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B.p.p-Trichlor-dthanol als Phosphorsiureschutzgruppe fiir
Nucleotidel)

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Medizin, Chemische Abteilung, Géttingen

(Eingegangen am 18. Januar 1967)

Die Synthese von 2’-Desoxy-nucleosid-5’-phosphorsédure-[$.3.8-trichlor-dthylestern], ihre
Stabilitdt und ihre Reduktion zu 2’-Desoxy-nucleosid-5’-phosphorsduren wird beschrieben.

Zur Darstellung von Mononucleotiden aus Nucleosiden kondensiert man das zu
phosphorylierende und entsprechend geschiitzte Nucleosid im allgemeinen mit Phos-
phorsdure-[-cyan-dthylester]2) in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid. Durch
alkalische Behandlung kann die [-Cyanithylgruppe nach erfolgter Kondensation
wieder entfernt werden. Als Schutzgruppe fiir die OH-Gruppen des Riboserestes
hat sich in der Nucleotidchemie die Acetylgruppe besonders bewihrt. Da aber auch sie
alkalilabil ist, diirfte eine selektive Abspaltung einer der beiden Schutzgruppen kaum
moglich sein.

Wir waren zur Synthese von Oligodesoxynucleotiden aber an einer Phosphat-
schutzgruppe interessiert, die unabhingig von einer anderen Schutzgruppe entfernt
werden konnte, und die unter den Bedingungen der Oligonucleotidsynthese stabil ist.

Da die Alkalilabilitit der B-Cyanithylgruppe durch die Anwesenheit eines akti-
vierten B-H-Atoms, das eine -Eliminierung des Phosphatrestes bewirkt, bedingt ist,
suchten wir nach einem Alkohol, der ein solches H-Atom nicht trdgt. Cherbuliez
et al.3 fanden, daB der Phosphorsaure-[f.5.B-trichlor-dthylester] im alkalischen
Medium auBerordentlich stabil ist. Eine Moglichkeit zur Abspaltung dieses Alkohol-
restes zeigten Faworsky und Jocitsch® : Zn-Staub in Methanol zersetzt 8.8.8-Trichlor-
dthylacetat augenblicklich zu «.x-Dichlor-dthylen. Auch Woodward et al.5) haben
kiirzlich von diesem Alkohol zum Schutz einer Carboxylgruppe Gebrauch gemacht.

Um die Verwendbarkeit von 3.3.8-Trichlor-athanol fiir unsere Zwecke zu unter-
suchen, stellten wir 2’-Desoxy-thymidin-5’-phosphorséure-[3.3.2-trichlor-dthylester]
(1a) her und priiften Stabilitit und Abspaltbarkeit dieser Gruppe. In der nachfolgenden

1) Zum Teil vorgetragen auf der Hauptversammlung der Gesellschaft Deutscher Chemiker,
13.—18. 9. 1965, Bonn; vorliufige Mitteil.: F. Eckstein, Angew. Chem. 77, 912 (1965);
Angew. Chem. internat. Edit. 4, 876 (1965). i

2) G. M. Tener, J. Amer. chem. Soc. 83, 159 (1961).

3) E. Cherbuliez, A. Gabbai, H. Probst, A. Yazgi und J. Rabinowitz, Helv. chim. Acta 45,
2282 (1962). .

4) A. Faworsky und Z. Jocitsch, J. russ. physik.-chem. Ges. 30, 998 (1899), C. 1899 I, 777.

5} R. B. Woodward, Nobelvortrag, Angew. Chem. 78, 557 (1966); Science 153, 487 (1966).
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Arbeit berichten wir iiber die Verwendung dieser Verbindung zur Synthese von Oligo-
desoxynucleotiden mit endstidndiger 5’-Phosphatgruppe.

Wir synthetisierten 1a durch Veresterung von 1b mit B.8.8-Trichlor-dthanol in

Gegenwart von DCCD.
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Ein nicht wie 1a als kristallisiertes Cyclohexylammoniumsalz zu gewinnendes Nebenprodukt,
nach dem elektrophoretischen Verhalten ein Diester, haben wir nicht ndher untersucht.

Analoge Nebenprodukte traten auch bei den entsprechenden Umsetzungen mit den anderen
Nucleotiden auf, -
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Zur Priifung der Stabilitdt unter den Kondensationsbedingungen setzten wir 1a
mit DCCD in Pyridin um. Im Gegensatz zu einem entsprechenden Versuch mit
Thymidin-5'-phosphorsiure-[3-cyan-dthylester]® ist 1a vollkommen stabil.

Auch unter den Bedingungen der Nucleotidkondensation mit Triisopropylbenzol-
sulfonylchlorid7’ war keine Reaktion festzustellen. In konz, Ammoniak und in 1n
NaOH bei Raumtemp. konnte nach einer Stde. weder Hydrolyse noch Abspaltung
von HCl zum Vinylphosphat, wie fiir Phosphorsédure-dibutylester-[3.2.3-trichlor-dthyl-
ester] beschrieben 8, festgestellt werden. In 12 NaOH bei 100° (1 Stde.) trat Hydrolyse
zu ca. 409, Thymidin-5’-phosphorsdure ein. Unter sauren Bedingungen, 1 Stde. in
80-proz. Essigsdure bei 100°, war 1a vollkommen stabil. Damit geniigt diese Schutz-
gruppe unseren Stabilititsanforderungen.

Um festzustellen, ob die 3.3.8-Trichlorithyl-Schutzgruppe abgespalten werden kann,
ohne daBl Acetyl- oder Benzoylgruppen an der 3’-OH-Gruppe in Mitleidenschaft
gezogen werden, haben wir die Verbindungen 1c¢ und 1e dargestellt. Den zur Phos-
phorylierung von 3’-O-Acetyl-2’-desoxy-thymidin bzw. 3’-O-Benzoyl-2’-desoxy-thy-

6) G. Weimann und H. G. Khorana, J. Amer. chem. Soc. 84, 419 (1962).
7 R. Lohrmann und H. G. Khorana, J. Amer. chem. Soc. 88, 829 (1966).
8) F. W. Lichtenthaler, Chem. Reviews 61, 618 (1961).



2230 Eckstein Jahrg. 100

midin bendtigten Phosphorsdure-[8.8.B-trichlor-dthylester]® stellten wir nach der
Trichloracetonitril-Methode9 dar. Die Kondensation mit den beiden Nucleosiden
gelang wieder mit DCCD. 1¢ wurde auch durch Veresterung von 1d mit Trichlor-
athanol dargestellt. 1¢ und 1e konnen durch Abspaltung der Hydroxyschutzgruppen
in 1a tibergefiihrt werden.

Die Abspaltung der Trichloridthylgruppe nach der Methode von Faworsky¥ fiihrte
in mehreren Losungsmitteln nicht zum Ziel, ebensowenig eine Behandlung mit Mg,
NaJ oder Raney-Nickel. Mit NaJ und Raney-Nickel trat zwar teilweise eine Reaktion
ein, der neue Fleck auf dem Papierchromatogramm hatte aber einen kleineren Rg-
Wert als 1b, war also nicht das gewiinschte Produkt. Erst die Aktivierung des Zinks
nach Le Goff19) brachte den gewiinschten Erfolg.
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Bei 1a, 1¢ und 1e konnte mit diesem aktivierten Zn/Cu-Paar in DMF (50°, 1 Stde.)
und in 80-proz. Essigsdure (Raumtemp., 5 Stdn.) die Trichlordthylgruppe abgespalten
werden.

In Methanol (Raumtemp., 5 Stdn.) verlief die Reduktion nur zu ca. 40%,. Da sich
bei dieser Reaktion die im Neutralen unloslichen Zinksalze der Nucleotide bilden, ist
es notwendig, beim Arbeiten in DMF und Methanol das Zink mit verdiinnter Essigsdure
nachzuwaschen, die man bei sdurelabilen Nucleotiden sogleich in Pyridin eintropfen
lassen kann. Als vollkommen stabil erwies sich nur die Benzoylgruppe beim Arbeiten
in DMF oder Essigsiure. Die Acetylgruppe von 1¢ wurde beim Arbeiten in diesen
beiden Lésungsmitteln in geringem AusmaB abgespalten, Da in allen Fillen die Ab-
spaltung der Trichlorithylgruppe nie zu 100%; verliuft, muB man anschlieBend chro-
matographisch trennen. DaBl auch die anderen Desoxynucleotide die Abspaltung mit
Zn/Cu iiberstehen, konnte mit 2a, 3a und 4a gezeigt werden (Tab. 1).

Tab. 1. Ausbeuten bei der Abspaltung der Trichlordthyl-Schutzgruppe aus einigen
Desoxynucleotiden durch Reduktion mit Zn/Cu

% Ausb.*®)
Ar::x%::;gls- Produkt in 85 proz. Essigsiure in DMF
(Ra mtemp., 5 Stdn.) (50°, 1 Stde.)
1a 1b 85 85
1c 1d 85 90
le 1f 95 90
3a 3b 76*%) 54
4a 4b QL ***) i

*) Spekirophotometrisch bestimmt. ** 3a als Triathylammoniumsalz eingesetzt. ***% Reaktionsdauer | Stdc.

9) F. Cramer und G. Weimann, Chem. Ber. 94, 996 (1961).
10) E. Le Goff, J. org. Chemistry 29, 2048 (i964).
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Herrn Prof. R. Olofson sei fiir Anregungen und Herrn Prof. F. Cramer dariiber hinaus auch
fir die groBziigige Unterstiitzung dieser Arbeit gedankt.

Herrn G. Sievers danke ich fir die geschickte Mitarbeit.

Beschreibung der Versuche

Pyridin wurde {iber Calciumhydrid unter RiickfluB gekocht, destilliert und aufbewahrt.
Alle Papierchromatogramme (Papier Schleicher & Schiill 2043 b, gewaschen) wurden absteigend
entwickelt, entweder in System A = Athanol/l m Ammoniumacetat (7: 3, v/v), System B =
Athanol/l m Ammoniumacetat (8 : 2, v/v), oder System C = Propanol-(2)/konz. Ammoniak/
Wasser (7:1:2, v/v). Elektrophoresen wurden auf dem gleichen Papier in Puffer pH 7.5
(0.1 m Tridthylammoniumhydrogencarbonat) durchgefiihrt. Sdulenchromatographien an
DEAE-Cellulose wurden mit einem linearen Gradienten an Tridthylammoniumhydrogen-
carbonat (37 0.125 m Tridthylammoniumhydrogencarbonat im Vorratsgefi3, 3/ Wasser im
MischgefdB) ausgefithrt. Es wurden 25-ccm-Fraktionen gesammelt. Die NMR-Spektren wur-
den an einem Perkin-Elmer R 10 mit TMS als innerem Standard (= 10 ppm) aufgenommen.
Zur Bestimmung der optischen Dichte wurde das Pyridiniumsalz durch Eindampfen mit
konz. Ammoniak in das Ammoniumsalz tibergefiihrt.

5'-O-Trityl-3'-O-benzoyl-2'-desoxy-thymidin: Zu 1.16 g 5'-O-Trityl-2'-desoxy-thymidin (2
mMol) in 10 ccm absol. Pyridin wurden 5.16 g Benzoesdureanhydrid (20 mMol) in 15 ccm ab-
sol. Pyridin gegeben. Nach Aufbewahren iiber Nacht bei 50° wurden 20 ccm Methanol
zugesetzt, | Stde. stehengelassen, zur Trockene eingedampft und anschlieBend an Kieselgel
(0.05—0.20 mm, Merck) chromatographiert. Mit Benzol wurde das nicht umgesetzte Benzoe-
saureanhydrid eluiert, mit Chloroform/Methanol (1 : 1) das gewiinschte Produkt. Ausb.1.10 g
(94 %), Schmp. 184—186° (aus Athanol).

UV (Methanol): Agmay 267 m (e = 9600).

C36H33N206-CoHsOH (634.7) Ber. C71.91 H 6.03 N 4.42 Gef. C72.52 H5.58 N4.73

3'-0-Benzoyl-2'-desoxy-thymidin: 587 mg 5’-O-Trityl-3'-O-benzoyl-2’-desoxy-thymidin (1
mMol) wurden mit 30 ccm 80-proz. Essigsdure 15 Min. auf 100° erhitzt. Die Losung wurde
nach Abkiihlen in Eiswasser geriihrt, der Niederschlag abfiltriert und dieser an einer priparati-
ven Dickschichtplatte (Kieselgel PF 254 Merck) in Chloroform/Methanol (95 : 5) chromato-
graphiert. Ausb. 220 mg (69 %), Schmp. 96— 100° (Aceton/Petrolither).

UV (Methanol): Ayax 267 my (e = 9600).
C19H1sN2Og (346.3) Ber. C 58.96 H 5.24 N 8.08 Gef. C59.25 H 5.60 N 8.02

Phosphorsdure-[ B.B.B-trichlor-cithylester ] : 3.75 ccm wiBr. 2 m Orthophosphorsidure-Lésung
(7.5 mMol) und 3.15 ccm Tridthylamin (22.5 mMol) wurden zusammen zur Trockene ein-
gedampft und durch mehrmalige Kodestillation mit absol. Pyridin getrocknet. Die Losung des
Riickstands in 15 ccm B.8.8-Trichlor-dthanol versetzte man unter Kiihlung vorsichtig mit
15 cem Trichloracetonitril und bewahrte 2.5 Stdn. bei 60 —65° auf. Dann wurde das Trichlor-
acetonitril i. Vak, so weit wie moglich entfernt, der Riickstand in 150 ccm Wasser und 150
ccm Ather aufgenommen und die Atherphase mit 30 ccm Wasser extrahiert. Die vereinigten
wifir. Losungen wurden zur Trockene eingedampft, der Riickstand unter Kithlung in 15 ccm
2 n H,SO4 aufgenommen, mit 5 x 100 ccm Ather extrahiert, die Atherldsungen vereinigt, ge-
trocknet und eingedampft. Der Riickstand an freier Sdure betrug 1.60 g (95°%;). Er wurde in
wenig Ather gelost, Cyclohexylamin zugegeben, bis kein weiterer Niederschlag ausfiel, im
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Kiihischrank aufbewahrt und evtl. zur Vervollstandigung der Fillung noch etwas Petroldther
zugefiigt. Aus 180 ccm Athanol/Dioxan (1 : 1) Ausb. 1.54 g (46 %) Dicyclohexylammonium-
salz, Schmp. 194—199°.
NMR (D;0): CH,CCl3 d 5.78 ppm (J = 6.0 Hz).
2C¢H{NH;]CoH,ClO4P - HoO (443.7) Ber. C 37.89 H 6.83 Cl 2397 N 631 P 6.97
Gef. C 3730 H 690 Cl 23.75 N 599 P 7.38

2'-Desoxy-thymidin-5'-phosphorsiure-{ f.5.p-trichlor-ithylester] (1a): 3 mMol 2’-Desoxy-
thymidin-5'-phosphorsiure (1b) (Pyridiniumsalz) wurden in 3 ccm absol. Pyridin und 6 ccm
B.B.B-Trichlor-dthanol geldst und 6.0 g Dicyclohexylcarbodiimid in 3 ccm absol. Pyridin
zugegeben. Nach 20 Stdn. Schiitteln wurden ca. 50 ccm 20-proz. wifir. Pyridin zugegeben,
mit Petrolither extrahiert, der Petroldther mehrere Male mit 20-proz. wiBr. Pyridin extrahiert,
die Pyridinlésung mehrere Stdn. stehengelassen, dann zur Trockene eingedampft, der Riickstand
in wenig Methanol aufgenommen, die Losung mit Wasser bis zur beginnenden Triibung
versetzt und anschlieBend an einer DEAE-Cellulosesiule chromatographiert. In den Frak-
tionen 56 —70 wurde ein nicht niher charakterisiertes Nebenprodukt, in den Fraktionen
71—100 1a eluiert. Ausb. 14400 Optical Density-Einheiten (267 mp) = 1.5 mMol (50%).

Die gesammelten Fraktionen wurden eingedampft, noch mehrere Male nach Versetzen mit
Methanol zur Trockene gebracht und in das Cyclohexylammoniumsalz iibergefithrt (Merck
I-Tonenaustauscher, Cyclohexylammoniumform); aus Aceton/Petroldther Ausb. 425 mg
(26 %), Schmp. 198 —-202°, Das nicht umkristallisierte Produkt ist fiir alle weiteren Umsetzungen
rein genug. Bei der Elektrophorese (pH 7.5) lief das Produkt halb so weit wie 1b.

UV (Wasser, pH 7.0): Apax 267 my. (e == 9600).

NMR (D;0): CH»CCls d 5.50 ppm (J = 6.0 Hz).

CgH11NH;3]C15H 5CI3N,OgP (552.8) Ber. C€39.11 H 5.29 C119.24 N 7.60 P 5.60
Gef. C39.12 HS.43 C119.10 N 7.47 P 5.55

Stabilitit von 1a ( Cyclohexylammoniumsalz)

a) In Gegenwart von 5 mg Dicyclohexylcarbodiimid blieben 5-10-3 mMol 1a in 0.1 ccm
absol. Pyridin nach viertigigem Schiitteln bei Raumtemp. unverdndert; Extinktion bei 267
my, Papierchromatogramm in den Systemen A und B.

b) Auch 30 mg 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid griffen 0.05 mMol 1a in | ccm
Pyridin/DMF (1: 1) innerhalb von 8 Stdn. nicht an.

c) In | ccm 80-proz. Essigsdure zeigten 5-10~3 mMol 1a nach einer Stde. bei 100" im Papicr-
chromatogramm (System A und C) ca. 1.5, 2’-Desoxy-thymidin-5'-phosphorsdure und 98.5 %
Ausgangsmaterial.

d) Aus 5 ccm /n NaOH konnten 200 mg 1a nach einer Stde. bei Raumtemp. durch Neu-
tralisation mit Merck I-Tonenaustauscher (Pyridinform), Abdampfen und Uberfiihren in
das Cyclohexylammoniumsalz (Schmp. 198—203° aus Aceton/Petrolither) unverindert
zuriickgewonnen werden. Wurde die Lésung 1 Stde. bei 100° gehalten, so zeigte die papierchro-
matographische Analyse in System A und B 399, 2’-Desoxy-thymidin-5'-phosphorsdire und
61 9%, Ausgangsmaterial an.

e) Auch die Losung von 200 mg 1a in 15 ccm konz. Ammoniak lieferte nach 2 Stdn. bei
Raumtemp. das Ausgangsmaterial (Schmp. 198 —203° aus Aceton/Petrolither) zuriick, und
das Papierchromatogramm (System B) zeigte keine Verdnderung.

3-0-Acetyl-2'-desoxy-thymidin-5'-phosphorsdure-[ B.0.p-trichlor-ithylester j (1¢)
a) Aus 3'-O-Acervl-2'-desoxy-thymidin-5-phosphorsdiure (1d): 0.2 mMol 1d (Pyridinium-
salz), 0.2 g Dicyclohexylcarbodiimid (1 mMol) und 0.1 ccm B.S.8-Trichlor-dthano! wurden in
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2 ccm absol. Pyridin 3 Tage geschiittelt. Dann wurden 20 ccm 20-proz. wilBr. Pyridin zu-
gegeben, mit Petrolither extrahiert, die wiBr. Phase mehrere Stdn. stehengelassen, zur
Trockene eingedampft und der Riickstand in wenig Methanol aufgenommen. Nach Chromato-
graphie an einer priparativen Dickschichtplatte (Kieselgel PF 254 Merck, Chloroform/
Methanol (6 : 4)) Ausb. 1530 OD-Einheiten (267 my) (0.16 mMol, 80°%). Dieses Produkt ist
fiir alle weiteren Reaktionen rein genug. Nach Uberfithren in das Cyclohexylammoniumsalz
an Merck I-lonenaustauscher (Cyclohexylammoniumform) aus Aceton/Petrolither Schmp.
124 —128°, Ausb. 35 mg (279%;).

UV (Wasser, pH 7.0): Aqpax 267 mu (€ = 9600),

CeH 1 NH;3IC 1 4H7CI3N,00P - H20 (612.8) Ber. C39.25 H 5.43 C117.38 N 6.86 P 5.01
Gef. C39.00 H5.68 C116.65 N7.16 P 5.30

50 mg des Produktes wurden in 5 ccm konz. Ammoniak gelost und nach 2 Stdn. eingedampft.
Papierchromatographie in System B und C zeigte ein mit 1a identisches Produkt.

b) Aus 3’-O-Acetyl-2'-desoxy-thymidin: Eine Losung von 56 mg 3'-O-Acetyl-2’'-desoxy-
thymidin (0.21 mMol) und 0.5 mMol Phosphorsiure-[ B.8.B-trichlor-ithylester] (Pyridinium-
salz) in ca. 1 ccm absol. Pyridin wurde durch mehrmaliges Eindampfen mit absol. Pyridin
wasserfrei gemacht, der Riickstand in 3 ccm absol. Pyridin nach Zugabe von 206 mg Dicyclo-
hexylcarbodiimid (1.0 mMol) 3 Tage geschiittelt. Dann wurden ca. 20 ccm 20-proz. wilBr.
Pyridin zugegeben, mit Petrolather extrahiert und die wifir. Phase mehrere Stdn. stehenge-
lassen. Nach Eindampfen wurde, wie unter a) beschrieben, weitergearbeitet. Ausb. 1820 QD-
Einheiten (267 my) (0.19 mMol, 90%7), mit dem unter a) gewonnenen Produkt papierchro-
matographisch (System B) identisch.

c) Aus 2'-Desoxy-thymidin-5'-phosphorsiure-[ 8.8.B-trichlor-iithylester] (1a): 200 mg 1a
{Cyclohexylammoniumsalz) wurden in das Pyridiniumsalz {ibergefiihrt, durch mehrmaliges
Eindampfen mit absol. Pyridin getrocknet und in 2 ccm Pyridin und 1 ccm Acetanhydrid
iiber Nacht bei Raumtemp. aufbewahrt. Dann wurde zur Trockene eingedampft, in 50-proz.
wifir. Pyridin aufgenommen und nach 1.5 Stdn. wieder zur Trockene eingedampft. Nach
wiederholtem Einengen mit Wasser war das Produkt papierchromatographisch (System B)
einheitlich und mit dem unter a) gewonnenen identisch. Nach Uberfiihren in das Cyclohexyl-
ammoniumsalz (Merck I-lonenaustauscher) aus Aceton/Petroldther Schmp. 124 —128°,

3'-0-Benzoyl-2' -desoxy-thymidin-5'-phosphorsdure-[ B.B.f-trichlor-ithylester] (1e): In eine
Losung von 380 mg 3'-O-Benzoyl-2'-desoxy-thymidin (1.1 mMol) und 2.9 mMol Phosphor-
sdure-[B.B.B-trichlor-ithylester) (Pyridiniumsalz) in 12 ccm absol. Pyridin wurden 1.i6 g
Dicyclohexylcarbodiimid (5.6 mMol) gegeben. Nach 3tigigem Schiitteln wurden ca. 50 ccm
20-proz. wiBr. Pyridin zugegeben, mit Petroldther extrahiert, die walr. Phase mehrere Stdn.
stehengelassen, dann zur Trockene eingedampft, der Riickstand in Methanol aufgenommen und
auf einer priparativen Dickschichtplatte (Kieselgel PF 254 Merck) erst in Chloroform/
Methanol (9: 1), anschlieBend in Chloroform/Methanol (7:3) chromatographiert. Ausb.
8000 OD-Einheiten (267 my) (0.84 mMol, 76 9;). Dieses Produkt ist fiir alle weiteren Um-
setzungen rein genug. Zur Uberfiihrung in das Cyclohexylammoniumsalz wurde die Substanz
iiber Merck I-lonenaustauscher (Cyclohexylammoniumform) gegeben und mit Wasser/
Methanol (1:1) eluiert. Beim Eindampfen des Eluats kristallisierte das gewiinschie Produkt
aus. Ausb. 340 mg (47 %), Schmp. 236—238°.

UV (Wasser, pH 7.0): Apax 267 my. (€ = 9600).

CsH1 NH;IC1oH1oCLsN200P (656.9) Ber. C 4571 H 5.64 Cl16.19 N 639 P 4.71
Gef. C 4570 H 520 C11573 N 6.72 P 4.53
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Zu 20 mg des Produktes in 2 ccm Methanol wurden bei 0° 3 ccm 2n NaOH gegeben und
10 Min. bei 0° stehengelassen. Mit Merck I-Ionenaustauscher (Pyridiniumform) wurde neutrali-
siert, filtriert und das Filtrat mit Ather extrahiert. Papierchromatographie der wafir. Losung
in System B und C zeigte nur 1a.

2'-Desoxy-adenosin-5'-phosphorsdure-[ B.p.B-trichlor-dthylester] (2a): 3 mMo} 2'-Desoxy-
adenosin-5'-phosphorsiure (2b) (Pyridiniumsalz) wurden in 25 ccm absol. Pyridin und 7.5
ccm Acetanhydrid bis zur Losung geriihrt (ca. 6 Stdn.) und weitere 10 Stdn. aufbewahrt.
Dann wurden 50 ccm Wasser unter Eiskithlung zugegeben, nach 1.5 Stdn. eingedampft, mit
Wasser mehrere Male zur Vertreibung der Essigsdure destilliert und anschlieBend durch wieder-
holtes Eindampfen mit absol. Pyridin getrocknet.

Die so erhaltene 3’-0.NS6-Diacetyl-2’-desoxy-adenosin-5'-phosphorsiure wurde mit B.8.4-
Trichlor-dthanol, wie bei der Darstetlung von 1a beschrieben, verestert. Vor dem Aufgeben auf
die DEAE-Cellulosesiule wurden jedoch durch 4stdg. Behandlung mit ca. 50 ccm konz.
Ammoniak die Acetylgruppen abgespalten. Ein nicht naher untersuchtes Nebenprodukt war
in den Fraktionen 84— 87 enthalten, das gewiinschte Produkt in den Fraktionen 96 —112.
Ausb. 26800 OD-Einheiten (259 my) (1.77 mMol, 58 %;).

Das FEluat wurde zur Trockene eingedampft und mit Methanol mehrere Male zum Ver-
treiben des Puffers eingeengt. Das so erhaltene Triathylammoniumsalz wurde in das Cyc/o-
hexylammoniumsalz ubergefithrt, dieses in wenig Methanol geldst und in ca. 250 ccm Ather
eingetropft. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert. Ausb. 0.90 g, Schmp. 124 —128°. Bei der
Elektrophorese (pH 7.5) lief das Produkt halb so weit wie 2b.

UV (Wasser, pH 7.0): Apax 260 mu (€ = 15200).

CeH ) NH;IC12H 14C13NsOgP - 2H,0 (597.8) Ber. C 36.15 H 5.39 C117.79 N 14.05 P 5.18
Gef. C36.67 H5.50 C118.36 N 14.10 P 4.96

2'-Desoxy-guanosin-5'-phosphorséure-{ B.f.B-trichlor-dthylester] (3a): Darstellung analog
2a. Bei der Sdulenchromatographie wurde ein Nebenprodukt in den Fraktionen 68—80
aufgefangen. 3a war in den Fraktionen 81 —104 enthalten. Ausb. 30000 OD-Einheiten (252
mp) (2.18 mMol, 73%;). Dieses Produkt ist fiir alle weiteren Untersuchungen rein genug.

Nach Uberfiihrung in das Cyclohexylammoniumsalz mit Merck I-lonenaustauscher (Cyclo-
hexylammoniumform) wurde aus Aceton/Methanol/Petrolither umkristallisiert. Ausb. 475
mg (27 %), Schmp. 172—176°. Bei der Elektrophorese (pH 7.5) lief das Produkt halb so weit
wie 3b.

UV (Wasser, pH 7.0): Apax 252 mp (¢ = 13700).

CeH1NH;3]Ci2H14CI3NsO5P - H,0 (595.8) Ber. C 36.13 H 5.05 C117.78 N 14,05 P 5.17
Gef. C36.62 H5.36 C116.70 N 14.05 P 4.89
2-Desoxy-cytidin-5'-phosphorsdure-[ B.p.B-trichlor-dthylester] (4a): 10 mMol 2’-Desoxy-
cytidin-5’-phosphorsdure (4b) wurden nach Khoranall) acetyliert und das acetylierte Produkt
analog der fiir 2a angegebenen Darstellung verestert. In den Fraktionen 64 —91 war ein Ne-
benprodukt enthalten, in den Fraktionen 92—108 4a. Ausb. 44 mMol (44 %;) (40000 OD).
Nach Uberfiithrung in das Cyclohexylammoniumsalz mit Merck 1-lonenaustauscher (Cyclo-
hexylammoniumform) wurde in etwas Methanol gelost und in Ather eingetropft. Der Nieder-
schlag wurde abzentrifugiert. Ausb. 1.95 g (35%). Bei der Elektrophorese (pH 7.5) lief das
Produkt halb so weit wie 4b.
UV (Wasser, pH 7.0): Aqpax 271 mu (e = 9100).

C¢H1 NH;3]C11H sCl3N;07P - H,0 (556.8) Ber. C 36.60 H 5.60 C119.07 N 10.05 P 5.53
Gef. C36.80 H579 C119.21 N 9.78 P 5.54

11} H. G. Khorana und J. P. Vizsolyi, J. Amer. chem. Soc. 83, 675 (1961).



1967 B8.8.8-Trichlor-dthanol als Phosphorsiureschutzgruppe fiir Nucleotide 2235

Abspaltung der Trichlordthvigruppe, allgemeine Vorschrift

a) In Essigsdure: 500 OD-Einheiten des 2‘-Desoxy-nucleosid-5'-phosphorsiure-{B.5.5-tri-
chlor-dthylesters] (Pyridiniumsalz) wurden in 5ccm 80-proz. Essigsdure mit ca. 500 mg
aktiviertem Zn/Cu versetzt und 5 Stdn. bei Raumtemp. geschiittelt. Danach wurde abfiltriert,
mit Wasser nachgewaschen und zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde iiber einen
Merck I-Ionenaustauscher (saure Form, bei 2a und 3a jedoch Pyridiniumform) gegeben, mit
Wasser (bei 2a mit 20-proz. wilr. Pyridin) eluiert, die Ausb. spektrophotometrisch bestimmt
und das Eluat mit Pyridin zur Trockene eingedampft. Ausb. 95— 100 %, lediglich bei den Reak-
tionen mit 2a und 3a in DMF ca. 859%,. Die Ausb. an Desoxynucleosid-5'-phosphorsiure
im Reaktionsgemisch wurde durch Papierchromatographie in System A oder C bestimmt.
Die UV-aktiven Flecken wurden ausgeschnitten, mit Wasser/Methanol (1 : 1) eluiert und die
Konzentration spektrophotometrisch ermittelt. Die Werte sind in Tab. 1 zusammengefaf3t.
Die so erhaltenen Nucleotide waren papierchromatographisch und elektrophoretisch identisch
mit authent. Material.

b) In DMF: 500 OD-Einheiten des 2'-Desoxy-nucleosid-5'-phosphorsdure-(f.8.8-trichlor-
dthylesters] (Pyridiniumsalz) in 5 ccm DMF wurden mit ca. 500 mg aktiviertem Zn/Cu versetzt
und 1 Stde. bei 50° geschiittelt. Danach wurde abfiltriert, mit verd. Essigsdure gewaschen und
zur Trockene eingedampft. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie unter a).

Tab. 2. Ry-Werte bei der Papierchromatographie

System
Substanz A B C

ib 0.35 0.28
1a 0.80 0.67 0.85
1d 0.46

1c 0.84 0.75

if 0.56

le 0.85 0.81

2b 0.21 0.27
2a 0.75 0.77
3b 0.16 0.16
3a 0.68 0.73
4b 0.21 0.27
4a 0.75 0.73
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