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Eine neue Methode zur Synthese von Oligodesoxynucleotiden wird untersucht, bei der die 
Internucleotid-Phosphorsauregruppe rnit dem durch Zink abspaltbaren Trichlorathylrest 
verestert ist. Auf diese Weise werden d(TpT, d(TpTpT), d(TpTpTpT), d(CpT), d(ApT), 
d(ApA) und d(ApApA) synthetisiert. Mit Hilfe der kernmagnetischen Resonanz wird wahr- 
scheinlich gemacht, daR durch Aktivierung von Nucleosid-3’-phosphorsaure-trichlorlthyl- 
estern rnit 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid ein Pyrophosphorsaure-tetraester (18) 
gebildet wird, der mit der 5’-OH-Gruppe eines Nucleosids zu dem Dinucleosidphosphorsaure- 
trichlorathylester reagiert. 

Die chemische Synthese von Oligodesoxynucleotiden wird heutzutage fast aus- 
schliel3lich durch Aktivierung von Desoxynucleosid-5’-phosphaten rnit einem Kon- 
densationsmittel wie z. B. 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid (TPS) und Zugabe 
eines Desoxynucleosides oder eines Desoxynucleosid-5’-phosphats mit geschiitzter 
Phosphatgruppe erreicht. Khorana und Mitarbb.3) haben durch Kombination dieser 
chemischen rnit enzymatischen Methoden Polydesoxynucleotide rnit einer Kettenlange 
bis zu 30 Basen dargestellt. Wir versuchten nun, die Synthese solcher Oligo- und 
Polydesoxynucleotide noch einfacher zu gestalten. 

Durch die negative Ladung an der Phosphatgruppe der Internucleotidbindung sind die 
Reaktionsprodukte nur in polaren Losungsmitteln Ioslich und, jedenfalls in grol3en Mengen, 
nur an Ionenaustauschersaulen rnit stark begrenzter Kapazitat trennbar. Diese negative 
Ladung ist prinzipiell auch noch nucleophil genug, um mit dem Kondensationsmittel zu 
reagieren und so die einmal gekniipfte Internucleotidbindung wieder zu aktivieren. Das kann 
zu Kettenhriichen und unenviinschten Nebenprodukten fiihren. 

Wir hofften, daR eine Blockierung dieser negativen Ladung sowohl eine bessere Loslichkeit 
in wenig polaren Losungsmitteln rnit sich bringen als auch eine in grol3erem MaRstab durch- 
fuhrbare Trennung an Kieselgel ermoglichen wurde. Dariiber hinaus sollte eine solche Ver- 
esterung auch eine Aktivierung der Internucleotidbindung verhindern. Als Schutzgruppe 
wahlten wir die rnit Zink selektiv wieder abspaltbare4) P.$P-Trichlor-athyIgruppe. Wir 
hofften, daR der entstandene Phosphorsauretriester gegen schwaches Alkali stabil sein wiirde. 
Letsinger und Ogilivies) haben gleichzeitig rnit uns die P-Cyan-athylgruppe als Schutzgruppe 

Dissertat. I .  Rizk, Techn. Univ. Braunschweig 1969. 
2, Vorlaufige Mitteil.: F. Eckstein und I .  Rizk, Angew. Chem. 79, 684 und 939 (1967); 

Angew. Chem. internat. Edit. 6, 695 und 949 (1967). Zum Teil vorgetragen auf dem 
5. Internat. Symposium on the Chemistry of Natural Products, London 1968. 

3, N. K. Gupta, E. Ohtsuka, V. Sagaramella, H. Buchi, A .  Kumar, H. Weber und H. G.  
Khorana, Proc. nat. Acad. Sci. 60, 1338 (1968). 

4) F. Ecksfein, Chem. Ber. 100, 2236 (1967). 
5 )  R. L. Letsinger und K. V. Ogilivie, J. Amer. chem. SOC. 89, 4801 (1967). 
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fur die Internucleotidbindung vorgeschlagen, die durch Behandlung rnit Alkali wieder ent- 
fernt werden kann. Dabei miissen jedoch neue Schutzgruppens) fur die 3’-OH-Gruppe 
verwendet werden, da die iiblichen im allgemeinen gegen Alkali labil sind. Die Phenyl-7) 
und die Benzylgruppe 8) wurden ebenfalls zur Maskierung der negativen Ladung der Inter- 
nucleotidbindung benutzt. 

Die Einfiihrung der Trichlorathylgruppe geschieht am einfachsten durch Umsetzung 
eines in der 5’-Stellung geschiitzten Nucleosids, z. B. 5’-O-Trityl-thymidin (1 Aquiv.), 
rnit Phosphorsaure-trichlorathylester-dichlorid 9) (1 Aquiv.) in Pyridin zu 1, welches 
ohne Isolierung rnit 3’-O-Acetyl-thymidin (0.3 hiquivv.) zu 5’-O-Trityl-thymidylyl- 
(3’-5’)-3’-O-acetyl-thymidin-[p.p. p-trichlor-athylester] (3) mit 93 % Ausbeute (bezogen 
auf Acetylthymidin) umgesetzt werden kann. Bei Verwendung von 1 Aquiv. Acetyl- 
thymidin sinkt die Ausbeute auf ca. 45%, was auf teilweise Hydrolyse von 1 zu 2 
zuruckzufuhren ist. Friihere Versuche, rnit Phosphorsaure-phenylester-dichlorid eine 
solche 3’+5‘-Verkniipfung von Nucleosiden zu erreichen, ergaben nur Produkte rnit 
5’-5’-Verkniipfunglo). Auch wir erhalten bei nicht strikter Einhaltung der Vorschrift 
als Nebenprodukt Spuren des falsch verknupften Tritylthymidylyl-(3’-3’)-trityl- 
thymidin-trichlorathylesters, der sich aber leicht von 3 abtrennen lafit. 

O=i.-Cl 1 
I 
OC HzC C 19 

+ 3’-AcdT 

T r  = Trityl, T = Thyminyl bAC 

Eine andere Darstellungsmoglichkeit von 3 besteht in der Hydrolyse von 1 zu 2, 
das iiber Kieselgel gereinigt werden kann, Aktivierung von 2 rnit TPS und anschlie- 
I3ende Umsetzung mit 3‘-O-Acetyl-thymidin zu 3, das man n i t  55 % Ausbeute nach 
Reinigung iiber Kieselgel erhalt. 

6) 6a) G. W. Grams und R. L .  Letsinger, J. org. Chemistry 33, 2589 (1968); 6b) R .  L .  Letsinger, 
M. H. Curuthers, P .  S .  Miiller und K.  V. Ogilivie, J. Amer. chem. SOC. 89, 7146 (1967). 

7) C.  B. Reese und R.  Salthill, J. chem. SOC. [London] 1968, 767. 
8) K .  H. Scheit, Tetrahedron Letters [London] 1967, 3243. 
9) W. Gerrard, W. J. Green und R. J. Phillipps, J. chem. SOC. [London] 1954, 1148. 
10) H.  G. Khoruna, Some recent Developments in the Chemistry of Phosphate Esters of 

Biological Interest, S. 101, Wiley, New York, London 1961. 
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Eine Kombination dieser beiden Methoden liefert die besten Ausbeuten. Trityl- 
thymidin wird mit Phosphorsaure-trichlorathylester-dichlorid phosphoryliert, mit 
TPS umgesetzt, um evtl. entstandenes 2 zu aktivieren, und 3’-O-Acetyl-thymidin 
zugegeben. 3 wird so in 80 :< Ausbeute nach Schichtchromatographie an Kieselgel 
isoliert. Phosphoryliert man erst Acetylthymidin und gibt dann Tritylthymidin zu, 
so erhalt man nur 15 % 3. 

Aus 3 IaiRt sich einerseits mit Essigsaure Jeicht die Tritylgruppe zu Thymidylyl- 
(3’-5’)-3’-O-acetyl-thymidin-trichlorathylester (4), andererseits mit Methanol/Am- 
moniak (1 : 1) die Acetylgruppe zu 5’-O-Trityl-thymidylyl-(3’-5’)-th~midin-trichlor- 
athylester (5a) ohne Hydrolyse des Triesters abspalten. 

- 
0 

Troyy “0 
0 

I CC13C HzO- h=O C C 1,C HzO- P= 0 

3 A. OAc 4 “0- OAc 

5a: R = T r  OH 
b : R = H  

I 

? 6 
(HO)Cl-P=O 

I 
OC HzC C 1, 

I 
1) 1 CC 1,CHZO- P=O 

b 2) TPS 
4 

0 
C 13C HzO- P=O I 

“.(I=i 0 
CCl,CHzO-P=O 

/ 
0 

CClsCHzO- P = O  I 

“0 OAc 

7a: R = T r  
b R = H  

e CCI,&HzO- P=O 

8a: b: R R = = H T r  “Icr OAc 

T r  = Trityl 
T = Thyminyl 
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5 a kann wieder mit Phosphorsaure-trichlorathylester-dichlorid zu 6 phosphoryliert, 
dieses rnit TPS aktiviert und rnit 4 zum Tetranucleotid 7a (50% Ausb.) umgesetzt 
werden. Durch Kondensation von 1 rnit 4 erhalt man das Trinucleotid 8a (Ausb. 65 %). 

Auch aus 2 IaBt sich die Tritylgruppe abspalten zu Thymidin-3’-phosphorsaure- 
trichlorathylester (9), der rnit Hilfe von TPS zu Thymidin-3’ : 5’-cyclophosphorsaure- 
trichlorathylester (10) cyclisiert werden kann. 

10 
T = Thyminyl 

Die Abspaltung der Trichlorathylgruppe aus den Triestern kann, nach Hydrolyse 
der Tritylgruppe und Reinigung der enttritylierten Verbindung an Kieselgel, auf 
verschiedene Weise vorgenommen werden4) : 

a) durch Umsetzung in 80proz. Essigsaure mit Zinkstaub (Raumtemp., 20 Min.); 
b) durch Umsetzung in DMF mit aktiviertem Cu/Zn11) (50”, 60 Min.); 
c) mit Zinkstaub in Pyridin, das Spuren Essigsaure enthalt (Raumtemp., 30 Min.)12); 
d) durch Behandlung mit NaOH. 

In allen Fallen ist es notwendig, das Zink mit verdiinnter EssigsLure oder wal3rigem Pyridin 
griindlich zu waschen, um alles Nucleotidmaterial herauszulosen. Die Entfernung der Zink- 
Ionen geschieht durch einen sauren Ionenaustauscher. Das Eluat wird eingedampft, evtl. 
noch vorhandene Schutzgruppen werden abgespalten und die Reaktionsprodukte papier- 
chromatographisch oder auf DEAE-Cellulosesaulen getrennt. In Tab. 1 sind die Ausbeuten 
fur die Oligothymidylsauren zusammengefaRt. 

Tab. 1. Ausbeuten an OligothymidylsLuren 

Ausgangs- Menge 
material pMol Produkt Methode % Ausb. Methode % Ausb. 

5b 10 d(TpT) a 73 b 90 
8 b  7 d(TpTpT) C 56 b 85 
7 b  8 d(TpTpTpT) C 51 b 80 

- b 95 10 10 dT- 3’:5’-p13) - 

Die durch Papierchromatographie gereinigten Oligonucleotide wurden rnit auf 
anderen Wegen erhaltenem Material verglichen und durch Abbau rnit Schlangengift- 
oder Milzphosphodiesterase identifiziert. 

Nachdem wir festgestellt batten, da13 die Triestermethode jedenfalls auf das am 
leichtesten zu handhabende Desoxynucleosid, Thymidin, rnit Erfolg anwendbar ist, 
versuchten wir die Methode auf die anderen Nucleoside zu ubertragen. Bei der 
Verwendung von Desoxyadenosin in dieser Reaktion ist es vorteilhaft, die 6-NHz- 

11)  F. LeGuf, J. org. Chemistry 29, 2048 (1964). 
12) D .  Bornrner, unveroffentlicht. 
13)  G .  M. Tener, H.  G. Khurana, R .  Markham und E. H .  Puhl, J. Amer. chem. Soc. 80, 6223 

(1958). 
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13a D M T r  C6H&0 CH30CH2C0 14a 
CoH5CO CHSOCH2CO 

C H  
d 
e 

Gruppe zu schiitzen, nicht nur weil sie evtl. an Stelle einer OH-Gruppe reagieren kann, 
sondern weil sie die Chromatographie der Produkte an Kieselgel wesentlich ver- 
schlechtert. Wir wahlten dafur die Benzoylgruppe. Die von Khorana14) angegebene 
Vorschrift zur Darstellung von N6-Benzoyl-desoxyadenosin haben wir durch Ver- 
wendung von Essigsaure an Stelle von Ionenaustauscher zur Neutralisation etwas 
vereinfacht. 5’-O-[p.p’-Dimethoxy-trityl]-Ns-benzoyl-desoxyadenosin~4~ wird mit 
Phosphorsaure-trichlorathylester-dichlorid zu 11 phosphoryliert. Dessen Umsetzung 
mit 3’-O-Acetyl-thymidin gibt 43 % Dinucleotidester 12. 

R’ R2 R3 

D M T r  C‘H5CO CH3OCH2CO 
C‘H5C 0 C HxOCH2C 0 

c H  H H 
b H  

D M T r  C6H5C0 H 
D M T r  H H 

0 DMTrO 

OH 
+ 

C?? 
P -  OC H2C C 1, 

c1 

““e 

DMTrO DMT - 
11 

1) TPS / 2) 14b TPS, 

UCOCH~OCHJ 

12 OAc 

CCl,CH20- &O 

DMTr  = p.p‘-Dimethoxy- 
t r i t y l  “0 0 0 ABz = N‘-Benzoyl- 

14) H. Schaller, G.  Weimann, B. Lerch und H. G .  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 85, 3821 
(1963). 
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stabil ist. Dies trifft fur die von Reese15) eingefiihrte Methoxyacetylgruppe zu, die mit 
CH30H/NH3 bei 0" hydrolysiert werden kann. Setzt man 11 rnit 3'-O-Methoxyacetyl- 
N6-benzoyl-desoxyadenosin und TPS um, so erhalt man 14a rnit 40% Ausbeute 
(bezogen auf das Nucleosid), das durch Behandlung rnit Essigsaure in 14b iibergefuhrt 
werden kann. Die analoge Umsetzung von 11 rnit 14b fuhrt rnit 56 % Ausbeute zu 13a. 
Bei den von uns angewendeten Bedingungen konnen wir keine Spaltung der N-glykosi- 
dischen Bindung beobachten. 
5'-O-[p.p'-Dimethoxy-trityl]-Ns-benzoyl-desoxycytidin IaBt sich ebenfalls rnit 

Phosphorsaure-trichlorathylester-dichlorid zu 15 phosphorylieren und rnit TPS und 
Acetylthymidin zu 16 umsetzen (Ausb. 32%). 

DMTrO 
DMTr = p.p'-Dimethoxy- 

CBz = N'-Benzoyl- 

trityl 
0 
I 

cytosyl 
0 0 

2) 1)TPS 3I-Ac-dT DMT*oB= 
I 

c1-P=O 
I 
OCHzCClz '9 T = Thyminyl 

C C 1& HzO- P= 0 

15 16 OAc 

Vor der Entfernung der Trichlorathylgruppe aus den Verbindungen 12, 13a, 14a 
und 16 wird erst die Dimethoxytritylgruppe durch Behandlung rnit 80proz. Essigsaure 
bei Raumtemp. (1 Stde.) abgespalten. Die Reaktionsprodukte werden durch Chro- 
matographie an Kieselgel gereinigt. Die Ausbeuten liegen durchweg bei 80-90 %. 
Man kann dann entweder erst die Trichlorathylgruppe, wie fur die Thymidinderivate 
beschrieben, und anschlieBend die Benzoylgruppe rnit NH3 abspalten oder nach 
Letsinger erst die Benzoylgruppe rnit Hydruzin 16) und dann die Trichlorathylgruppe 
entfernen. Bei der Hydrazinbehandlung wird auch die Methoxyacetylgruppe abge- 
spalten. Nach unseren Erfahrungen ergeben beide Verfahren etwa die gleichen 
Ausbeuten (Tab. 2). 

Tab. 2. Ausbeuten fur die adenosin- bzw. cytidinhaltigen Oligonucleotide nach der papier- 
chromatographischen Reinigung 

Abspaltungs- 
% Ausb' methode (S. 2365) Produkt Ausgangs- Menge 

material pMol 

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, daB die Triestermethode dnrchaus in den 
Ausbeuten mit der Diestermethode konkurrieren kann. Besonders hervorzuheben ist, 
daI3 bei der Triestermethode bei wachsender Kettenlange die Ausbeuten nicht absin- 

15) C. B. Reese und J.  C. M. Stewart, Tetrahedron Letters [London] 1968, 4273. 
16) R.  L. Letsinger, P.  S. Miiller und G .  W. Grams, Tetrahedron Letters [London] 1968, 2621. 
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ken, man also keinen wachsenden UberschuB an einer Komponente einsetzen mu13 
wie bei der Diestermethode. Dariiber hinaus ist bei der hier beschriebenen Methode 
der Arbeitsaufwand geringer. 

Mechanismus der Aktivierung durch TPS 

Die Aktivierung der Desoxynucleosid-3’-phosphorsaure-trichlor~thylester durch 
TPS kann entweder in der Bildung eines gemischten Anhydrids vom Typ 17 oder eines 
Pyrophosphorsaure-tetraesters 18 bestehen. 

0 
I 

I I 
OCHzCC13 OCHzCC13 OC HzC C 13 

0 

CH3 

0- P=O 
P 

17 CH3 T = Thyminyl 18 

Beide Verbindungen konnten durch den nucleophilen Angriff der 5’-OH-Gruppe 
eines Nucleosid zur Bildung eines Dinucleosid-phosphorsaure-trichlorathylesters 
fuhren. Durch Verfolgung der Aktivierungs- und Kondensationsreaktion mit Hilfe 
der 31P-NMR-Spektroskopie versuchten wir die Frage nach der phosphorylierenden 
Spezies zu klaren. 

Setzt man das Pyridiniumsalz von 2 in Pyridin (6 = +5.0 ppm) rnit 2 oder 4 Aquivv. 
TPS um, so findet man nach ca. 30 Min. nur ein Signal (6 = +33 ppm), das bei 
Zugabe von Wasser vollkommen verschwindet ; statt dessen erscheint das Signal fur 2 
wieder. Gibt man aber Acetylthymidin (1 Aquiv.) zu, so entsteht zusatzlich ein neues 
Signal (6 = f8.6 pprn), das der Verbindung 3 zuzuordnen ist und nach Zugabe von 
Wasser nicht verschwindet. Die Verbindung mit der chemischen Verschiebung 
6 = f33  ppm ist also offenbar ein Phosphorylierungsmittel. 

In THF oder Pyridin zeigt Phosphorsaure-bis-trichlorathylester-chlorid (19) ein 
Signal (6 = - 6.5 ppm). Bei Anwesenheit von Spuren Feuchtigkeit bildet sich neben 
diesem Signal ein neues (6 = L34.5 ppm), das nur dem Tetrakis-trichlorathyl- 
pyrophosphat (21) zugeordnet werden kann, das sich nach folgender Gleichung bildet : 

CC13CHzQ /p O$ ,OCHzCC13 C C 13CHzqY Y,OCHaC C1, 
P + P, - p-0-q 

CCl3CHzd ‘C1 @d OCHzCCl3 CC1,CHZd OC HzC C 1, 
19 20 21 

Zugabe eines Uberschusses an Wasser fuhrt zur Hydrolyse von 21 unter Bildung 
von 20 (6 =- + 7.2 ppm). Aufgrund der grof3en Ahnlichkeit der chemischen Ver- 
schiebung von 21 mit derjenigen der durch Umsetzung von 2 rnit TPS erhaltenen 
nehmen wir an, daf3 es sich bei letzterer ebenfalls um ein Tetraesterpyrophosphat, 
und zwar urn 18 handelt. 
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Nach unserer Ansicht besteht daher die Aktivierung mit TPS in der Bildung von 18. 
Versuche zu dessen lsolierung waren bis jetzt erfolglos, obwohl wir bei der Umsetzung 
von 2 mit TPS diinnschichtchromatographisch ein Produkt mit hohem RF-Wert 
beobachten konnen, das aber wegen seiner groBen Hydrolyseempfindlichkeit nicht 
rein isoliert werden konnte. 

In Tab. 3 sind die chemischen Verschiebungen einiger Phosphorsaure-trichlorathyl- 
ester-Derivate zusammengefaBt. 

Tab. 3. 31P-NMR-Signale (8-Werte) von Phosphorsaure-trichlorathylester-Derivaten *) 

Substanz 8 [ P P ~ I  

Phosphorsaure-[P.P.P-trichlor- 

PhosphorsBure-bis-[p.P.p-trichlor- 

athylesterl-dichlorid -12**) 

athylesterl-chlorid (19) - 6.5**) 
Phosphorsaure-[~.~.P-trichlor- 

21 

20 

2 

3 

8a 

athylester] 

18 

d(TppT) 
*) Losungsmittel Pyridin, innerer Standard 30 proz. Phosphorsaure. 

**) Der gleiche Wert in THF. 

+3.2 

t34.5 
$7.2 
+5.0 

$8.6 

+8.6 

t-33 
t21.5 

Phosphorsaure-trichlorathylester-dichlorid und Phosphorsaure-bis-trichlorathyl- 
ester-chlorid zeigen sowohl in Pyridin wie auch in THF jeweils dieselbe chemische 
Verschiebung. Dieser Befund spricht dagegen, da13 sich beim Losen der Chloride in 
Pyridin Verbindungen des Typs 22 bzw. 23 bilden, fiir die man einen vom Chlorid 
verschiedenen 8-Wert envarten sollte. 

Die Autoren danken Herrn Prof. F. Crumer fur groRzhgige Unterstutzung und anregende 
Diskussionen, Fraulein G. Westphul fur geschickte Mitarbeit. Diese Arbeit wurde zum Teil 
von der Deutschen Forschungsgemeinschaft mit einer Sachbeihilfe unterstiitzt. 
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Beschreibung der Versuche 
Pyridin und Dimethylformamid wurden uber Calciumhydrid, Chloroform iiber Phosphor- 

pentoxid getrocknet, destilliert und uber Calciumhydrid bzw. Phosphorpentoxid aufbewahrt. 
Tetrahydrofuran wurde zunachst unter RuckfluR uber Kaliumhydroxid und Zinn(l1)-chlorid, 
dann iiber Natrium gekocht, destilliert und schlieBlich iiber Natrium aufbewahrt. 

Alle zur Kondensation verwendeten Nucleoside und Nucleotide wurden rnit absol. Pyridin 
3 ma1 an der Olpumpe bis zur Trockne eingeengt. Gehalts- bzw. Ausbeutebestimmungen (An- 
gaben in Optical Density-Einheiten = OD) wurden durch spektrophotometrische Messungen 
rnit dem Zeiss-Spektralphotometer PMQ I1 durchgefiihrt. UV-Spektren wurden rnit dem 
Cary 15, die 3lP-NMR-Spektren rnit einem Perkin-Elmer R 10 Spektrometer in Verbindung 
mit einem Northern Scientific N S 594 Digital Memory Oscilloscope aufgenommen. Die 
1H-NMR-Spektren wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. M. Schiebel rnit einem 
Varian HA 100-Spektrophotometer im Institut fur Molekulare Biologie, Biochemie und 
Biophysik, Stockheim, gemessen. Die Ausgangssubstanzen Thymidin, Desoxyadenosin und 
Desoxycytidin wurden von den Firmen Schwarz Bioresearch, Inc., Mount Vernon, New York, 
und der Zellstoff-Fabrik Waldhof, Mannheim, bezogen. Die verwendeten Enzyme lieferten 
C. F. Boehringer & Sohne GmbH, Mannheim, und Worthington Biochemical Corp., New 
Jersey. Alle Substanzen wurden zur Analyse bis zur Gewichtskonstanz bei 50" i. Hochvak. 
getrocknet. 

Chromatographie: Zur Dunnschichtchromatographie (DC) wurden Merck Dunnschicht- 
Fertigplatten Kieselgel F 254, zur praparativen Diinnschichtchromatographie rnit Kieselgel 
PF  254 bestrichene Platten verwendet, Laufmittel Gemisch A oder B. Nach dem Auskratzen 
der gewunschten Zonen wurde im Gemisch J 15 Min. geriihrt, das feinverteilte Kieselgel iiber 
eine Saule gegeben und rnit Gemisch J eluiert. 

Zur Papierchromatographie (PC) wurde das Papier von Schleicher & Schiill 2043 b (gewa- 
schen) benutzt und rnit Laufmittel I absteigend entwickelt. Die gewunschten Zonen wurden 
herausgeschnitten und rnit Gemisch K 4-5 Stdn. eluiert. Zum Nachweis der Trityl- bzw. 
g.p'-Dimethoxy-tritylgruppe wurde rnit l0proz. Perchlorsaure bespruht und 3 Min. auf 100" 
erwarmt. 

Folgende Laufmittel bzw. Losungsmittelgemische wurden verwendet : 

Laufmittel v/v 

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
I 
Gemisch 
J 
K 

Chloroform/Methanol 
Chloroform/Methanol 
Chloroform/Methanol 
Chloroform/Methanol 
Chloroform/Methanol 
n-Butanol/Eisessi g/Wasser 
Isopropylalkohol/Ammoniak/ Wasser 
Athanol/l m Ammoniumacetat 
Athanolll m Ammoniumacetat 

Chloroform/Methanol 
Methanol/Wasser 

95 :5 
93 :7  

9 : l  
8 :2 
7:3 

5 :2 :3  
7:1:2 

5 :2 
7:3 

1 :1 
1 : 1  

Phosphorsaure-i~.~.~-trichlor-athylester]-dichlorid~~: Zu 95.5 ccm (1  Mol) frisch dest. 
Phosphoroxychlorid und 96.5 ccm (1 Mol) B.B./?-Trichlor-iithanol in 200 ccm absol. k h e r  
wurden bei -10" langsam innerhalb 1 Stde. 80.5 ccm (1 Mol) absol. Pyridin getropft und 
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10 Min. bei - 10" stehengelassen. Das ausgefallene Pyridiniumchlorid wurde unter AusschluB 
von Luftfeuchtigkeit abfiltriert und rnit absol. Ather gewaschen. Das Filtrat wurde im Rota- 
tionsverdampfer i. Vak. vom Ather befreit und der olartige Ruckstand i. Hochvak. destilliert. 

ClHzCI502P (265.3) Ber. C 9.21 H 0.76 C1 66.57 P 11.63 
Gef. C 9.23 H 0.86 CI 66.50 P 11.54 

Sdp.o.1 56-58", Ausb. 180 g (68%). 

5'-O-Trityl-thymidin-3'-phosphorsaure-[~.~.~-trichlor-athylesterl (2) : Zur Losung von 
0.2 ccm (I 2 5  mMol) Phosphorsaure-[~.~.~-trichlor-iithylesterl-dichlorid in 4 ccm absol. 
Pyridin wurden 10000 OD (267) (1 mMol) 5'-O-Trifyl-thymidin in 6 ccrn absol. Pyridin 
innerhalb von 6 Stdn. langsam bei Raumtemp. unter Riihren und FeuchtigkeitsausschluB 
(CaCI2) getropft. Nach 15 Stdn. wurde die Reaktion mittels DC auf Vollstandigkeit gepriift. 
Dann gaben wir 5 ccm Wusser bei 0" zu und brachten den pH-Wert durch sofortige Triiithyl- 
amin-Zugabe auf 8. Nach 2 Stdn. wurde bis zur Trockne eingeengt und der Ruckstand durch 
praparative DC in Laufmittel E getrennt. NH4@-Salz: Schmp. 226-227. Ausb. 8870 OD 
(267) = 630 mg farblose Kristalle (89%). RB (DC/Laufmittel E) 0.50. - UV (Methanol): 
A,,, 267 nm (E 9600). 

N H ~ ] C ~ ~ H ~ ~ C ~ ~ N Z O ~ P  (712.9) Ber. C 52.35 H 4.77 C1 14.90 N 5.89 P 4.44 
Gef. C 50.20 H 4.44 C1 14.69 N 3.87 P 4.54 

5'-O-Trityl-thymidylyl-(3'-5'/ -3'-O-acetyl-thymidin-[~.~.~-trichlor-athylester/ (3) 

a) Aus 5'-0-Trityl-thymidin-3'-phosphorsaure-/sterl  (2): 6000 OD 
(267) (0.6 mMol) 2 (Triathylummoniumsalz) wurden am Ionenaustauscher (Merck I, Pyri- 
dinium-Form) in das Pyridiniumsalz iibergefiihrt. Nach der Absolutierung rnit Pyridin wurde 
in 3 ccm absol. Pyridin mit 0.35 g (1.2 mMol) 2.4.6-Triisopropyl-benzolsuljonylchlorid versetzt, 
nach 2 Stdn. eine Losung von 5800 OD (267) (0.6 mMol) 3'-0-Acetyl-thymidin in 3 ccm 
absol. Pyridin zugegeben, nach weiteren 12 Stdn. zur Trockne eingeengt und der Riickstand 
auf praparativen Diinnschichtplatten (Laufmittel B) aufgetrennt. Aus Athano1 Schmp. 
127--130". Ausb. 6500 OD (267) = 312mg amorphes Pulver (55%, bezogen auf Acetyl- 
thymidin), RF (DC/Laufmittel A) 0.73. - UV (Methanol): A,,, 263 nm (E 19200). 

C43H44C13N4013P (962.2) Ber. C 53.67 H 4.61 C1 11.05 N 5.82 P 3.29 
Gef. C 53.94 H 4.58 CI 11.00 N 5.82 P 3.22 

b) Aus 5'-O-Trityl-thymidin-3'-phosphorsiiure-i~.~.~-trichlor-athylester~-chlorid (1): 9600 
OD (267) (1 rnMol) 5'-O-Trityl-thymidin wurden rnit Pyridin absolutiert und in 6 ccm absol. 
Pyridin unter FeuchtigkeitsausschluB in 6 Stdn. unter Riihren bei Raumtemp. zu einer 
Losung von 0.16 ccm (1  .O mMol) Phosphorsaure-ij3.B.B-trichlor-athylester 1-dichlorid in 4 ccm 
absol. Pyridin getropft. Nach 15 Stdn. wurde durch DC (Laufmittel A) auf Vollstandigkeit 
der Reaktion gepriift. Das gesamte UV-aktive Material blieb am Start. 

Es wurden 3000 OD (267) (0.3 rnMol) 3'-O-Acetyl-thymidin rnit dieser Losung des Chlorids 
versetzt. Nach 20 Stdn. Riihren bei Raumtemp. zogen wir das Losungsmittel im Rotations- 
verdampfer ab und trennten den Ruckstand durch praparative DC (Laufmittel B). Ausb. 
5570 O D  (267) = 270 mg (93 %, bezogen auf Acetylthymidin). Die Verbindung war rnit der 
unter a) beschriebenen identisch. 

c) Aus 5'-O-Trityl-thymidin-3'-phosphorsaure-~~.~.~-trichlor-athy~ester~-chlorid (1) und 2.4.6- 
Triisopropyl-benzolsuljonylchlorid: Zu 9700 OD (267) (1 mMol) 5'-O-Trityl-thymidin in 6 ccm 
absol. Pyridin wurden langsam (6 Stdn.) unter Ruhren bei Raumtemp. 0.16 ccm ( I  mMol) 
Phosphorsaure-[B.B.P-trichlor-athylesterJ-dichlorid in 4 ccm Pyridin gegeben. Nach I5 Stdn. 
priiften wir auf Vollstandigkeit des Umsatzes durch D C  (Laufmittel A). Dann wurde unter 
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FeuchtigkeitsausschluB rnit 0.3 g (1 mMol) des SulJbchlorids versetzt, 1 Stde. bei Raumtemp. 
stehengelassen, anschliel3end rnit 6000 OD (267) (0.6 mMol) 3'-O-Acetyl-thymidin vermischt, 
nach 15 Stdn. Riihren bei Raumtemp. das Pyridin eingedampft und der Riickstand durch 
praparative DC getrennt. Ausb. 9600 OD (267) = 460 mg @OX, bezogen auf Acetylthymidin), 
identisch mit der unter a) beschriebenen Verbindung. 

5'-O-Trityl-thymidylyl-(3'-3')-5'-0-trityl-thymidin-[~.~.~-trichlor-athylester]: 20000 OD 
(267) (2 mMol) 5'-O-Trityl-thymidin (mit Pyridin absolutiert) in 5 ccm absol. THF wurden 
mit 0.16 ccm (1 mMol) Phosphorsaure-[~.~.~-trichlor-athylester]-dichlorid in 10 ccm absol. 
THF und 0.5 ccm absol. Pyridin versetzt und 48 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt. Das Losungs- 
mittel wurde im Rotationsverdampfer abgezogen und der Ruckstand auf praparativen Diinn- 
schichtplatten (Laufmittel A) getrennt. Ausb. 5000 OD (267) = 300 mg amorphes Pulver 
(25%). RF (DC/Laufmittel A) 0.79. - UV (Methanol): Amax 263 nm (E = 19200). 

5'-0-Trityl-thymidylyl-(3'-5')-thymidin-i~.~.~-trichlor-athylester~ (5a): 22000 OD (263) 
(1.1 mMol) 3 wurden in 20 ccm Methanol rnit 20 ccm konz. Ammoniak 1 Stde. bei Raumtemp. 
slehengelassen. Nach Einengen im Rotationsverdampfer bis zur Trockne wurde der Riickstand 
durch praparative DC (Laufmittel B) aufgetrennt. Ausb. 19800 OD (263) = 830 mg amorphes 
Pulver (90%). RF (DC/Laufmittel B) 0.43. - UV (Gemisch J): A,,, 263 nm (E 19200). 

5'-O-Trityl- thymidylyl-(3'-5')- thymidylyl-(3'-5')- thymidylyl-(3'-5')-3'-0-acetyl- thymidin- 
tris-[~.P.B-trichlor-uthylester] (7a): 19800 OD (263) (1 mMol) 5a (absolutiert) in 6 ccm 
absol. Pyridin wurden innerhalb von 6 Stdn. langsam in eine Lasung von 0.16 g (1 mMol) 
Phosphorsaure-i~.~.~-trichlor-athylesterl-dichlorid in 4 ccm absol. Pyridin getropft. Nach 
15 Stdn. Riihren bei Raumtemp. zeigte die D C  eine vollstandige Phosphorylierung. Diese 
5'-O-Trityl- thymidylyl- (3'-5') -3'-0- thymidylsaure-P.P'-bis-[/3.B.B- trichlor-athylesteri-P'-chlo- 
rid (6)-Losung wurde direkt rnit 0.3 g (1 mMol) 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid 
vermischt. Nach 1 Stde. wurden 17000 OD (263) (0.83 mMol) 4 hinzugefiigt und 15 Stdn. 
bei Raumtemp. geriihrt. Durch Eindampfen des Losungsmittels und Auftrennen iiber pra- 
parative DC (Laufmittel B) erhielt man 16430 OD (263) = 790 mg 7a (48.3 %, bezogen auf 
5a). RF (DC/Laufmittel B) 0.48. -~ UV (Gemisch J): A,,, 263 nm (E 38200). 

5' -  0- Trityl-thymidylyl- (3'-5') - thyrnidylyl- 13'-5') -3'- 0-acetyl- thymidin-bis-[P.B.B- trichlor- 
athylester] (Sa) : Zur Losung von 0.16 ccm (1 mMol) Phosphorsaure-[~.~.~-trichlor-athylester]- 
dichlorid in 4 ccm absol. Pyridin wurden 10000 OD (267) (1 mMol) 5'-0-Trityl-thymidin in 
10 ccm absol. Pyridin innerhalb von 6 Stdn. unter Riihren getropft. Diese Losung von 
5'-0-Trityl-thymidin-3'-phosphorsaure-[~.~.~-trichlor-athylesterI-chlorid (1) wurde nach 
weiteren 15 Stdn. rnit 0.3 g (1 mMol) 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulj5onylchlorid und nach einer 
weiteren Stde. rnit 18 000 OD (263) (0.9 mMol) Thymidylyl-(3'-5')-3'-O-ucetyl-thymidin- 
[/3.B.B-trichlor-athylesteri (4) versetzt und 40 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt. Dann wurde 
i.Vak. zur Trockne eingeengt und das Produkt durch praparative DC (Laufmittel B) gereinigt. 
Aus khan01 Schmp. 140--144". Ausb. 17700 OD (263) = 860 mg amorphes Pulver (65.5 %, 
bezogen auf 4). RF (DC/Laufmittel B) 0.51. - UV (Methanol): A,,, 263 nm (E 28800). 

(1397.8) Ber. c 47.33 H 4.12 CI 15.29 N 6.05 P 4.42 
Gef. C46.75 H 4.46 CI 15.21 N 6.11 P4.51 

Beispiel zur Abspaltung der 5'-Tritylgruppe 

Thymidylyl-(3'-5')-3-O-acetyl-thymidin-i~.~./3-trichlor-athylester] (4): 22000 OD (263) 
(1.1 mMol) 3 wurden in 20 ccm 80proz. Essigsaure 15--20 Min. bei 100" im Olbad unter 
Riihren erwarmt. Nach Erkalten wurde die Essigsaure im Rotationsverdampfer abgezogen, 
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der Riickstand in Chloroform gelost und durch praparative DC (Laufmittel B) gereinigt. 
Ausb. 18000 OD (263) = 685 mg amorphes Pulver (82%). RF (DC/Laufmittel B) 0.40. 
- UV (Methanol): Amax 263 nm ( E  19200). 

Es ist streng darauf zu achten, daI3 das Produkt vollkommen von Essigsaure befreit ist, 
was durch Dickschichtcliromatographie a k i n  nicht immer moglich ist, da sonst in Gegen- 
wart von TPS eine Acetylierung von 4 zu dem Diacetylprodukt stattfindet. 

Tab. 3. Zusammenfassung der Ergebnisse bei der Abspaltung der 5’-Tritylgruppe 

Ausgangs- 
material Menge Produkt % Ausb. RF (DC) 

3 1.1 mMol 4 82 Laufmittel B: 0.42 
5a 10 pMol 5b 80 Laufmittel B: 0.14 
8a 10 pMol 8b 69 Laufmittel B: 0.40 
7a 10 ~ M o l  7b 81 Laufmittel B: 0.38 
2 2 mMol 9 85 

Thymidin-3’-phosphorsaure-[~.~.~-trichlor-athylester/ (9): 19 200 OD (263) (2 mMol) 2 
wurden in 20 ccm 80proz. Essigsaure 20 Min. bei 100” im Olbad unter Ruhren erwarmt. 
Nach Erkalten wurde die Essigsaure im Rotationsverdampfer abgezogen, der Riickstand in 
Chloroform/Methanol (95 : 5, v/v) gelost und durch praparative DC (Laufmittel B) gereinigt. 
Das Material an der Startzone ist das gewiinschte Produkt 9. Elektrophoretisch und papier- 
chromatographisch stimmt es rnit Thymidin-5’-phosphorsaure-[ p. p. ~-trichlor-athylester]4) 
iiberein. 

Nach Uberfiihrung in das Triathylammonium-Salz Ausb. 16 300 OD (263) = 460 mg 
amorphes Pulver (85 %). 

Thymidin-3‘:5‘- cyclophosphorsaure-[P$.B- trichlor-athylester] (10): 14400 OD (267) 
(1.5 mMol) Thymidin-3’-phosphorsaure-~~.~.~-trichlor-athylesterl (9) wurden in das Pyridi- 
niumsulz ubergefiihrt und in 5 ccm absol. Pyridin rnit 2.0 g 2.4.6-Triisopropyl-benzolsuljonyl- 
chlorid versetzt. Nach 12 Stdn. wurden 0.2 ccm Wasser zugegeben und nach 1 Stde. zur 
Trockne eingedampft. Nach Trennung auf Dickschichtplatten (Laufmittel B) Ausb. 2500 OD 
(267) = 110 mg (17%). Die Substanz ist amorph. RF (DC/Laufmittel B) 0.63. UV (Metha- 
nol): Amax 263 nm ( E  9600). 

CllH14C13N207P (423.6) Ber. C 31.19 H 3.33 CI 25.51 N 6.61 
Gef. C 31.75 H 4.95 C1 26.62 N 6.07 
P : Thymidin = 0.916) 

3’-O-Acetyl-N6-benzoyl-desoxyadenosin: 3.5 g (10 mMol) N6-Benzoyl-desoxyadenosin wur- 
den rnit 3.75 g (10.1 mMol) p.p’-Dimethoxy-tritylchlorid in 25 ccm absol. Pyridin versetzt. 
Nach 15 Stdn. wurde in Eiswasser gegossen, die ausgefallene Substanz in Essigsaure-Pthyl- 
ester aufgenommen, nach Trocknung iiber Natriumsulfat zur Trockne eingeengt, das ent- 
standene 5’-O-[p.p’-Uimethoxy-trityll-N6-benzoyl-desoxyadenosin absolutiert, in 20 ccm absol. 
Pyridin rnit 1.2 ccm (1 1.8 mMol) Acetanhydrid versetzt. Nach 15 Stdn. gossen wir in Eis- 
wasser, schiittelten das ausgefallene Material 3 -4mal rnit je 200 ccm Essigester aus, trockne- 
ten die organische Phase iiber Natriumsulfat und verdampften das Losungsmittel. 

16) Bestimmt nach E. J. King, Biochem. J. 26, 292 (1932). 
1.51” 
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Das entstandene 5'-O-lp.p'-Dimetiioxy-trityl/-S'-O-acetyl-N~-benzoyl-desoxyadeno.~in wurde 
in 5 ccm Methanol rnit 50 ccm 80proz. Essigsiiure versetzt und nach 1 Stde. bei Raumtemp. 
zur Trockne eingeengt. Durch mehrmalige Kodestillation rnit Wasser wurde die Essigsaure 
entfernt. Die Substanz wurde in Chloroform uber eine Kieselgelsaule chromatographiert. 
Zunachst wurde mit 1 I voreluiert (verworfen), anschlieljend mit 2 1 Laufmittel A eluiert 
(Fraktionen von 200 -250 ccm). Frakt. 4 enthielt reines 3'-O-Acetyl-N6-benzoyl-desoxy- 
adenosin. Ausb. 120 000 O D  (280) = 2.3 g (60%) farblose Kristalle vom Schmp. 167-168" 
(aus khano l ) .  RF (DC/Laufmittel A) 0.48. 

UV (Gemisch J ) :  A,,, 280 nm ( E  20700). 
N M R  (Pyridin-ds): T = 8.0 (3H, s) (--O-COCH3). 

C I ~ H ~ ~ N ~ O ~  (397.4) Ber. C 58.42 H 4.82 N 17.63 Gef. C 57.81 H 5.50 N 16.82 

3'-O-Methoxyacetyl-N6-henzoyl-desoxyadenosin: Darstellung wie vorstehend rnit 1.8 ccm 
Methoxyucetunhydrid. Ausb. 54% farblose Kristalle vom Schmp. 126- 130" (aus Athanol). 
RF (DC/Laufmittel A) 0.52. 

UV (Gemisch J): Amax 280 nm (E 20700). 
N M R  (CD30D): T 5.9 (2H,s) ( - -O-  COCH20CH3),6.6 (3H, S) (-0-COCH2OCH3). 

C20H21Ns06 (427.4) Ber. C 56.65 H 4.94 N 16.35 Gef. C 56.54 H 5.01 N 16.47 

5 ' - 0 - [ p . p ' -  Dimethoxy - t r i ty l j -N6 - benroyl-desoxyadenosin-3'-phosphorsiiure-I~.P.~-trichlor- 
iithylesterl (11): Zu 3.2 ccm (20 mMol) Phosphorsaurr-lP.~.P-trichlor-uthylester]-dichlorid 
in 50 ccm absol. Pyridin wurde eine Losung von 400 000 OD (280) (20 mMol) absolutiertem 
5'-O-!p.p'-Ditnethoxy-trit?/l/- N6-benzoyl-desoxyudenosin in 150 ccm absol. Pyridin getropft 
(Feuchtigkeitsausschlufi, 6 -8 Stdn.). Die Reaktion wurde durch DC verfolgt. Nach 15 Stdn. 
wurde eine Losung von 5 ccm Triuthylumin in 20 ccm Wasser unter Eiskuhlung zugegeben, 
das Losungsmittel eingedampft und der Ruckstand in Chloroform uber eine Kieselgelsaule 
(Laufmittel C )  chromatographiert. Die Substanz ist amorph. Ausb. 32000 O D  (280) = 

1.45 g (81 %). RF (DC/Laufmittel E) 0.74. -~ UV (Methanol): A,,, 280 nm (E 20700). 

(C2H5)3NH]C40H36C13N509P (970.2) Ber. C 56.93 H 6.80 C1 10.96 N 8.66 P 3.19 
Gef. C 49.17 H4.36 C1 11.52 N 7.99 P 3.76 

5 ' - 0 - / p . p ' -  Dirnethoxy- t r i ty l j -  N6-benzoyl-desoxyudenyl?II- (3'-5') -3'-O-methoxyucetyl-N6- 
benzuyl -desoxyadenosin-~~.~.~- t r ich lor - i i thy lester j  (14a): 400000 OD (280) (20 mMol) 5'-0- 
[p.p'-Dimethoxy-trityl~-N6-benzoyl-desoxycrdeno.~in in I 5  ccm absol. Pyridin wurden innerhalb 
6 Stdn. zu einer Losung von 3.2 ccm (20 mMol) Phosphorsiiure-~~./3.~-trichlor-iithylester]- 
dichlorid in 5 ccm Pyridin gegeben. Nach 15 Stdn. war die Phosphorylierung beendet. Zu 
dieser Losung wurden 6.0 g (20 mMol) 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulJi,nylchlorid und nach 
2 Stdn. 191 000 OD (280) (10 mMol) absolutiertes 3'-O-Methoxyacetyl-N6-benzoyl-desoxy- 
adenosin gegeben. Wir lieljen 40 Stdn. bei Raumtemp. stehen und chromatographierten dann 
auf praparativen Dunnschichtplatten (Laufmittel A). Die Substanz ist amorph. Ausb. 150000 
O D  (280) = 4.63 g (40 %, bezogen auf 3'-O-Methoxyacetyl-N~-benzoyl-desoxyadenosin). RF 
(DC/Laufmittel A) 0.44. - UV (Methanol): A,,, 280 nm ( E  41400). 

C60H56C13N10014P (1278.5) Ber. C 56.37 H 4.41 CI 8.32 N 10.95 P 2.42 
Gef. C 56.84 H 5.23 C1 7.00 N 11.40 P 1.64 

N6-Benzoyl-desoxyudenylyl- (3'-5') -3 ' -0-  niethoxyucetyl-N~-benzoyl-desoxyadenosin-[~.~.~- 
trichlor-uthylester,~ (14b): 30000 OD (280) (0.75 mMol) 14a wurden in 20 ccm Methanol 
mit 50 ccm 80proz. Essigsiiure 1 Stde. bei Raumtemp. behandelt. Dann wurde zur Trockne 
eingeengt und der Ruckstand durch praparative DC aufgetrennt (Laufmittel B). Ausb. 
20000 O D  (280) 477 mg amorphes Pulver (67u/,). R F  (DC/Laufmittel B) 0.53. -- UV 
(Methanol): A,,, 280 nm ( E  41400). 
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5'-O-rp.p'-Dimethoxy-trityl]-N6- benzoyl-desoxyadenylyl-(3'-5')-N6-henzoyl-desoxyadenylyl- 
~3'-5')-3'-O-methoxyacetyl-N~-benzoyl-desoxyadenosin-bis-[~.~.~-trichlor-athylester~ (13a): 
Eine Losung von 30000 O D  (280) ( I  .5 mMol) 5'-O-/p.p'-Dimethoxy-trityl!-N6-henzoyl-desoxy- 
adenosin in 10 ccm Pyridin wurde innerhalb 6 Stdn. zu einer Losung von 0.32 ccm (2 mMol) 
Phosphorsaure-[B.B.~-trichlor-athylesterJ-dichlorid in 5 ccm Pyridin getropft. Nach I5 Stdn. 
wurde diinnschichtchromatographisch (Laufmittel B) auf Vollstandigkeit des Umsatzes 
gepruft. Zu dieser Losung wurden 0.45 g (1.5 mMol) 2.4.6-Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid 
und nach 1 Stde. 11500 OD (280) (0.3 mMol) absolutiertes 14b gegeben. Nach 24 Stdn. 
engten wir zur Trockne ein und trennten den Ruckstand auf praparativen Dunnschichtplatten 
(Laufmittel A). Ausb. 9400 O D  (280) = 277 mg amorphes Pulver (56%, bezogen auf 14b). 
Ra (DC/Laufmittel A) 0.32. - UV (Methanol): A,,, 280 nm (E 62100). 

5'-O-[p.p'-Dimethoxy-trityl:-Ns-henzoyl-desoxyadenyl,~l-(3~-5~) -3'-0-acetyl-thymidin-i b.b.B- 
trichlor-iithylester] (12) : 20000 O D  (280) (1  mMol) 5'-O-~p.p'-Dimethoxy-trityli-N6-benzoyl- 
desoxyadenosin wurden absolutiert, in 6 ccm absol. Pyridin aufgenommen und innerhalb 
6 Stdn. unter FeuchtigkeitsausschluR zu einer Losung von 0.2 ccm (1.2 mMol) Phosphorsiiure- 
[~.P.B-trichlor-iithylester]-dichlorid in 4 ccm Pyridin getropft. Nach 15 Stdn. wurde auf 
vollstandige Phosphorylierung durch D C  gepruft und die Losung direkt zu 7000 O D  (267) 
(0.7 mMol) 3'-O-Acetyl-thymidin (absolutiert) gegeben. Wir lieBen 48 Stdn. bei Raumtemp. 
stehen, dampften daraufhin das Losungsmittel ein und trennten den Ruckstand durch 
praparative D C  (Laufmittel B). Ausb. 9000 O D  (274) = 490 mg amorphes Pulver (43%, 
bezogen auf Acetylthymidin). RF (DC/Laufmittel A) 0.48. -- UV (Gemisch J): A,,, 272 nm. 

C52H51C13N7014P (1134.4) Ber. C 55.01 H 4.52 C1 9.35 N 8.64 P2.73 
Gef. C 52.31 H 4.88 CI 13.4 N 8.18 P 2.76 

5'-O-~p.p~-Dimethoxy-trityl~-N6-benzoyl-~esoxyadenylyl-(3~-5~) - N6-benzoyl-desoxyadenosin- 
:B.B.b-trichlor-athylesterl (14d): Zu 5000D (280)(12.5 p.Mol) 14a in 1.5ccm Methanol wurde 
bei 0 1.0 ccm mit NH3 gesattigtes Methanol gegeben. Nach 10 Min. wurde zur Trockne ein- 
geengt, der Ruckstand uber praparative Dunnschichtplatten (Laufmittel B) getrennt und das 
Produkt isoliert. Ausb. 300 O D  (280) (60%). RF (DC/Laufmittel B) 0.55. -- UV (Methanol): 
A,,, 280 nm (E 41400). 

5'-O-[p.p'-Dimethoxy-tritylJ- desoxyadenylyl- (3'- 5') - desoxyadenosin -1B.B.p - trichlor - athyl- 
ester] (14e): 150 O D  (280) (3.25 pMol) 14a wurden in 1 ccm Hydrazinhydrat-Losung (0.1 ccm 
Hydrazinhydrat in 3 ccm Pyridin/Essigsaure 4 : 1 v/v) gelost. Nach 16 Stdn. bei Raumtemp. 
wurden 2 ccm Wasser zugegeben, mit Chloroform ausgeschuttelt, die organische Phase zur 
Trockne eingeengt und durch DC (Laufmittel C) gereinigt. Ausb. 67 O D  (259) (60%). RF 
(DC/Laufmittel B) 0.31. ~~ UV (Methanol): A,,, 259 nm (E 30000). 

Desoxyadenylyl-(3'-5')-desoxyadenosin-~~.~.~-trichlor-athylesier~ (14c): Die Losung von 
67 O D  (259) (1.5 pMol) 14e in 3 ccm 8Oproz. Essigsaure wurde nach 1 Stde. bei Raumtemp. 
zur Trockne eingeengt und das Reaktionsgemisch durch D C  getrennt (Laufmittel D). Ausb. 
48 O D  (259) (72%). RF (DC/Laufmittel D) 0.33. - UV (Methanol): A,,, 259 nm (E 30000). 

Desoxyadenylyl-(3'-5') -desoxyadenylyl-(3'-5') -desoxyadenosin-bis-[~.P./3-trichlor-athylesterJ 
(13c): 10000 OD (280) (0.17 mMol) 13a wurden in 20 ccm Hydrazinhydrar-Losung (1.0 ccm 
Hydrazinhydrat in 30 ccrn Pyridin/Essigsaure 4 : I v/v) gelost. Nach 16 Stdn. bei Raumtemp. 
wurden 30 ccm Wasser zugegeben, mit Chloroform ausgeschiittelt, die organische Phase 
eingeengt und der Ruckstand mittels D C  (Laufmittel D) auf Reinheit gepruft. 

Der entstandene 5'-O-~p.p'-Dimetho~y-trityl.~-desoxyudenylyl-(3'-5') -desoxyadenylyl-(3'-5') - 
desoxyadenosin-his-~~.~.~-trirhlor-athylester] wurde ohne nahere Untersuchung in 5 ccm 
Methanol rnit 20 ccm 80proz. Essigsiiure versetzt. Nach 1 Stde. bei Raumtemp. engten wir 
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zur Trockne ein. Nach praparativer D C  (Laufmittel D) Ausb. 3600 OD (259) (48 %, bezogen 
auf 13a). RF (PC/Laufmittel I) 0.76. - UV (Methanol): Amax 259 nm (E 45000). 

N6-Benzoyl-desoxycytidin17): 7.2 g Desoxycytidin-hydrochlorid wurden in Wasser uber eine 
Ionenaustauschersaule (Merck 111, OHe-Form) geschickt. 21000 OD (23 mMol) Desoxy- 
cytidin wurden nach Trocknen in 600 ccm Methanol rnit 6 g Benzoesuureanhydrid unter 
RuckfluR gekocht (bei 80"). Nach Stde. und nach 3 Stdn. wurden jeweils weitere 6 g 
Benzoesaureanhydrid, in wenig Methanol gelost, zugegeben und weitere 2 Stdn. gekocht. 
Dann wurde das Losungsmittel eingedampft, der farblose Ruckstand in Wasser (400 ccm) 
und Ather (400 ccm) suspendiert, die waBr. Phase 3mal rnit Ather ausgeschuttelt, um uber- 
schussiges Benzoesaureanhydrid und Benzoesaure zu entfernen, das Produkt aus Wasser 
umkristallisiert und uber PPOs getrocknet. Ausb. 4.3 g (60%), Schmp. 190- 192" (Lit.14): 
194"). RF (DC/Laufmittel C) 0.38. ~- UV (Gemisch J): A,,, 259 nm (E 21800), 304 (11800). 
5'-O-[p.pr-Dimethoxy-trityl/- N~-benzoyl-desoxycytidylyl-(3'-5') -3'-O-acetyl-thymidin-[~$.B- 

trichlor-athylester] (16): 22000 OD (260) (I mMol) 5'-O-[p.p'-Dimethoxp-trityl]-N6-benzoyl- 
desoxycytidin 14) wurden absolutiert, in 6 ccm absol. Pyridin aufgenommenund langsam (6 Stdn.) 
zu 0.20 ccm (1.2 mMol) Phosphorsaure-[B.B.B-trichlor-athylester~-dichlorid in 4 ccm absol. 
Pyridin getropft. Nach 15 Stdn. wurde durch D C  festgestellt, daB das gesamte Nucleosid 
reagiert hatte. Das entstandene 5'-0-~p.p'-Dimethoxy-trityll-N~-benzoyl-desoxycytidin-3'- 
phosphorsaure-iB.B.~-trichlor-athylester.i-chlorid (15) wurde ohne nahere Charakterisierung 
sogleich mit 0.30 g ( 1  mMol) 2.4.6-Triisopropyl-benzolsuIfonylchlorid und 2 Stdn. spater 
mit 7000 OD (267) (0.7 mMol) 3'-O-Acetyl-thymidin in 5 ccm absol. Pyridin umge- 
setzt. Nach 48 Stdn. wurde zur Trockne eingedampft und der Ruckstand durch preparative 
DC (Laufmittel A) getrennt. Ausb. 10000 OD (263) = 352 mg amorphes Pulver (32%, bezogen 
auf Acetylthymidin). RF (DC/Laufmittel A) 0.49. -~ UV (Gemisch J): Amax 262 nm (E 31400). 

Beispiele fiir die Abspaltung der Trichloruthylgruppe ( S .  2365) 

Methode a: 200 OD (263) (1 0 pMol) Thymidylyl-(3'-5') -thymidin-[~.~.~-trichlor-athylesterJ 
(5b) wurden in 3 ccm 80proz. Essigsuure rnit einer Spatelspitze Zinkstaub 1 Stde. bei Raumtemp. 
geschuttelt. Dann wurde vom Zink abfiltriert, rnit 20proz. Essigsaure gewaschen, das Filtrat 
zur Trockne eingeengt, der Ruckstand in 2 ccm Wasser gelost, die Losung uber eine Ionen- 
austauschersaule (Merck I, Ha-Form) gegeben. Das rnit Wasser erhaltene Eluat wurde mit 
NH3 eingeengt (bzw. beim Vorhandensein einer 3'-Acetylgruppe erst 2 Stdn. stehengelassen) 
und durch PC (Laufmittel I) gereinigt. Ausb. 146 OD (263) (73 %) Thymidylyl-[3'-5')-thymidin. 
RF (PC/Laufmittel I) 0.67. - UV (Methanol): Amax 263 nm (E 19200). 

Methode b 
Desoxyadenylyl-(3'-5')-desoxyadenosin: 370 OD (280) (8 pMol) 14b wurden in 5 ccm DMF 

rnit einer Spatelspitze Cu/Zn 1 Stde. bei 50" geschuttelt. Nach Abfiltrieren und Waschen mit 
20proz. Essigsaure wurde zur Trockne eingedampft, uber eine Ionenaustauschersaule (Merck 
I, Pyridiniumform) gegeben, rnit 20proz. Pyridin eluiert, das Eluat eingedampft, der Ruck- 
stand in 10 ccm Methanol gelost und rnit 30 ccm konz. Ammoniak versetzt. Nach 2 Tagen bei 
Raumtemp. wurde die Losung zur Trockne eingeengt und durch PC (Laufmittel H) gereinigt. 
(Bei Abwesenheit von N-Benzoylgruppen wird die NH3-Behandlung unterlassen bzw. zur 
Abspaltung von 0-Acetylgruppen auf 2 Stdn. begrenzt.) Ausb. 140 OD (259) (50%). RF 
(PC/Laufmittel I) 0.69. - UV (Methanol): A,, 259 nm (E 30000). 

Methode c 

Desoxyadenylyl-(3'-5') -desoxyadenylyl-(3'-5') -desoxyadenosin: 100 OD (259) (1.7 pMol) 
13c wurden in 3.0 ccm Pyridin und 0.2 ccm Eisessig mit einer Spatelspitze Zinkstaub I / z  Stde. 

17) Ausgearbeitet von G. Brockmann, Stockheim. 
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bei Raumtemp. geschuttelt. Nach Zugabe einer Spatelspitze Ionenaustauscher (Dowex 50, 
Pyridiniumform) wurde weitere 3 Min. geschuttelt, dann abfiltriert, auf eine Ionenaustauscher- 
saule (Dowex 50, Pyridiniumform) gegeben, mit 20proz. Pyridin eluiert, die Losung zur 
Trockne eingeengt und durch PC (Laufmittel I) gereinigt. Ausb. 66 OD (269) (66%). RF 
(PC/Laufmittel I) 0.30. - UV (Methanol): h,,, 259 nm ( E  62100). 

Methode d 
Desoxyadenylyl-(3'-5')-desoxyadenosin: 100 OD (259) (2.5 pMol) 14c wurden in 1.5 ccm 

Dioxan/Wasser (4 : 1 ,  v/v) rnit 0.5 ccm 0.4n NaOHversetzt. Nach 5 Min. wurde rnit Ionen- 
austauscher Dowex 50 (Pyridiniumform) versetzt, bis die Losung neutral war, dann vom 
Ionenaustauscher abfiltriert, rnit 50 ccm 20proz. Pyridinlosung nachgewaschen, das Filtrat 
zur Trockne eingeengt und der Ruckstand durch PC (Laufmittel I) gereinigt. Ausb. 48 OD 
(259) (48 %). RF (PC/Laufmittel I) 0.69. - UV (Methanol): I,,, 259 nm (E 30000). 

Nucleotidabbuu durch Phosphodiesterusen: Alle dargestellten Oligonucleotide wurden nach 
papierchromatographischer Reinigung rnit Schlangengiftphosphodiesterase und in einigen 
Fallen auch rnit Milzphosphodiesterase abgebaut. In allen Fallen ergab sich das geforderte 
Verhaltnis an Nucleosid/Nucleotid. 

Beispiel fur den Abbau mit Schlangengiftphosphodiesterase: 10 OD Desoxycytidylyl-(3'-5') - 
thymidin in 0.1 ccm Tris-Puffer, pH 8.0 (0.1 m), wurden mit 10 pl (10 pg) Enzym-Losung 
15 Stdn. bei 37" inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden durch PC (Laufmittel 1) getrennt 
und durch Vergleich rnit authent. Material identifiziert. Desoxycytidin/5'-O-Thymidylsaure = 
0.94 OD (270)/1.04 OD (265). 

Beispiel f u r  den Abbau mit Milzphosphodiesterase: Zu 10 OD Desoxycytidylyl-(3'-5')- 
thymidin in 0.1 ccm Ammonium-succinat-Puffer, pH 5.9, wurden 10 p1 Detergenz-Losung 
(Tween, lproz.) und 30 p1 (3.4 pg Protein) Enzym-Losung gegeben. Nach 4 Stdn. bei 37" 
wurden die Reaktionsprodukte durch PC (Laufmittel H) getrennt. 3'-O-Desoxycytidylsiure/ 
Thymidin = 0.40 OD (270)/0.49 OD (265). 
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