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Die drei isomeren Thymidylyl-thymidine 7,13 und 19 mit 3’ + 5’-, 3’ + 3’- und 5’ + 5’-verknupfen- 
der Internucleotidbindung werden nach dem Triester-Verfahren uber die entsprechend blockierten 
Phenylester 10, 11 und 18 dargestellt. Die alkalische Hydrolyse der ungeschutzten Phenyltriester 
9, 12 und 17 lehrte, daD das Fehlen von alkalistabilen Schutzgruppen an den Zuckerhydroxyl- 
gruppen von einer partiellen Isomerisierung der Internucleotidbindung begleitet ist. Samtliche 
synthetisierten Verbindungen werden durch UV-Spektren und Elementaranalysen charakterisiert. 
CD-Spektren sind wenig informativ. 

Nucleotides, I 
Synthesis pad Properties of Thymidylyl-(3’+3‘)-, -(3’+5’), and -(5’+5’)-thymWie 
The three isomeric thymidylyl-thymidines 7, 13, and 19 containing 3’ + 5’-, 3’ + 3’-, and 5’ -. 5’- 
internucleotid linkages are synthesised by the triester method via the corresponding blocked phenyl 
esters 10, 11, and 18. Alkaline hydrolysis of the unblocked phenyl triesters 9,12, and 17 revealed that 
the absence of alkaline-stable blocking groups at the sugar hydroxyls gives rise to a partial iso- 
merization of the internucleotidic linkage. The newly synthesized compounds are characterized 
by u. v. spectra and elementary analyses. C. d. spectra are less informative. 

Eine interessante Alternative zur Kniipfung der Internucleotidbindung zu den im Labora- 
torium von Khorana entwickelten, klassischen Diester-Verfahren 2, stellt die in neuerer 
Zeit in verschiedenen Arbeitskreisen praktizierte Triester-Methode - 19) dar. Die Proble- 
matik gezielter Oligonucleotid-Synthesen ist damit allerdings noch keineswegs befriedi- 
gend gelost, wenngleich sich beziiglich der Darstellung und Reinigung grokrer Mengen 
an oligomeren Nucleotideinheiten fur nachfolgende Blockkondensationen erfreuliche 
Fortschritte erzielen lieI3en. 

*) Alexander von Humboldt-Stipendiat 1970- 1972. 
’) H .  G .  Khorana, Some Recent Developments in the Chemistry of Phosphate Esters of Biological 

Interest, J. Wiley & Sons, Inc., New York 1961. 
K. L. Agarwal, A. Yamazaki, P.  S.  Cashion und H .  G.  Khorana, Angew. Chem. 84, 489 (1972); 
Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 11,451 (1972). 

3, R.  L. Letsinger und V Mahadeuan, J. Amer. Chem. SOC. 87,3526 (1965). 
4, R.  L. Letsinger und K .  K .  Ogiluie, J. Amer. Chem. SOC. 89,4801 (1967). 
*) R.  L. Letsinger und K .  K .  Ogiluie, J. Amer. Chem. SOC. 91,3350 (1969). 
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Bei eigenen Bemiihungen um die Darstellungen praparativer Mengen an Thymidylyl- 
(3‘ + S)-thymidin (TpT) (7) nach Reese und SafJhill’) war uns aufgefallen, daD der letzte 
Schritt der Synthese, die basenkatalysierte Hydrolyse der Phenyl-Schutzgruppe des 
Phosphorsauretriesters (9) keineswegs einheitlich verlauft ; vielmehr werden drei chromato- 
graphisch sehr ahnlich wandernde Reaktionsprodukte gebildet. Vor allem bei Verwendung 
von Cellulose-Dunnschichtplatten (Firma Merck oder Schleicher & Schull) anstelle von 
Papier, im Laufmittel n-Butanol/S N Essigsaure (2/1), tritt saubere Trennung ein; man muB 
aufgrund der ahnlichen R,-Werte der drei Komponenten annehmen, daB bei der alka- 
lischen Verseifung von 9 neben (3’ + S)-TpT (7) auch partielle Isomerisierung zum (3’ + 

3’)-TpT (13) und (5’ + 5‘)-TpT (19) stattfindet. Eine Stiitze erhalt diese Vermutung durch 
den in einer FuBnote formulierten Hinweis ’I, daB bei fehlenden alkalistabilen Zucker- 
schutzgruppen die Abspaltung der o-Chlorphenylgruppe von einer 5 proz. Isomerisie- 
rung von (3’ + 5’)UpU zu (5’ + 5’)-UpU begleitet ist, wiihrend aber andererseits die 
Befunde von Letsinger et al. 5 ,  auch zeigen, daD eine chromatographische und elektro- 
phoretische Trennung von 7 und 13 nicht moglich ist. 

Um den Sachverhalt experimentell zu klaren, haben wir uns zunachst um die Synthese 
der drei isomeren Thymidylyl-thymidine 7, 13 und 19 bemiiht. Die Darstellung von TpT 
mit der natiirlichen 3’ + 5‘-Internucleotidbindung wurde schon mehrfach beschrieben 
und das Produkt auch mehr oder weniger eindeutig charakterisiert ’Or ’I). Dagegen sind die 
Angaben iiber das 3’ + 3‘- 5 ,  und 5’ + 5’-Isomere 22*23) nur splrlich, und man mu8 sogar 
annehmen, daD aufgrund unserer hier dargelegten Beobachtungen das von Razzell ”) 
synthetisierte 5’ 5’-TpT betrachtliche Mengen an 3’ + 5‘-Isomeren enthalten haben md3. 

Als Ausgangsprodukt fur Thymidylyl-(3’ + 5’)-thymidin (7) wahlten wir 5’-0-(4- 
Methoxytetrahydropyran-4-y1)thymidin (1) 24), das mit 2-Cyanathylphosphat und 2,4,6- 
Triisopropylbenmlsulfochlorid (TPS) als Kondensationsmittel nach den Bedingungen 
von Letsinger 5 ,  zum Cyanathylphosphat 2 phosphoryliert und mit 3’-0-(Methoxyacety1)- 
thymidin (4) zum Triester 5 weiterkondensiert wurde. Ganz entsprechend reagiert Phenyl- 

6, R. L. Letsinger, K .  K. Ogilvie und P .  S .  Miller, J. Amer. Chem. SOC. 91, 3360 (1969). 
’I G. W Grams und R. L. Letsinger, J. Org. Chem. 35, 868 (1970). 
*) C .  B. Reese und R. Safjill, Chem. Commun. 1968,767. 
9, J. H .  van Boom, P. M .  J .  Burgers, G. R. Owen, C.  B. Reese und R. Saflill, Chem. Commun. 

1971, 869. 

Z Neilson, Chem. Commun. 1969, 1139. 
Z Neilson und E.  S. Werstiuk, Can. J. Chem. 49, 3004 (1971). 

949 (1967). 

lo) N .  J .  Cusack, C .  B. Reese und J .  H .  van Boom, Tetrahedron Lett. 1973,2209. 

‘’I F. Eckstein und I .  Rizk, Angew. Chem. 79,684,939 (1967); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 6,695, 

14) F. Eckstein und I. Rizk, Chem. Ber. 102,2362 (1969). 
”I J. Smrt, Tetrahedron Lett. 1972, 3437. 
16) J. Smrt, Collect. Czechoslov. Chem. Commun. 37,846 (1972). 
17) J. C. Catlin und F. Cramer, J. Org. Chemistry 38,245 (1973). 
’*) J. Smrt, Collect. Czech. Chem. Commun. 38, 3642 (1973). 
19) K .  Itakura, C .  P .  Bahl, N .  Katagiri, J .  J .  Michniewicz, R.  H .  Wightman und S .  A .  Narang, Can. 

’O) A. M .  Michelson und A .  R. Todd, J. Chem. SOC. 1955,2632. 
*’) P. T Gilham und H .  G. Khorana, J. Amer. Chem. SOC. 80,6212 (1958). 
”I W E .  Razzell und H .  G.  Khorana, J. Biol. Chem. 234,2105 (1959). 
23) A .  F. Cook, M .  J .  Holman und A. Nussbaum, J. Amer. Chem. SOC. 91, 1522 (1969). 
24) C.  B. Reese, R.  Saflill und J .  E .  Sulston, J. Amer. Chem. SOC. 89,3366 (19671. 

J. Chem. 51,3649 (1973). 
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phosphat iiber 3 zurn 5'-O-(4-Methoxytetrahydropyran-4-yl)thymidylyl-(3' + 5')-3'-0- 
(methoxyacety1)thyrnidin-phenylester (6) (92 x, Ausbeute). 
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MTHP C.& 
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H 
M l H P  

T P S  = Triisopropylbenzolsulfochlorid 
M T H P  = ~-Methoxgtetrahydropyran--l-yl 

Milde ammoniakalische Verseifung von 5 gefolgt von saurer Hydrolyse kann, wie die 
chromatographische Verfolgung der Reaktion gezeigt hat, als Weg zur Darstellung von 
TpT (7) eingeschlagen werden. Behandelt man 6 kurz mit 0.1 N NaOH, so wird zunachst 
lediglich die Methoxyacetylgruppe abgespalten und der Triester 8 (80 x )  kann durch 
Saurebehandlung in den TpT-Phenylester 9 ubergefuhrt werden, der in Form eines 
amorphen Feststoffes in 54proz. Ausbeute anfiel. Sol1 8 in TpT (7) umgewandelt werden, 
so muD zunachst die freie 3'-OH Gruppe durch eine alkalistabile Schutzgruppe blockiert 
werden, was wir durch die Einfuhrung eines weiteren 4-Methoxytetrahydropyranylrestes 
zu 10 (62%) bewerkstelligten. Verseifung dieses Triesters zuerst mit 0.5 N NaOH und 
abschliel3end durch einen sauren Ionenaustauscher liefert ebenfalls chromatographisch 
reines 7 in guter Ausbeute (62%). Wir haben auf diese Weise das ThymidylyL(3' + 5')- 
thymidin (7) in freier Form, wie es unseres Wissens nur einmal kurz in der Literatur 2 5 )  

erwahnt ist, aus khanol in mikrokristallinern Zustand erhalten konnen, wobei die Ele- 
mentaranalyse und das NMR-Spektrum eine analytische Zusammensetzung mit je 1 mol 
Kristallwasser und Kristallathanol anzeigt. Die physikalischen Daten unterscheiden 

2 5 )  P .  T Gilham und H .  G. Khorana, J. Amer. Chem. SOC. 80,6219 (1958). 
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11 
12 
13 

sich von den bislang veroffentlichten Werten2'P2l) insofern etwas, als es jetzt moglich ist, 
den genauen Extinktionskoeffnienten fur das UV-Maximum bei 265 nm anzugeben. 
Dieselbe Substanz rnit der gleichen analytischen Zusammensetzung resultiert aus der 
analogen Aufarbeitung der ammoniakalischen Verseifung des Thymidylyl-(3' -+ 5')- 
thymidin-2-cyanathylesters nach Letsinger 'I. 

MTHP CsH5 
H C6H5 

H 11 

Fur die Darstellung von (3' -+ 3')-TpT (13) gingen wir wiederum von 5'-0-(Methoxy- 
tetrahydropyrany1)thymidin (1) aus, von dem 2 Aquivalente rnit Phenyl-dichlorophosphat 
in Acetonitril nach dem von Reese et al. praktizierten Verfahren rnit 1-Athyl-5-chlor- 
2-methylimidazol als empfohlener Base zur Reaktion gebracht wurden. Der vollig 
geschutzte Triester 11 laBt sich leicht isolieren und durch Schichtchromatographie in 
analytisch reiner Form erhalten. Die Behandlung von 11 mit 75proz. Ameisensaure 
fuhrt zum Thymidylyl-(3' + 3')-thymidin-phenylester (12) (55 oA), wahrend fur die Gewin- 
nung von reinem (3' --* 3')-TpT (13) 11 zunachst alkalisch rnit 0.1 N NaOH in Dioxan/ 
Wasser verseift wird und danach durch sauren Ionenaustauscher auch noch die saure- 
labilen Schutzgruppen abgespalten werden. Nach einem weiteren Reinigungsschritt durch 
Kieselgelchromatographie konnte das ThymidylyL(3' + 3')-thymidin (13) (42 % ) unseres 
Wissens erstmals als definierter Feststoff sowohl in Form seines Mononatriumsalz- 
dihydrates als auch der freien Saure gewonnen werden. Die Elementarzusammensetzung 
beider Verbindungen wurde durch C,H,N-Analysen gesichert. 

Q 

OR' 

14 COCH3 
4 COCH20CHs 

c &5 
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Den synthetischen Zugang zum ThymidylyL(5’ -+ 5’)-thymidin (19) realisierten wir 
in entsprechender Weise, ausgehend von 3’-O-Acetylthymidin (14) mittels Phenyl-dichloro- 
phosphat, wobei die Kondensation zum Triester 15 wiederum in Acetonitril unter Verwen- 
dung verschiedener Basen optimiert wurde. Es zeigte sich, daD fur die unter gleichen Be- 
dingungen durchgefuhrten Untersuchungen aliphatische tertiare Amine vom Typ der 
Hiinig-Base keine Reaktion bewirken, wahrend Pyridin und verschiedene seiner Derivate 
einen schon recht gunstigen katalytischen Effekt ausuben. Ubertroffen werden diese Basen 
aber von den Imidazolen, die sich als  ganz besonders vorteilhaft fur derartige Konden- 
~ationsreaktionen~) erwiesen haben. Nicht nur das von Reese et al. benutzte l-Athyl-5- 
chlor-2-methylimidazol, sondern auch 1-Propyl-, 1-Benzyl- und 1,2-Dipropylimidazol 
gewahrleisten eine hohe Ausbeute an TpT-Phenylester 15. Entsprechend reagiert das 
3’-0-(Methoxyacety1)thymidin (4) zum geschutzten Triester 16. 

Tab. 1. Kondensation von 3’-0-Acetylthymidin (14) mit Phenyl-dichlorophosphat 
in Acetonitril bei 25 “C 

Base ”/. Ausb. an (5‘ -, 5’)- 
TpT-Phenylester (15) pK-Wert 

Hiinig-Base 0 
Pyridin 5.11 -5.44”’ 61 
2,bLutidin 6.42 - 6.17”’ 68 
2,6-Di-tert-butyl- 3 1  

4-methylpyridin 
1-Methylimidazol 1.05 f 0.02 60 

1,2-Diathylimidazol 1.71 f 0.02 77 
I-khylimidazol 1.05 f 0.03 65 

1-Propylimidazol 7.09 f 0.03 91 
1,2-Dipropylimidazol 7.85 f 0.02 92 
1-Benzylimidazol 6.56 f 0.02 95 
l-Athyl-S-chlor- 6.04 f 0.02 96 

2-methylimidazol 

a’ D. D. Perrin, Dissociation Constants of Organic Bases in Aqueous Solution, Butterworths, 
London 1965. 

Durch milde alkalische Hydrolyse lassen sich in 15 die Acetylgruppen selektiv zum 
(5‘ + 5’)-TpT-Phenylester (17) (58 %) abspalten, wogegen etwas energischere Verseifungs- 
bedingungen nicht ausschlieDlich zum freien (5‘ -+ 5’)-TpT (19), sondern auch zu einer 
partiellen Isomerisierung der Internucleotidbindung fuhren. Fur die Gewinnung von 
reinem 19 blockierten wir daher die 3’-OH Gruppen wiederum durch den alkalistabilen 
4-Methoxytetrahydropyranylrest und hydrolysierten dann in 18 die Schutzgruppen 
primar unter der Einwirkung von Alkali und sekundar von Saure. Ausgehend von 18 
wurde auf diese Weise chromatographisch und analytisch reines (5’ + 5’)-TpT (19) in 
57proz. Ausbeute erhalten. 

Da die hier beschriebenen Synthesen der drei isomeren TpTs 7, 13 und 19 sowie ihrer 
Vorprodukte unter dem Gesichtspunkt der Isolierung in Substanz und Errnittlung der 
genauen analytischen Zusammensetzung durch Elementaranalysen vorgenommen wurden, 
gelingt nunmehr auch eine weitere wichtige Charakterisierung der Substanzen durch 
quantitative,UV-spektrophotometrische Bestimmungder Extinktionskoeffzienten(Tab. 2). 
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Aus den UV-Spektren laBt sich ersehen, daD kein prinzipieller Unterschied im Absorp- 
tionsverhalten der 3’ --t 3‘-, 3’ + 5‘ und 5’ + 5’-TpT-Reihe besteht. Vergleicht man 
einander entsprechende Verbindungen gleicher Molekiilart wie 7, 13 und 19 bzw. ihre 
Phenylester 9,12 und 17 oder die vollgeschiitzten Methoxytetrahydropyranylphenylester- 
Derivate 10, 11 und 18, so fallt auf, daD die 3’ -+ 3’-Derivate jeweils die hochsten und die 
5‘ --* 5‘-Verbindungen die niedrigsten Extinktionen aufweisen (Abb. 1 und 2). 

Abb. 1. UV-Absorptionsspektren der Monoanionen von 3’ + 5’- (7) -, 
3‘+3’-(13) - - -  - und5’-+5’-TpT(19)........beipH7.0 

Abb. 2. UV-Absorptionsspektren von 10 ___. , 11 - - - - und 
18 . . . . . . . . .  in Methanol 

Diese Abstufung kann als Ausdruck der gegenseitigen intramolekularen Beeinflussung 
der Thymin-Chromophore gewertet werden, die bei einer 5‘ + 5’-Verkniipfung aus steri- 
schen Griinden am giinstigsten ist und daher den groBten Hypochromie-Effekt 18. 26-28 )  

zeigt. Im Vergleich zu 2 mol Thymidin liegen die Extinktionswerte der langwelligen Bande 
der Monoanionen in waDrigem Puffer pH 7 bei 13 um 3 %, bei 7 um 5 7; und bei 19 um 11 ”/, 
niedriger. Noch ausgepragter sind die Differenzen in der Reihe 10, 11 und 18. Aus den 
CD-Spektren schlieBlich laDt sich ablesen, daD die unterschiedliche Verkniipfung zweier 
Thymidine sowohl~hinsichtlich der Phosphorsaure-di- bzw. triester-Struktur als auch den 
Positionen am Kohlenhydratteil der Molekiile keinen EinfluB auf die Polarisierung der 
verschiedenen Ubergange ausubt. Nur so ist zu verstehen, da13 der Charakter der CD- 
Spektren aller hier untersuchten Verbindungen als gleich bzw. als dem Thymidin nahe 
verwandt angesehen werden mussen. 

’‘I’ R .  L.  S i ~ d w i m r ,  J. Biol. Chem. 208, 445 (1954). 
”) M .  Priuat de GariNte und M .  Laskowski, J. Biol. Chem. 223,661 (1956). 
2”) H. Shapiro und E .  Chargag, Biochim. Biophys. Acta 24,596,608 (1957). 
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Abb. 3. CD-Spektren von Thymidin -, 3’ + 5’- (7) - - - -, 3‘ -. 3’- (13). . . . . . und 
5’ + 5’-TpT (19) -. -. -. - in Methanol 

Nach der Reindarstellung und eindeutigen Charakterisierung der drei isomeren TpT 
7,13 und 19 war es dann auch moglich, die eingangs ge5uDerte Vermutung einer partiellen 
Isomerisierung der Internucleotidbindung bei der alkalischen Hydrolyse des Thymidylyl- 
(3’ + 5‘)-thymidin-phenylesters (9) experimentell in der Weise zu bestatigen, daB der 
chromatographische Vergleich eine Mischung von 7, 13 und 19 im System n-Butanol/5 N 
Essigsaure (2 : 1) auf Diinnschicht-Cellulose mit dem Hydrolysengemisch als identisch 
erwies. Ober eine quantitative Auswertung der Hydrolyseergebnisse wird in der nachfol- 
genden Arbeit berichtet. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen lndustrie 
fur finanzielle Hilfe und der Alexander von Humboldt-Stiftung fur die Gewahrung eines Stipendiums. 
Ferner gilt unser Dank der chem.-techn. Assistentin Frau M. Bischler fur die Bestimmung der 
physikalischen Daten. 

Experimenteller Teil 
UV-Absorptionsspektren und CD-Spektren: Cary-Recording-Spectrometer, Modell 115/15 

bzw. 11 15/60, der Firma Applied Physics Corp. Fur die chromatographischen Untersuchungen 
wurden Diinnschichtfolien Polygram SIL G/UV254 von Macherey-Nagel, F1440 LS 254 von 
Schleicher & Schull sowie Cellulosedunnschichtplatten von Merck verwendet. Die praparative 
Schichtchromatographie erfolgte auf Merck Silicagel PF,,, in 2 mm Schichtdicke und die Saulen- 
chromatographie mit Merk Silicagel 0.05 -0.2 mm KorngroBe. Die Substanzen wurden im allge- 
meinen i. Vak. iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. 

3’-O-(Methoxyacetyl) thymidin (4) ”): 7.0 g 5’-0-Tritylthymidin 30)  in 50 ml absol. Pyridin werden 
mit 4 ml Methoxyessigsaureanhydrid versetzt und 3 h bei Raumtemp. geriihrt. Man engt dann auf 
ca. 10 ml ein und tropft unter kraftigem Riihren in 500 ml Wasser ein. Es wird dreimal rnit je 50 ml 

’’) Privatmitteil. Prof. Dr. C. B. Reese, King’s College London. 
30)  W W Zorbach und R. S. Tipson, Synthetic Procedures in Nucleic Acid Chemistry, Vol. 1, 

S. 321, Interscience Publ., New York, London 1968. 
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Chloroform extrahiert, die organische Phase mit Na2S04 getrocknet und anschlieBend zur Trockene 
eingeengt. Der sirupose Riickstand wird in 50ml 8Oproz. Essigsaure 15 rnin unter RiickfluB 
gekocht, die Losung mit 50 ml Wasser verdiinnt und nach Abkiihlen das abgeschiedene Tritanol 
abgesaugt. Das Filtrat wird zur Trockene eingeengt, zur Entfernung von Saurespuren noch dreimal 
mit je 20 ml Athanol im Rotationsverdampfer eingeengt, der Riickstand in 5 ml Aceton gelost und 
dann bis zur Triibung langsam Petrolather zugesetzt. Ober Nacht scheidet sich ein Niederschlag ab, 
der durch weitere Zugabe von kher/Petrolather (1/1) vervollstandigt wird. Man saugt scharf ab, 
wascht mit bither und trocknet bei 50°C (3.92 g; Schmp. 113- 115°C). Umkristallisation aus 35 ml 
Essigester mit Aktivkohle lieferte 2.45 g (61 %) farblose Kristalle vom Schmp. 117- 118°C. 

C1,H,,N20, (314.3) Ber. C 49.68 H 5.77 N 8.91 Gef. C 49.60 H 5.54 N 8.74 

5’-0- (4-Methoxytetrahydropyran-4-yl) thymidy ly l- (3’ + 5’)-3’-0- (rnethoxyacetyl)thymidin-2- 
cyaniithylester (5): 0.315 g (1.1 mmol) Barium-2-cyanathylphosphat werden in 11 ml Wasser mit 
3.5 g feuchtem Dowex 50 X 4 (Pyridinium-Form) behandelt. Man filtriert den lonenaustauscher 
ab, wascht mit 5 ml l0proz. Pyridin und engt die vereinigten Filtrate im Rotationsverdampfer ein. 
Der Riickstand wird mit absol. Pyridin versetzt, erneut eingeengt und dieser ProzeB mehrfach 
wiederholt, bis samtliche Feuchtigkeitsspuren entfernt sind. Man lost nun in 20 ml absol. Pyridin, 
gibt 0.665 g 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfochlorid (TPS) zu und riihrt 30 min, bis vollstandige 
Losung eingetreten ist. Nach Zugabe von 0.356 g (1.0 mmol) 5’-0-(4-Methoxytetrahydropyran-4- 
y1)thymidin (1)24) wird im geschlossenen GefaB 2 Tage bei Raumtemp. geriihrt, bis im Diinnschicht- 
chromatogramm auf Kieselgel in den Systemen Chloroform/Methanol (6/1) bzw. khylacetatl 
Athanol (3/1) kein Ausgangsmaterial mehr vorhanden ist. 

Danach werden erneut 0.332 g TPS zugegeben und nach weiteren 30 rnin 0.345g 3’-0-(Methoxy- 
acety1)thymidin (4) als zweite Nucleosidkomponente. Der Ansatz wird nach 4 Tagen aufgearbeitet : 
zunachst werden 5 g Eis zugesetzt und nach 30 min Riihren wird mit Methylenchlorid extrahiert. 
Man trennt die organische Phase ab, trocknet mit Natriumsulfat und engt nach Zugabe von etwas 
Toluol zur Entfernung von Pyridinspuren auf ein kleines Vol. ein. Das Konzentrat wird auf 3 pra- 
parative Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2 cm) aufgetragen und mit Athylacetat/Athanol (3/1) 
entwickelt. Die Hauptbande (RF 0.5) wird mit Chloroform/bithanol (2/1) eluiert, eingeengt, in 
wenig Chloroform aufgenommen, das Reaktionsprodukt sodann durch Zugabe von niedrigsieden- 
dem Petrolather unter intensivem Riihren als amorpher Feststoff (0.455 g) abgeschieden. Da die 
Substanz in Athylacetat/bithanol (3/1) einheitlich aussah, in Chloroform/Methanol (6/1) jedoch 
eine Verunreinigung rnit kleinerem Rp-Wert zeigte, wurde erneut eine Trennung auf praparativen 
Platten im letzteren System durchgefuhrt und analog aufgearbeitet. Es werden 0.247 g (32 %) 
farbloser, amorpher Feststoff erhalten, der ab 90°C sintert. 

C32H44NS0,5P (769.7) Ber. C 49.94 H 5.76 N 9.10 Gef. C 49.83 H 5.66 N 9.12 

5’-0-(4-Methoxytetrahydropyran-4-yl) thymidylyl- (3’ + 5’)-3’-0- (methoxyacetyl) thymidin-phe- 
nylester (6): 0.191 g (1.1 mmol) Phenylphosphat werden zweimal rnit je 20 ml absol. Pyridin einge- 
engt, der Riickstand wird erneut in 20 ml absol. Pyridin gelost. Man gibt 0.665 g TPS (2.2 mmol) 
zu, laBt 30 rnin stehen und versetzt rnit 0.356 g (1.0 mmol) 5’-0-(4-Methoxytetrahydropyran4-yl)- 
thymidin (1). 

Unter FeuchtigkeitsausschluB wird 72 h bei Raumtemp. geruhrt, dann erneut 0.332 g TPS zuge- 
geben und nach weiteren 30 rnin schlieBlich als letzte Reaktionskomponente 0.345 g (1.1 mmol) 
Y-O-(Methoxyacetyl)thymidin (4). Man riihrt 2.5 Tage bei Raumtemp. unter AusschluB von 
Feuchtigkeit und Licht. Zur Aufarbeitung wird zunachst Eis zugesetzt, 30 min geriihrt, mit Wasser 
etwas verdiinnt und dann 3 mal rnit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach Waschen mit Wasser 
wird iiber Na,S04 getrocknet und unter Zugabe von etwas Toluol im Rotationsverdampfer im 
t)lpumpenvak. eingeengt. Der Ruckstand wird in wenig Chloroform gelost und auf 4 praparative 
Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2 cm) aufgetragen. Nach Entwickeln mit Chloroform/Methanol 
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(6/1) wird das Hauptprodukt mit Chloroform/khanol (2/1) eluiert und dann erneut eingeengt. 
Man lost den Ruckstand in Chloroform, filtriert von etwas Kieselgel ab, konzentriert aufein kleines 
Vol. und bringt dann das Reaktionsprodukt durch rasche Zugabe von destilliertem Petrolather 
(50- 70°C) unter Riihren zur Abscheidung. Der amorphe Feststoff wird gesammelt, rnit analytisch 
reinem n-Hexan (Uvasol Qualitat) gewaschen und i. Hochvak. mehrere Stunden getrocknet bzw. 
von fliichtigen Bestandteilen befreit. Man erhalt 0.74 g (92 %) eines farblosen, amorphen Feststoffes, 
der ab 80°C sintert und schmilzt. 

C35H4SN,01,P (808.7) Ber. C 51.98 H 5.61 N 6.93 P 3.83 
Gef. C 52.24 H 5.90 N 6.89 P 3.93 

ThymidylyL(3’ --* S)-thymidin (Q,13 (I) 
a) 0.1 g 10 in 4 ml Dioxan werden mit 3 ml 1 N NaOH versetzt und 2 h bei Raumtemp. geriihrt. 

Die chromatographische Verfolgung der Reaktion zeigt an, dal3 nach dieser Zeit das Ausgangspro- 
dukt vollkommen umgesetzt ist. Man verdiinnt mit Wasser auf 25 ml, gibt 5 ml feuchten Ionenaus- 
tauscher Dowex 50 X 4 (H”-Form) zu und filtriert nach 30 min Riihren ab. Das Harz wird mit 
Wasser nachgewaschen, die vereinigten Filtrate werden im Rotationsverdampfer eingeengt. Der 
Riickstand wird ebenso mehrfach mit absol. bithanol eingeengt und der verbleibende Feststoff aus 
wenig absol. bithanol umkristallisiert. Bei langsamem Abkuhlen und anschliekndem Stehenlassen 
im Tiefkuhlschrank scheidet sich ein farbloser mikrokristalliner Niederschlag ab (0.015 9). Er wird 
gesammelt und im Vakuumexsikkator uber P4010 getrocknet. Das Filtrat wird unter Ruhren rnit 
n-Hexan versetzt, wobei sich ein amorpher Feststoff abscheidet, der nach Stehenlassen uber Nacht 
im Eisschrank ebenfalls abgesaugt, mit Uvasol n-Hexan gewaschen und im Vakuumexsikkator 
getrocknet wird (0.026g). b i d e  Fraktionen sind chromatographisch rein und zeigen im UV- 
Spektrum dieselben Extinktionswerte. Ausb. 0.041 g (62 %) farbloser Feststoff, bei 185 - 195 “C 
Sintern, bei 200-210°C beginnende Zers., bei 215-220°C Schmelzen unter Zers. 

b) 0.116 g ThymidylyL(3’ + 5’)-thymidin-2-cyanathylester5) werden in 5 ml Methanol gelkt, 
rnit 5 ml 1 N Ammoniak versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Der anfanglich auftretende 
Niederschlag lost sich nach kurzer Zeit erneut auf, und die chromatographkche Verfolgung der 
Reaktion la& erkennen, daO die Verseifung des Triesters rasch verlauft. Nach 5 h wird zur Trockene 
eingeengt, der Ruckstand in 15 ml Wasser gelost, mit 3 ml feuchtem Ionenaustauscher Dowex 
50 X 4 (H”-Form) versetzt und nach 30 min Riihren filtriert. Das Filtrat wird erneut eingeengt, der 
Ruckstand mit absol. bithanol versetzt, wiederum im Rotationsverdampfer eingeengt und der ver- 
bleibende Feststoff aus wenig absol. khan01 umkristallisiert. Beim Stehenlassen im Eisschrank 
scheidet sich ein farbloser mikrokristalliner Niederschlag ab (0.036g). Eine zweite Fraktion erhalt 
man durch Ausfallen des restlichen Reaktionsproduktes mittels Petrolather aus dem Filtrat (0.04g). 
Man trocknet beide Fraktionen, die sich chromatographisch und im UV-Spektrum nicht unter- 
scheiden, uber P4Ol0 im Vakuumexsikkator. Ausb. 0.076g (67 %) farbloser Feststoff, bei 185 bis 
200°C Sintern, bei 200-210°C leichtes Aufblahen, bei 215 -220°C Schmelzen unter Zers. 

CZOH27N401zP. H20. CIHSOH (610.5) Ber. C 43.28 H 5.78 N 9.18 
Gef. C43.13 H 5.81 N 9.30 

5’-0-(4-Methoxytetrahydropyran-4-yl)thymidylyl- (3’ + 5’)-thymidin-phenylester (8): 0.404 g 6 in 
8 ml Dioxan werden mit 32 mlO.125 N NaOH versetzt und 1 min bei Raumtemp. geriihrt. Man 
neutralisiert dam mit l0proz. Essigsiiure auf pH 6- 7, konzentriert im Rotationsverdampfer und 
entfernt Saurespuren sowie Feuchtigkeit durch Einengen mit Toluol. Der Ruckstand wird in wenig 
Chloroform gelost, auf 3 praparative Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2cm) aufgetragen und rnit 
Chloroform/Methanol (6/1) entwickelt. Die Hauptzone (RF 0.55) wird rnit Chloroform/khanol 
(2/1) eluiert, eingeengt, der Riickstand in Chloroform gelost, von wenig Ungelostem abfiltriert und 
erneut auf 2-3 ml konzentriert. Man bringt das Reaktionsprodukt durch schnelle Zugabe von 
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80 ml destilliertem Petrolather (50- 70°C) unter Riihren zur Abscheidung. Der amorphe Feststoff 
wird gesammelt, mit Uvasol n-Hexan gewaschen und durch mehrstiindiges Trocknen i. Hochvak. 
werden samtliche fliichtigen Bestandteile entfernt. Man erhalt so 0.295 g (80%) farblosen amorphen 
Feststoff vom Schmp. 99°C (Sintern unter Schaumen). 

C32H41N4014P (736.7) Ber. C 52.17 H 5.61 N 7.61 P 4.21 
Gef. C 52.05 H 5.91 N 7.59 P 4.44 

ThymidyZyL(3’ + S’)-thymidin-phenylester (9): 0.2 g 8 werden mit 20 ml 75proz. Ameisensaure 
30 min bei Raumtemp. behandelt. Man engt zur Trockene ein und wiederholt diesen ProzeD noch 
zweimal durch Zugabe von etwas Wasser, bis alle Saurespuren entfernt sind. Sodann wird in 
wenig Methanol gelost, auf 2 praparative Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2 cm) aufgetragen und rnit 
Chloroform/Methanol (6/1) entwickelt. Das Hauptprodukt wird rnit Chloroform/Athanol (2/1) 
eluiert, eingeengt und der Riickstand in Xthanol gelost. Man konzentriert auf wenige ml und bringt 
durch rasche Zugabe von reinem Petrolather (50- 70°C) unter Riihren das Reaktionsprodukt zur 
Abscheidung. Der Niederschlag wird gesammelt, rnit Uvasol n-Hexan gewaschen und liefert nach 
mehrstiindigem Trocknen i. Hochvak. 0.091 g (54%) farblosen, amorphen Feststoff der ab 88’C 
sintert, bei 118°C aufschaumt. 

C26H31N4012P (622.5) Ber. C 50.16 H 5.02 N 9.00 P 4.97 
Get C 50.22 H 5.29 N 9.28 P 4.50 

5’4- (4-Methoxytetrahydropyru11-4-yl/thymidylyl-(3’ + 5’)-3‘-0-( 4-methoxytetrahydropyran-4- 
ylJthymidin-phenylester (10): 0.3 g 8 werden in 1.5 ml4-Methoxy-5,6-dihydro-2H-pyran bei Gegen- 
wart weniger mg p-Toluolsulfonsaure 20 min bei Raumtemp. geriihrt. Man verdiinnt etwas mit 
Methanol und neutralisiert rnit verd. Natriummethylat-Losung auf pH 7. Die Losung wird ein- 
geengt, der Riickstand rnit Chloroform/Wasser extrahiert und nach Trennung der Phasen das 
Chloroform mit MgS04 getrocknet. Nach Konzentrieren auf ein kleines Vol. wird auf 2 praparative 
Kieselgelplatten aufgetragen und rnit Chloroform/Methanol(6/1) entwickel.. Die Hauptzone wird 
rnit Chloroform/Athanol(2/1) eluiert, konzentriert und der ReinigungsprozeD durch entsprechende 
Chromatographie im System Athylacetatjkhanol (3/1) wiederholt. Die Hauptbande (RF 0.6) 
wird erneut rnit Chloroform/dithanol(2/1) eluiert, eingeengt, der Riickstand in Chloroform gelost 
und nach Filtrieren und Konzentrieren auf ein kleines Vol. das Reaktionsprodukt durch rasches 
Zugeben von reinem Petrolather (50- 70°C) unter Riihren zur Abscheidung gebracht. Der Nieder- 
schlag wird gesammelt, rnit Uvasol n-Hexan gewaschen und liefert nach Trocknen i. Hochvak. 
0.345 g (62%) farblosen, amorphen Feststoff, ab 88°C Sintern, bei 118°C Schmelzen. 

C38H51N4016P (850.8) Ber. C 53.64 H 6.04 N 6.58 P 3.64 
Gef. C 53.84 H 5.98 N 6.75 P 3.40 

5’-0- (4-Methoxytetrahydropyran-4-yl) thymidylyl- (3’ + 3’) -5’-0- (4-rnethoxytetrahydropyran-4- 
y l )  thymidin-phenylester (1 1): In einem Schenkel eines H-formigen ReaktionsgefaDes lost man 
0.346 g 5‘-0-(4-Methoxytetrahydropyran-4-yl)thyrnidin (1) in 2 ml absol. Acetonitril nahezu auf, 
wahrend sich im zweiten SchenkelO.09 ml Phenyl-dichlorophosphat und 0.26 rnl 1-Athyl-5-chlor- 
2-methylimidazol in 1 ml Acetonitril betinden. Nach 5 min wird das Phosphorylierungsgemisch 
rnit dem Nucleosid vereinigt und 4 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach ca. 10 min ist klare Losung 
eingetreten, nach 2.5 h ist das Ausgangsprodukt chromatographisch nicht mehr nachweisbar. 
Man gieDt das Reaktionsgemisch in 25 ml l0proz. Phosphatpuffer von pH 5 und extrahiert an- 
schlieknd durch dreimaliges Ausschiitteln rnit je 20 ml Chloroform. Nach Trocknen der organi- 
schen Phase mit MgSO, wird auf ca. 3 ml eingeengt und durch rasche Zugabe von destilliertem 
Petrolather unter Riihren das Reaktionsprodukt zur Abscheidung gebracht (0.41 1 g, 97 “4,). Zur 
Reinigung wird in wenig Chloroform gelost, auf 4 praparative Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2 cm) 
aufgetragen und anschlielknd in Methylenchlorid/Methanol (9/1) entwickelt. Die Hauptbande 
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wird mit Chloroform/Athanol(2/1) eluiert, im Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand 
analog im System Chloroform/Methanol(9/1) noch einmal gereinigt. Der mit Petrolather ausge- 
fallte amorphe Feststoff wird dann mit Uvasol n-Hexan gewaschen und liefert nach Trocknen 
i. Hochvak. 0.35 g (83 %) farbloses Pulver vom Schmp. ab 92°C (Schaumen). 

C38H51N4016P (850.8) Ber. C 53.65 H 6.04 N 6.59 P 3.64 
Gef. C 53.47 H 6.22 N 6.58 P 3.86 

Thyrnidylyl-(Y + 3’1-thymidin-phenylester (12): 0.2 g 11 werden in 20 ml 75proz. Ameisensaure 
45 min bei Raumtemp. behandelt. Man engt im Rotationsverdampfer zur Trockene ein und wie- 
derholt zur Entfernung von Saurespuren diesen ProzeB noch zweimal durch Zugabe von je 10 ml 
Wasser. Der durch Olpumpenvakuum behandelte amorphe Schaum wird in wenig Methanol 
gelost, auf 2 praparative Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2cm) aufgetragen und in Chloroform/ 
Methanol (6/1) entwickelt. Die Hauptzone (Rp 0.4) wird rnit Chloroform/Methanol (2/1) eluiert, 
eingeengt und der Riickstand in wenig Athanol gelost. Nach Filtrieren wird durch rasche Zugabe 
von destilliertem Petrolather (50- 70°C) unter Riihren das Reaktionsprodukt zur Abscheidung 
gebracht. Der farblose amorphe Feststoff wird gesammelt, rnit Uvasol n-Hexan gewaschen und 
liefert nach Trocknen i. Hochvak. 0.081 g (55 %) vom Schmp. ab 115°C (Sintern). 

C16H31N4012P (622.5) Ber. C 50.16 H 5.02 N 9.01 P 4.97 
Gef. C 50.06 H 5.25 N 9.16 P 4.78 

ThymidylyL(3’ + 3’)-rhymidin (13): 0.4 g 11 in 20 ml Dioxan werden mit 80 ml 0.125 N NaOH 
versetzt und 5 h bei Raumtemp. geriihrt. Man gibt einen UberschuB an Dowex 50 X 4 (He-Form) 
zu, bis die Losung pH 1 - 2 zeigt. Nach 1 h filtriert man vom Ionenaustauscher ab, wascht ihn mit 
Wasser und engt die vereinigten Filtrate ein. Der Riickstand wird in 50 ml Athano1 + 2 ml Wasser 
gelost, von wenig Ungelostem wird abfiltriert und bis zur beginnenden Niederschlagabscheidung 
eingeengt. Die Fallung wird durch Zugabe von 50 ml Ather vervollstandigt, der Niederschlag 
gesammelt, mit Ather gewaschen und getrocknet (0.19 g). Das Filtrat wird auf ein kleines Vol. einge- 
engt, auf eine praparative Kieselgelplatte (40 x 20 x 0.2 cm) aufgetragen und mit Chloroform/ 
Methanol (1/1) entwickelt. Aus der Hauptbande (RF 0.4) erhalt man durch Elution und Einengen 
weitere 0.039 g farblosen Feststoff, der rnit der ersten Fraktion chromatographisch identisch ist. 
Zur weiteren Reinigung werden die vereinigten Fraktionen nochmals einer Kieselgelchromato- 
graphie unterworfen. Man lost in 2 ml Wasser, verdiinnt rnit 20 ml Athano1 und zieht die Substanz 
durch Zugabe von 3 g Silicagel Woelm (neutral 0.05 -0.2 mm) und Einengen zur Trockene im 
Rotationsverdampfer (Dampfdurchleitungsrohr rnit Wattebausch verschlieoen) auf das Trager- 
material auf. Das beladene Kieselgel wird auf eine in Chloroform gepackte Kieselgelsaule (10 g 
Tragermaterial) gegeben, sodann zunachst rnit 50 ml Chloroform/Methanol(4/1) und anschlieDend 
rnit 1 : 1-Gemisch chromatographiert. Es werden Portionen von 15 ml gesammelt, w0be.i sich das 
chromatographisch reine (3’ + 3’)-TpT in den Fraktionen 8 - 16 befindet. Man engt auf ein kleine- 
res Vol. ein, wodurch es zur Abscheidung eines mikrokristallinen Niederschlages kommt. Durch 
Zugabe von etwas Ather wird die Fallung vervollstandigt, und man erhalt nach Trocknen iiber 
Phosphorpentoxid i. Hochvak. 0.12 g (42 %) farbloses Kristallpulver vom Schmp. 215 -225 “C 
(Zers.), das das Mononatrium-Salz von 13 darstellt. 

[C,,H,,N,01,P]Na~2H,0 (604.5) Ber. C 39.71 H 5.00 N 9.26 
Gef. C 39.71 H 5.37 N 9.27 

Freie Saure: Zu 85 mg des Natriumsalzes in 15 ml Wasser wird 1 ml feuchter Ionenaustauscher 
Dowex 50 X 4 (He-Form) gegeben, kurz geriihrt und dann filtriert. Das Harz wird mit Wasser 
gewaschen, die vereinigten Filtrate werden zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird zweimal 
mit absol. Athanol im Rotationsverdampfer eingeengt und dann aus wenig absol. Athano1 umkri- 
stallisiert. Beim Stehenlassen im Eisschrank scheidet sich zunachst ein mikrokristalliner, farbloser 
Chemische Berichte Jahrg. 108 185 
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Niederschlag ab (21 mg), und aus dem Filtrat la& sich eine zweite Fraktion durch Zugabe von 
Petrolather ausfallen. Der amorphe Feststoff wird nach Stehenlassen in der Kalte gesammelt, mit 
Uvasol n-Hexan gewaschen und dann analog der ersten Fraktion im Vakuumexsikkator iiber 
P,O,, getrocknet (31 mg). Ausb. 52 mg (66%) farbloser Feststoff, bei 190-200°C leichtes Sintern, 
bei 200- 210°C leichtes Aufblahen, bei 215 -220°C Schmelzen unter Zers. 

C2,H2,N4OI2P H 2 0  (564.5) Ber. C 42.56 H 5.18 N 9.93 Gef. C 42.72 H 5.56 N 10.11 

3‘-O-Acetylth~~midylyl-  (5’ + 5‘) -3’-O-acetyl~iymidin-phen~Iester (15): In einem Schenkel eines 
H-formigen, vollig trockenen ReaktionsgefaOes werden 0.142 g 3‘-O-Acetylthymidin (14) l )  zu 1 ml 
absol. Acetonitril gegeben, wahrend im zweiten SchenkelO.75 ml absol. Acetonitril, 0.25 ml 1-Athyl- 
5-chlor-2-methylimidazol und 0.045 ml Phenyl-dichlorophosphat gemischt werden. Letzteres 
Reagenz wird 3 min gut geriihrt und dann durch rnehrfaches Hin- und Hergiekn mit dem Nucleo- 
sid vereinigt. Die verschlossene Apparatur wird 20 h bei Raumtemp. gehalten und das Reaktions- 
gemisch magnetisch geriihrt. Man stoppt die Reaktion durch Zugabe von 25 ml l0proz. Phosphat- 
puffer pH 5 und extrahiert dreimal durch intensives Ausschutteln rnit je 25 ml Chloroform. Die 
vereinigten Chloroformextrakte werden nochmals mit 20 ml Wasser gewaschen und die organische 
Phase iiber MgS0, getrocknet. Nach Filtrieren und Waschen des Trockenmittels mit 10 ml 
Chloroform wird eingeengt, das verbleibende 01 in 2 ml Chloroform gelost und durch rasches 
Zugeben von destilliertem, niedrigsiedendem Petrolather unter Riihren das Reaktionsprodukt 
zur Abscheidung gebracht. Man sammelt den amorphen Feststoff und reinigt durch Saulen- oder 
praparative Schichtchromatographie an Kieselgel durch Entwickeln rnit khylacetat. Das kon- 
zentrierte Eluat wird erneut mit Petrolather gefallt. der amorphe Feststoff gesammelt und mit Uvasol 
n-Hexan gewaschen. Nach Trocknen i. Hochvak. erhalt man 0.159 g (90%) farbloses Pulver, das 
ab 90°C sintert, ab 140°C aufschaumt. 

C30H35N4014P (706.6) Ber. C 51.00 H 4.99 N 7.93 P 4.38 
Gef. C 51.40 H 5.58 N 7.83 P 4.66 

3’-0-( Merhoxyacetyl)thymidylyl-(5’ -+ 5’)-3’-0-(methoxyacetyl)thymidin-phenylester (16): 
0.314 g 3’-O-(Methoxyacetyl)hymidin (4) in 2 ml absol. Acetonitril werden mit einem Gemisch 
aus 0.5 ml l-khyl-5-chlor-2-methylimidazol und 0.09 ml Phenyl-dichlorophosphat in 1.5 ml 
absol. Acetonitril versetzt und unter FeuchtigkeitsausschluO 24 h bei Raumtemp. geriihrt. Man 
stoppt die Reaktion durch Zugabe von l0proz. Phosphatpuffer pH 6 und extrahiert anschlieDend 
mehrfach durch Ausschiitteln rnit Chloroform. Der Chloroformextrakt wird iiber MgSO, getrock- 
net, filtriert, auf ein kleines Vol. eingeengt und auf 2 praparative Kieselgelplatten (40 x 20 x 
0.2 cm) aufgetragen. Man entwickelt zweimal rnit khylacetat, eluiert die Hauptzone mit Chloro- 
form/khanol (2/1), konzentriert auf 2 - 3 ml und fallt das Reaktionsprodukt durch rasches 
Zugeben von destilliertem Petrolather (50- 70°C) unter Riihren aus. Der farblose, amorphe Fest- 
stoff ergibt nach Waschen rnit Uvasol n-Hexan und Trocknen i. Hochvak. 0.29 g (75 %) vom Schmp. 
ab 66°C (Sintern). 

C32H39N4016P (766.6) Ber. C 50.13 H 5.13 N 7.31 P 4.04 
Gef. C 49.98 H 5.06 N 7.56 P 3.69 

ThymidyZyL(5’ -+ S’)-thymidin-pheny~ester(17):0.353 gl5werdenin 30 ml Dioxan/O.l25 N NaOH 
(1/4) 30 min bei Raumtemp. behandelt. Man neutralisiert rnit Dowex 50 X 4 (Ha-Form) bis pH 6, 
engt ein und nimmt den Ruckstand in wenig Methanol auf. Nach Auftragen auf zwei praparative 
Kieselgelplatten (40 x 20 x 0.2cm) wird rnit Chloroform/Methanol (4/1) entwickelt und die 
Hauptbande rnit Chloroform/hhanol(l/l) eluiert. Man engt erneut ein, lost den Ruckstand wiede- 
rum in Chloroform/khanol (1/1) und konzentriert nach Filtrieren von wenig Ungelostem auf 

31) 1. c. 30), S. 386. 



1975 Nucleotide, I 2871 

ca. 10 ml. Unter Riihren wird rasch destillierter Petrolather (50-70°C) zugegeben und das Reak- 
tionsprodukt zur Abscheidung gebracht. Nach Absaugen, Waschen mit Uvasol n-Hexan und 
Trocknen i. Hochvak. erhalt man 0.180 g (58 7;) farblosen, amorphen Feststoff vom Schmp. 
167 “C (nach leichtem Sintern ab 70°C). 

CZ6H3,N4Ol2P (622.5) Ber. C 50.16 H 5.02 N 9.00 P 4.97 
Gef. C 50.44 H 5.21 N 9.13 P 5.22 

3’-0-(4-Methoxytetrahydropyran-4-y1) thymidylyl-(S’ + 5‘)-3‘-0- (methoxytetrahydropyran-4- 
y l )  thymidin-phenylester (18): 0.31 1 g 17 werden in 1.5 ml 4-Methoxy-5,6-dihydro-2H-pyran mit 
einigen mg pToluolsulfonsaure versetzt und 20 min bei Raumtemp. geriihrt, bis nach dem Diinn- 
schichtchromatogramm samtliches Ausgangsmaterial verschwunden ist. Man verdiinnt mit 
Methanol und neutralisiert mit verd. Natriummethylat-Losung. Nach Einengen wird mit Chloro- 
form/Wasser behandelt und nach Trennung der Phasen sowie Trocknen des Chloroformextraktes 
mit MgSO, auf ein kleines Vol. eingeengt. Man tragt auf2 praparative Kieselgelplatten (40 x 20 x 
0.2 cm) auf, entwickelt mit Chloroform/Methanol (6/1) und eluiert die Hauptzone (RP 0.55) mit 
Chloroform/Athanol(2/1). Dieser ReinigungsprozeB wird nochmals wiederholt, das Eluat sodann 
zum 61 eingeengt, in wenig Chloroform aufgenommen und unter Riihren und raschem Zugeben 
von destilliertem Petrolather (50 - 70°C) das Reaktionsprodukt ausgefallt. Man sammelt den 
Niederschlag, wascht mit Uvasol n-Hexan, trocknet i. Hochvak. und erhalt so 0.333 g (78 %) 
farblosen, amorphen Feststoff vom Schmp. 104°C (unter Schaurnen). 

C38HSIN4016P (850.8) Ber. C 53.64 H 6.04 N 6.58 Gef C 53.88 H 6.09 N 6.69 

Thymidylyl-(5’ -t 5’)-thymidin (19): 0.212 g 18 werden bei Raumtemp. 7 h mit 17 ml 0.125 N 
NaOH und 4 ml Dioxan behandelt. Man versetzt mit einem UberschuB an Dowex 50 X 4 (He- 
Form) bis zur stark sauren Reaktion, riihrt 30 min, filtriert und engt zum 81 ein. Der Ruckstand, der 
chromatographisch nicht vollig rein ist, wird in 1 ml Wasser gelost und iiber eine Austauschersaule 
(20 x 1 cm) an Dowex 50 X 4 (Ha-Form) chromatographiert. Das gesuchte Produkt befindet sich 
in der zweiten Fraktion (100 Tropfen), die eingeengt wird. Der Riickstand wird in iiberschiissigem 
Athanol gelost, nach Abfiltrieren von wenig Ungelostem wird erneut auf 2 -3 ml konzentriert. 
Das gesuchte Reaktionsprodukt wird unter Riihren durch langsames Zugeben von destilliertem 
Petrolather (50- 70°C) abgeschieden. Man saugt scharf ab, wascht mit Uvasol n-Hexan, trocknet 
i. Hochvak. und erhalt 0.076 g (57 %) farblosen, amorphen Feststoff vom Schmp. 150°C (unter 
Schlumen). 

CZOH27N4012P. H,O (564.5) Ber. C 42.56 H 5.18 N 9.93 Gef. C 42.67 H 5.83 N 9.76 
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