt. Ammoniumsulfat (Z:l), 

Papier: Binzer-Ederol 202, getriinkt mit Ammoniumsulfat. 

Leitfahigkeitsmessungen 
Man verwendete einen WTW-Leitfahigkeitsmesser (Typ LBR) sowie platinierte Elektroden 

(Typ LTA). Der MeBfehler des Gerates betragt & 1 % .  Die MeBwerte sind sehr gut reprodu- 
zierbar. Widerstande bis einschlieI3lich 1000 Ohm wurden bei einer Wechselstromfrequenz 
von 30 kHz gemessen, grBBere Widerstande bei einer Frequenz von 50 Hz. 

Als Leitfahigkeitszelle wurde ein Saugreagenzglas verwendet, dessen Innendurchmesser 
nur wenig groDer war als der Durchmesser der Tauchelektrode, mit der auch die Losungen 
durchmischt wurden. Zur Verhinderung der Hydrolyse der Saurechloride durch Luftfeuchtig- 
keit wurde ein kraftiger, getrockneter Stickstoff-Strom durch die Zelle geblasen. DaB diese 
Improvisation vollig ausreichend war, beweist die zeitliche Konstanz der Endleitfahigkeits- 
werte des Komplexes aus Phosphorsaure-phenylester-dichlorid und DMF. Die Messungen 
wurden in einem Wasserbad-Thermostaten bei 21 .O” durchgefuhrt. 

Zu je 5.0 ccm ( V , )  einer 0.075 m Liisung von Phosphorsaure-phenylester-dichlorid in 
Acetonitril werden 0.25, 0.50, 0.75 und 1 .OO ccm einer 0.375 m DMF-Lasung in Acetonitril 
tugesetzt. Der durch das Volumen der zugesetzten MaOlosung ( V,) verfalschte Widerstand 
R(Y, + vx) wird nach folgender Formel korrigiertzl): 

Da diese Korrektur nur fur kleine Volumenanderungen gilt, wurden hohere Konzentratio- 
nen direkt eingewogen. Die zeitliche Konstanz der MeRwerte wurde mehrmals uberpruft. 
Die Ergebnisse sind in Abbild. 1 dargestellt. 

21) Th. Shedlovsky, in A. Weissberger, Technique of Organic Chemistry, 3rd Edition, Vol. I, 
[427/65 J Part IV, Interscience Publishers, New York 1960. 




