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Summary 

The syntheses of two types of fully blocked ribonucleoside 3’-phosphotriesters 
6-14 have been achieved in excellent yields from 2’-O-t-butyldimethylsilyl-5’-O-mo- 
nomethoxytrityl-ribonucleosides 1-5 by phosphorylation with 2-chloro- and 2,5- 
dichlorophenylphosphorodichloridate respectively and subsequent treatment by 
cyanoethanol to 6,8, 10, 12 and 14 and by p-nitrophenylethanol to 7,9, 11 and 13. 
These phosphotriesters are valuable starting materials for oligonucleotide syntheses 
due to the fact that the corresponding phosphotriesters 15-23 with free HO-C(5’) 
could be obtained by  detritylation and the 3’-phosphodiester triethylammonium 
salts 24-32 by deblocking of the cyanoethyl and the 2,5-dichlorophenyl group 
respectively. All newly synthesized compounds have been characterized by UV.- 
and NMR.-spectra as well as C, H, N elementary analyses. 

1. Einleitung. - Seit den Pionierarbeiten von Letsinger [2]  [3] Eckstein [4] [5],  und 
Reese [6] erfreut sich die Phosphotriester-Methode immer grosserer Beliebtheit, so 
dass heute die Mehrzahl der chemischen Oligonucleotid-Synthesen nach diesem 
Verfahren [7-121 durchgefiihrt werden. Aus der Vielzahl der synthetischen Moglich- 
keiten hat sich in jiingster Zeit eine Strategie [ 131 [ 141 entwickelt, die sinnvollerweise 
von solchen vollgeschiitzten Nucleosid-3’-phosphotriestern als universe11 verwend- 
baren Ausgangssubstanzen startet, die durch ihre Schutzgruppenkombinatorik 
sowohl am HO-C(5’) als auch am noch freien Phosphorsaure-Ende eine Kettenver- 
langerung erlaubt. Auf diese Weise beschrankt sich der Phosphorylierungsschritt 
lediglich auf die monomere Nucleosid-Einheit, wo er sich mit weit hoherer Ausbeu- 
te als an einer wachsenden Oligonucleotid-Kette durchfuhren lasst. Da die erforder- 
lichen Nucleosid-3’-phosphotriester zwei unterschiedlich stabile Phosphorsaure- 
Schutzgruppen aufweisen miissen, haben wir uns zunachst der Herstellung von 

1) XIV. Mitt. s. [I]. 
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2‘-O-t-Butyldimethylsilyl-5‘-O-monomethoxytrityl-ribonucleosid-3’-(o~hlorphenyl) 
(a-cyanoathy1)phosphaten zugewandt, die nach der Einfiihrung des p-Nitrophenyl- 
athyls als Schutzgruppe des Phosphorsaureteils [ 11 auch durch die entsprechenden 
3’-(2,5-Dichlorphenyl)(p-nitrophenylathyl)phosphat-Derivate erganzt bzw. ersetzt 
wurden. 

2. Synthesen. - Fur die Phoshorylierungen zu den funf wichtigsten Ribonu- 
cleosid-3’-phosphotriestern des Adenosins, Guanosins, Cytidins, Uridins und 5,6- 
Dihydrouridins dienten die in einer friiheren Arbeit [ 151 publizierten N-acylierten 
2’-O-t-Butyldimethylsilyl-5‘-O-monomethoxytrityl-Derivate 1, 2 und 3 bzw. am 
Aglykon ungeschutzten Analoga 4 und 5. Die Phosphorylierung wurde zunachst am 
N~-Benzoyl-2’-O-t-butyldimethylsilyl-5’-O-monomethoxytrityladenosin (1) studiert 
und mit einem Gemisch aus o-Chlorphenylphosphorsauredichlorid und 1,2,4-Tria- 
zol in der Weise durchgefuhrt, da13 das als wahrscheinlichstes Intermediarprodukt 
[ 161 gebildete o-Chlorphenylphosphorsaure-bis-triazolid das eigentliche Phospho- 
rylierungsagens darstellt. Im ersten Schritt reagiert das Nucleosid mit dem 1,5fa- 
chen Uberschuss an Phosphorylierungsmittel zunachst zum entsprechenden akti- 
vierten Phosphodiestermonotriazolid ab, aus dem durch Zugabe des p-Cyanoatha- 
nols als zweiter Alkohol-Komponente der gewiinschte Phosphotriester, das W-Ben- 
zo yl-2'- 0-t-butyldimethylsilyl-5’- O-monomethoxytrityladenosin-3’(-~-cyanoathyl) 
(o-chlorpheny1)phosphat (6) in Ausbeuten von 50-70% resultierte. Hohere Aus- 
beuten wurden erzielt, wenn man nach der Methode von Cashion et al. [ 171 arbeitet 
und zur Aktivierung des Phosphorsauredichlorids ein (1 :4)-Gemisch von 1,2,4- 
Triazol und N-Methylimidazol einsetzt. Die Optimierung der Reaktionsbedingun- 
gen und Ausbeuten wurde dadurch erreicht, dass mit absolut feuchtigkeitsfreien Re- 
agentien und Geraten und unter Verwendung eines o-Chlorphenylphosphorsaure- 
dichlorid 1,2,CTriazol N-Methylimidazol-Verhaltnisses von 1,2 : 4 : 16 pro Nucle- 
osid-Aquivalent gearbeitet wurde. Entscheidend war ferner, dass das Nucleosid in 
Pyridin bei -20” bzw. -1 5°C zur gekuhlten Losung des aktivierten Phosphorylie- 
rungsreagens getropft wurde. Nach vollstandigem Abreagieren des Ausgangsnucle- 
osids setzt man das a-Cyanoathanol zu und lasst die Losung auf Raumtemperatur 
erwarmen zur Bildung des Phosphotriesters. Die Aufarbeitung erfolgt durch Auf- 
nahme in Chloroform, Ausschiitteln mit 0,l M Phosphat-Puffer pH 7,O und unmittel- 
barer Vorchromatographie iiber eine handgepackte Kieselgelsaule, da langeres Ste- 
henlassen des Gemisches vor oder nach dem Ausschutteln zu erheblichen Ausbeu- 
teverlusten fiihrt. Die vollgeschiitzten Adenosin-(6) und Guanosin-phosphotriester 
(8), die durch GFS-Mitteldruck-Saulen auch weitgehend in die jeweiligen beiden 
Diastereomeren aufgetrennt werden konnen, fielen so in Ausbeuten von 95 bzw. 
86% chromatographisch reinem Material an. 

In der Pyrimidin-nucleosid-Reihe fiihrte die Phosphorylierung in gleicher Weise 
zum Erfolg, und es konnten ausgehend vom 2’-O-t-Butyldimethylsilyl-5’-O-mono- 
methoxytrityl-N6-benzoylcytidin (3), -uridin (4) und -5,6-dihydro-uridin (5) die ent- 
sprechenden 3’-( 0-Chlorphenyl)@-cyanoathy1)phosphate 10 (92%), 12 (89%) und 
14 (85%) in ebenfalls hohen Ausbeuten erhalten werden. Es empfiehlt sich hier, den 
Phosphorylierungsschritt bei 0” C und die Weiterreaktion mit Cyanoathanol dann 
wieder bei Raumtemperatur vorzunehmen. Versuche, 10 nach der Phosphit-Metho- 
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Schema 1 

B 

HO 0 51-C (C H3)3 
CH3 

B B R R' 

1 ABz 6 ABZ H CN 
2 G'Sb 7 ABZ C1 p-NO,C,H, 
3 CBZ 8 GIsb H CN 
4 u  9 GIsb C1 p-NO,C,H, 

11 CBZ C1 p-NO,C,H, 
12 u H CN 

14 DHU H CN 

5 DHU / 10 CBZ H CN 0 

13 U CI p-NO,C,H, 

Q- O - ~ O C H ~ ~  t + ~ l  

R o  
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15 ABZ H CN 24 ABZ o-CI-C,H, 
16 ABZ C1 p-NO,C,H, 25 ABZ p-NO,C,H,CH,CH, 
17 GISb H CN 26 GISb o-C1-C6H4 
18 GISb C1 p-NO,C,H, 27 GISb p-NO,C,H,CH,CH, 

20 CBz C1 p-NO,C,H, 29 CBz p-NO,C,H,CH,CH, 
19 CBz H CN 28 CBZ oCI-C,H, 

21 u H CN N U  o -C I - C , H , 
22 u C1 p-NO,C,H, 31 U p-NO,C,H,CH,CH, 
23 DHU H CN 32 DHU o-CI-C6H4 

NHCOC~HF, 0 

A = & l J  BZ N? G =  
I 

0 (CH3)2CHCO 0 

DHU= LK>b 0 si = Z-BU (CH3),Si 

de [18] herzustellen, verliefen weniger erfolgreich, denn die Umsetzung von 3 mit 
o-Chlorphenylphospohrsauredichlorid gefolgt von p-Cyanoathanol und ab- 
schliessender Jodoxydation erbrachte lediglich 54% Ausbeute an 10. Auch Varia- 
tionen der Reaktionsparameter sowie die Verwendung von Stickstoffdioxid als 
Oxydationsmittel [ 191 bewirkten keine Ausbeutesteigerung. 

Fur die zweite Schutzgruppenkombination am Phosphat-Rest wurden die 2',5'- 
geschutzten Ausgang-Nucleoside 1-4 nach unserem Standardverfahren zunachst 
mit 2,5-Dichlorphenylphosphorsauredichlorid und Triazol umgesetzt und dann die 
Phosphotriester-Synthese durch Zugabe von 2-@-Nitrophenyl)athanol zu 7, 9, 11 
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und 13 vervollstandigt. Hier zeigte es sich, da13 der Zusatz von Methylimidazol gar 
nicht erforderlich ist, denn die Ausbeuten lagen ohne diese Hilfsbase durchweg et- 
was hoher (im Bereich von 90%). Als vie1 entscheidender erwies sich hier wieder die 
Temperaturausfuhrung sowie die rasche chromatographische Aufarbeitung des An- 
satzes nach Abbruch der Reaktion. 

Die 2’-O-t-Butyldimethylsilyl-5’-O-monomethox~rityl-ribonucleosid-3’-phos- 
photriester 6-14 diirfen als die eigentlichen Depotformen fur Oligonucleotid-Syn- 
thesen angesehen werden, denn eine Kettenverlangerung uber das 5’-Ende wird 
leicht nach Detritylierung und uber das 3’-Phosphodiester-Ende nach Abspaltung 
der Cyanoathyl- bzw. der 2,5-Dichlorphenyl-Cruppe moglich. Wir haben diese 
Bausteine, 15-23 bzw. 24-32, im Rahmen dieser Untersuchungen ebenfalls her- 
gestellt und ihre Strukturen durch Analysen und physikalisch-chemische Daten ge- 
sichert. 

Fur die Abspaltung der 5‘-O-Monomethoxytrityl-Gruppe wurden neben der alt- 
bewahrten 8Oproz. Essigsaure [20] auch Trifluoressigsaure-Losungen verschiedener 
Konzentrationen in Chloroform und Methylenchlorid [2 I] sowie pToluolsulfon- 
saure in Methylenchlorid/Methanol[22] angewandt. Am verlustreichsten verliefen 
die Detritylierungen rnit den Adenosin-phosphotriestern, da hier als unvermeidli- 
che Nebenreaktion die saurekatalysierte partielle Debenzoylierung an der 6-Ami- 
nogruppe stattfindet. Die hochsten Ausbeuten aus 6 und 7 wurden rnit 0,l M bzw. 1- 
bis 2proz. Trifluoressigsaure in Methylenchlorid nach 30-60 Min. erhalten und 15 
bzw. 16 in 9 1 bzw. 82% Ausbeute nach chromatographischer Isolierung gewonnen. 
Bei den Guanosin-phosphotriestern 8 und 9 lagen die Ausbeuten an den Derivaten 
17 und 18 mit freiem HO-C(5’) auch nur bei 85-90%, ohne dass hier die Natur einer 
moglichen Nebenreaktion erkannt bzw. gar ein weiteres Reaktionsprodukt gefasst 
und charakterisiert werden konnte. Mit 1- bis 2proz. p-Toluolsulfonsaure-Losung in 
Methylenchlorid/Methanol gestaltete sich die Detritylierung in dieser Reihe etwas 
besser, und 17 konnte in 94% sowie 18 in 92% Ausbeute isoliert werden. Auch fur die 
Pyrimidinnucleosid-3’-phosphotriester 10-14 erwies sich letzteres Detritylierungs- 
reagens als uberlegen und fuhrte zu Ausbeuten an isoliertem, chromatographisch 
reinem Material von 90-95%. Die Anwendung von 2proz. Trifluoressigsaure in Me- 
thylenchlorid/Methanol zeigte bei den 5’-O-Monomethoxytrityluridin-3’-phospho- 
triestern rnit 92% ein noch recht gutes Resultat, jedoch fie1 in der Cytidin-Reihe bei 
der Uberfuhrung von 10 in 19 die Ausbeute auf 84%, und das noch labilere 
Dihydrouridinnucleotid 14 lieferte sogar nur 74% an 23. Wir haben bei diesen Un- 
tersuchungen ferner festgestellt, dass sich die diastereomeren Phosphotriester mit 
freiem HO-C(5’) bedeutend leichter auf chromatographischem Wege in die beiden 
stereoisomeren Komponenten zerlegen lassen, als dies in vereinzelten Fallen bei 
den entsprechenden 5’-O-Monomethoxytrityl-Derivaten moglich war. 

Bei der Uberfuhrung der verschiedenen Ribonucleosid-3’-phosphotriester 6-14 
in die entsprechenden 3’-Phosphodiester-triathylammonium-Salze 24-32 haben wir 
uns zunachst mit der Abspaltung der Cyanoathylgruppe beschaftigt, die nach Nu- 
rung [23] mit Triathylamk’Pyridin der a-Eliminierung unterliegt. Da selbst bei ei- 
nem (1 : 1)-Cemisch dieses Reagenses eine noch recht lange Reaktionsdauer von 
8-16 Std. bis zur quantitativen Abspaltung beobachtet wurden, konnte durch Zusatz 
von ca. 10 Vol.% Wasser eine starke Verkurzung auf 1-2 Std. erreicht werden. 
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Die Reaktionsprodukte, die im DC. in Methanol/Triathylamin-haltigen Solven- 
tien chromatographiert und eluiert werden konnten, liefen als einheitliche Flecken. 
Sie wurden meist iiber handgepackte Kieselgelsaulen mit einem Solvensgemisch 
aus Methylenchlorid/Methanol/Triathylamin bzw. Chloroform/Athanol/Tri- 
athylamin gereinigt. Die Hauptfraktion wird zunachst i. RV. eingedampft, wobei es 
sich empfiehlt, den Riickstand - zur Entfernung von zah anhaftendem Triathylamin 
- mehrmals in Benzol oder Toluol aufzunehmen und die entsprechende Losung 
jeweils einzudampfen. Dann wird der Riickstand in moglichst wenig Chloroform 
gelost und die Diester-Salze durch langsames Eintropfen in intensiv geruhrtes He- 
xan oder Hexan/Ather 9 : I in Form farbloser amorpher Feststoffe ausgefallt. Die 
Substanzen sind nach langerem Trocknen i. V. iiber P,O, im Tiefkuhlfach Iangere 
Zeit bestandig, zeigen dann aber mitunter nach mehreren Monaten spurenweise De- 
tritylierungen an. Problematisch gestalteten sich die C,H,N-Elementaranalysen, die 
keine allzu gute Ubereinstimmung mit den theoretisch erwarteten Werten lieferten, 
obwohl chromatographische Reinheit und eindeutige NMR.-Spektren fur die Ein- 
heitlichkeit der Produkte sprechen. Als bestes Charakterisierungskriterium erwie- 
sen sich daher die UV.-Spektren im Vergleich zum analysenreinen entsprechenden 
Phosphotriester, wobei sowohl in der Bandenlage als auch den Extinktionswerten 
hohe Ubereinstimmung resultierte (Tub. I ) .  

Um die 2,5-Dichlorphenyl-Schutzgruppe der Phosphotriester 7, 9, 11 und 13 
abzuspalten, bedienten wir uns der Oximat-Methode von Reese [24], in dem die 
lOfache Menge an p-Nitrobenzaldoxim in Triathylamin/Dioxan/Wasser 1 :1: 1 zur 
Anwendung kam. Die Hydrolyse zu den Phosphodiestern 25,27,29 und 31 ist unter 
diesen Reaktionsbedingungen bei Raumtemperaturen normalerweise nach 2-3 Std. 
komplett, und die gewunschten Reaktionsprodukte werden auf chromatographi- 
schem Wege uber eine Kieselgelsaule gewonnen. Es ist hierbei wichtig, dass nach 
Einengen des Gemisches zunachst mit einem Gradienten reines Chloroform bis 
Chloroform/Methanol bzw. Chloroform/Athanol 95 :5 das p-Nitrobenzaldoxim 
und pNitrobenzonitri1 abgetrennt und danach dann der Phosphodiester ebenfalls 
durch Gradienteneluierung mit Chloroform/Methanol/Triathylamin bzw. Chloro- 
form/Athanol/Triathylamin 905 :5+ 60 : 20 : 20 eluiert wird. Das Ausfallen der 
Phosphodiester-triathylammonium-Salze in Hexan fuhrt zu farblosen amorphen 
Feststoffen, die durch Trocknen bei 50°C in der Trockenpistole iiber P,O, i. V. defi- 
nierte Produkte in wasserfreier Form oder als Hydrate in hoher Ausbeute und rnit 
gut stimmenden Elementaranalysen liefern. 

3. Physikalische Eigenschaften. - Die Isolierung und Reinigung der neu herge- 
stellten Verbindungen 6-32 erfolgte im allgemeinen auf saulenchromatographi- 
schem Wege, wobei entweder handgepackte Kieselgelsaulen oder praparative 
Fertigsaulen zum Arbeiten unter massigem Druck [ 151 eingesetzt wurden. Die so ge- 
wonnenen amorphen Feststoffe wurden nach diinnschichtchromatographischer 
Priifung auf Reinheit in mehreren Systemen der C,H,N-Elementaranalyse unter- 
worfen. Die weitere Charakterisierung erfolgte dann auf spektroskopischem Wege 
durch Aufnahme der UV.- und NMR.-Spektren. Von letzteren sind in Tubelle I 
nur die aussagekraftigsten Signale festgehalten, zumal es sich bei den 
3’-Phosphotriestern 6-14 und 15-23 jeweils um Diastereomerengemische handelt, 
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deren Komponenten in bestimmten Bereichen sehr ahnliche, jedoch nicht identi- 
sche chemische Verschiebungen zeigen. Da selbst mit der sehr effektiven praparati- 
ven Mitteldruckchromatographie keine quantitave Trennung bei einmaliger Chro- 
matographie moglich war, wurde meist in der Weise verfahren, dass zunachst ein 
Teil des schneller wandernden Diastereomeren I, dann eine Mittelfraktion beste- 
hend aus beiden Komponenten und nachlaufend wieder eine reine Fraktion des 
Diastereomeren I1 gewonnen wurde. Derartige Trennungen sind verstandlicherwei- 
se mehr von akademischem Interesse und erlauben verschiedene Feinstrukturunter- 
suchungen an den jeweiligen stereoisomeren Formen, wahrend jedoch in prapara- 
tiv-synthetischer Hinsicht die Diastereomerengemische voll und ganz ihrem Zwek- 
ke als universe11 verwendbare Monomeren-Bausteine fur Oligonucleotid-Synthesen 
gerecht werden. 

Wir danken dem Fonds derchemischen Industriefiir ein Doktoranden-Stipendium, der Alexander von 
Hurnboldt-Stifung fur ein Forschungsstipendium und beiden Organisationen fur zusatzliche finanzielle 
Hilfe. Ferner gilt unser Dank Frau M. Bischler fur die Aufnahme der UV.- und H e m  E. Krieniiz fur die- 
jenige der NMR.-Spektren. 

Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. -Die UV.-Spektren wurden mit einem Cury-Recording-Spektrometer, Model1 1 18 der 
Fa. Appl. Physics, und die IH-NMR.-Spektren mit dem BrukerGerat HFX-90 aufgenommen. Die chroma- 
tischen Untersuchungen erfolgten auf Diinnschichtfolien Kieselgel F 1500 LS 254 der Fa. Schleicher & 
SchiiN. Fur die Saulenchromatographie diente Merck Kieselgel60 (70-230 mesh) fur handgepackte Saulen 
[15] und Kieselgel LiChroPrep Si 60 (15-25 p) fur die praparativen, selbst hergestellten Fertigsaulen vom 
Typ B (250 x 24 mm) und Typ C (400 x 393 mm). Ihre Praparierung, Konditionierung und Charakterisie- 
rung durch die Bestimmung der theoretischen Bodenzahl ist ausfiihrlich in 1251 beschrieben. Die prap. Mit- 
teldruckchromatographie wurde im allgemeinen bei 8-10 Bar durchgefiihrt. Das Trocknen der Substanzen 
bei RT. bis maximal 50" erfolgte iiber P,05 i. V. im Gerat TO-50 der Fa. Biichi. Schmelzpunkte werden 
nicht angegeben, da keine Anstrengungen unternommen wurden, die chromatographisch reinen, amor- 
phen Festsubstanzen zur Kristallisation zu bringen. 

2. Allgemeine Herstellungsvorschrift fur Ribonucleosid-3-phosphotriester. - 2.1 (2'-O-t-Buiyldimethyl- 
silyl-f-O-monomeihoxytn'tyl-nbonucleosid-~)(o-chlo~henyl)(~-cyunoaihyl)phosphate 6, 8, 10, 12 und 
14. Zu 5,26 g (64 mmol) N-Methylimidazol und 1,l g (16 mmol) 1,2,4-Triazol im 10 ml abs. 
Pyridin werden in einem ausgeheizten Kolben unter Begasung mit trockenem N, mit einer Spritze 1,18 g 
(4,8 mmol) o-Chlorphenylphosphorsauredichlorid bei RT. gesetzt. Die Losung wird bis zur vollstandigen 
Auflosung des gebildeten Niederschlages geriihrt und dann auf die Phosphorylierungstemp. von OD bis 
-20° abgekiihlt. Im Laufe von 5 Min. wurde dann die Losung von 4 mmol des geschiitzten Ausgangsribo- 
nucleosids 1-5 in 5-10 ml abs. Pyridin zugegeben und die Reaktion chromatographisch bis zurn Ver- 
schwinden der Ausgangssubstanz verfolgt. Dann werden 1,14 g (16 mmol) p-Cyanoathanol zugegeben, die 
Reaktionslosung auf RT. erwannt und bis zurn Verschwinden des Phosphodiester-Flecks (im DC.) ge- 
riihrt. Der Ansatz wird dann zwischen 3mal300 ml Chloroform und je 3mal500 ml0,l M Phosphatpuffer 
pH 7,O verteilt, die vereinigte organische Phase uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und mehrfach 
mit Benzol wieder eingedampft. Der verbleibende Sirup wird dann unmittelbar uber eine handgepackte 
Kieselgelsaule (30 x 2 cm) zunachst mit 1 1 Methylenchlorid und dann mit etwas polareren Losungsmittel- 
Gemischen chromatographiert. Die Hauptfraktion wird gesammelt und liefert beim Einengen einen amor- 
phen Feststoff, der meist schon chromatographisch rein ist. Er wird zur ijberfiihrung in eine leichter hand- 
habbare Form wieder in wenig Chloroform oder Methylenchlorid gelost und unter intensivem Riihren in 
500 ml Hexan eingetropft. Der farbenlose flockige Niederschlag wird in einem Biichner-Trichter gesam- 
melt und anschliessend i. HV. bei 500 uber P,05 getrocknet. Zur weiteren Reinigung bzw. partiellen Auf- 
trennung in die beiden diastereomeren Komponenten chromatographiert man in drei Teilmengen uber 
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Tabelle 2. Synthese und analytische Daren van 2'-O-t-But.vldimethylsilyl- 

Nucleosid Rkt. Dauer fur Rk.-Dauer fur Chromatographie-System Ausbeute 
Phosphorylierung, Phosphotri- fur Saulentrennung 
Temp. [Ocl ester-Bildung 

g Std. g ?'a 

1 3,03 10 Min. 

2 2,96 90 Min. 

3 2,94 30 Min. 

4 2,52 60 Min. 

5 2,53 120Min. 

1 1,52 60 Min. 

2 1,98 45 Min. 

3 1,46 60 Min. 

4 1.26 60 Min. 

-20' 5 

-1 5' 3,5 

0' 375 

00 3 

0' 4 

0' 3 

0' 17 

0' 18 

0' 16 

CH,CI,/EtOAc 95:s 

CH2Cl2/n-C6H1,4:I + 

CH2C12/MeOH100:1-+ 1005 

CH,CI,/EtOAc 85:15 

CH2CI2/EtOAc 7:3 

CH2CI,/EtOAc7:3 

CHCI, 

CH,CI,/MeOH 97:3 

CH2CI,/EtOAc7:3 

CH,CI,/EtOAc 4: 1 

3,81 (95) 6 

3,40 (86) 8 

3,61 (92) 10 

3,lO (89) 12 

2,98 (85) 14 

1,97 (87) 7 

1,88 (92) 9 

2,04 (92) 11 

1,85 (92) 13 

eine GFS-Saule, Typ C (N = 9000) rnit Methylenchlorid/Essigester 4 : 1 fur 6 und 12, rnit Methylenchlo- 
rid/Methanol 200 : 1 -. 100 : 1 fur 8, rnit Methylenchlorid/Essigester 9 : 1 fur 10 und Methylenchlorid/ 
Essigester 85 : 15 fur 14. 

2.2. (N~-Benzoyl-~-O-t-butyldimethylsilyl-S-O-monomethoxytrityl-cytidin-S;)(o-chlnrphen~vl)(~-cyano- 
athy1)phosphat 10. Die Losung von 0,138 ml(1,2 mmol) 2,6-Lutidin und 0,047 ml(O,3 mmol) oChlorphe- 
nylphosphorsauredichlorid in 0,5 ml abs. Tetrahydrofuran (THF) wurde auf -78O gekuhlt und dann un- 
ter Ruhren im Laufe von 5 Min. rnit der Losung von 0,183 g (0,25 mmol) 3 in 1 ml abs. THF tropfenweise 
und nach 30 Min. mit 0,15 ml(2,25 mmol)b-Cyanoathanol versetzt. Nach weiteren 45 Min. wurde mit einer 
Losung von 0,076 g (0,3 mmol) Jod und 0,07 ml2,6-Lutidin in 2 ml THF/Wasser 2 : 1 bei -30" oxydiert. 
Anschliessend wurde das Gemisch zwischen 3mal 100 ml Chloroform verteilt, einmal mit 100 ml 5proz. 
Natriumhydrogensulfit-L6sung und 2mal rnit je 100 ml Wasser extrahiert, die vereinigten organischen 
Phasen uber Natriumsulfat getrocknet und zum Sirup eingedampft. Der Riickstand wurde iiber eine hand- 
gestopfte Kieselgelsaule (I6 x 2,5 cm) mit Methylenchlorid/Essigester 7 : 3 chromatographiert, nach Ein- 
engen der Hauptfraktion wurden 0,13 I g (54%) farbloser amorpher Feststoff erhalten. 
. 2.3 (~~-t-Butyldimethylsilyl-S-O-monomethoxy~rityl-ribonucleosid-S;)(2,5-dichlorphenyl)(2-(~-nit- 
phenyl)athyl)phosphat7,9, 11 und 13. Die Losung von 0,45 g (6,5 mmol) 1,2,4-Triazol in 5 ml abs. Pyridin 
wurde mit 0,84 g (3 mmol) 2,5-Dichlorphenylphosphorsauredichlorid versetzt und 20-30 Min. bei RT. ge- 
riihrt. Ungeachtet des abgeschiedenen Niederschlags wird auf Oo gekuhlt und dann im Laufe von 40 Min. 2 
mmol des geschiitzten Ausgangsnucleosids 1 4  in fester Form portionenweise zugesetzt. Nach cu. 1 Std. 
Riihren bei tiefer Temp. wird auf RT. erwarmen gelassen (30 Min.), gibt dann 0,67 g (4 mmol) 2-(pNitro- 
pheny1)athanol [I] zu und setzt die Reaktion unter Riihren fort, bis dunnschichtchromatographisch haupt- 
sachlich Phosphotriester und nur noch wenig Diester nachgewiesen wird. Das Gemisch wird i. RV; einge- 
engt, der olige Riickstand in 25 ml Chloroform aufgenommen und dann mehrmals mit 5 ml Wasser gewa- 
schen. Nach Trocknen uber Natriumsulfat wird die organische Phase eingeengt, mehrfach mit Chloroform 
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Summenformel Molmasse Analyse 

Yo c %H %N %C1 %P 

C,,H,,CIN,O,PSi 

C,H~,C1N,Ol0PSi 

C, , H,,ClN,O ,,Psi 

C,H,CIN,O,,PSi 

C,H5,ClN30,0PSi 

C,,H,,Cl,N,O, ,Psi 

C,,H,,CI,N60,,PSi 

C,,H,,Cl,N,O, ,PSI 

C,H,,CI,N3Ol,PSi 

1001,6 

983,5 

9773 

874,4 

876,4 

1132,l 

1 1  14,l 

1108,l 

1004,9 

Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 

62,36 
61,95 
59,84 
59,87 
62,66 
62,91 
60,44 
60,03 
60,30 
59,87 
60,48 
60,28 
58,22 
58,09 
60,70 
60,62 
58,56 
58,41 

5,44 
5,72 
5,74 
5,81 
537 
5,79 
5,65 
5,86 
5,87 
6,02 
5,08 
4,9 1 
5,34 
5,30 
5,18 
534 
5,22 
5,20 

8,39 334 
8,68 3,49 
8,54 3,60 3,15 
8,75 3,43 3,23 
5,73 
5,66 
4,8 1 
4,49 
4,79 
4,97 
7,42 
7,40 
734 
7,50 
5,05 

4,18 
4,20 

4,74 

eingedampft, wobei das Rohprodukt in Form eines festen Schaums anfallt. Er wird in wenig Chloroform 
gelost, auf eine handgepackte Kieselgelsaule (30 x 2 cm) aufgegeben und dann zunachst zur Abtrennung 
von iiberschiissigem p-Nitrophenylathanol mit Chloroform/Hexan 4 : 1 chromatographiert. Der gesuchte 
Phosphotriester wird anschliessend mit Chloroform allein oder einem etwas starker polaren Losungsmit- 
telgemisch eluiert. Durch Einengen der Hauptfraktion wird ein farbloser Schaum erhalten, der aus wenig 
Chloroform umgelost und dann unter intensivem Riihren in 100 ml Hexan eingetropft wird. Der flockige 
Niederschlag wird in einem Biichner-Trichter gesammelt und bei 50" i. V. iiber P2O5 getrocknet. 

3. Allgemeine Synthese von 2'-O-l-Butyldimethylsilyl-ribonucleosid-~-phosphotriestern 15-23. Die 
Losung von 1,0 mmol 2'-O-t-Butyldimethylsilyl-5'-O-monomethoxytrityl-ribonucleosid-3'phosphotriester 
6-14 in a) 50-100 ml1- bis 2proz. Trifluoressigsaure in abs. Methylenchlorid und 4 ml abs. Methanol oder 
b) 50-100 ml einer 1- bis 2proz. Lasung vonp-Toluolsulfonsaure in Methylenchlorid/Methanol7 :3 wird 
1 Std. bei RT. geriihrt und das vOllige Verschwinden des Ausgangsproduktes durch DC. gepriift. Nach Ver- 
diinnen mit 100 ml Chloroform oder Methylenchlorid und 2mal Ausschiitteln mit je 100 ml0,l M Phos- 
phat-Puffer pH 7, wird die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und i. RV. i. V. eingedampft. 
Der meist sirupose Ruckstand bzw. Schaum wird in wenig Methylenchlorid gelost, auf eine handgepackte 
Kieselgelsaule (2 x 10 cm) aufgegeben und dann zunachst mit reinem Methylenchlorid bzw. Chloroform, 
gefolgt von einem polaren Gemisch aus Methylenchlorid/Methanol bzw. Chloroform/Methanol chroma- 
tographiert, wobei sich das gesuchte Produkt in der polaren Ldsungsmittelfraktion befindet. Die Haupt- 
fraktion wird dann eingedampft, der Riickstand in wenig Methylenchlorid gelost und diese Losung lang- 
sam unter Riihren in Hexan eingetropft; es wird so ein gut filtrierbarer Niederschlag gewonnen, der i. V. 
iiber P2O5 getrocknet wird. Sofern erforderlich, kann eine weitere Reinigung und auch die partielle Auf- 
trennung in die beiden diastereomeren Phosphotriester durch prap. Mitteldruckchromatographie iiber ei- 
ne GFS-Saule, Typ B (N = 7000) mit einem steigenden Gradienten von Methylenchlorid/Methanol 
99,2 :0,8-+98 :2 erreicht werden. Beide Diastereomeren ergaben im prap. Massstab keine vollstandige Ba- 
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Tabelle 3. Synthese und analytische Daren von 

Ausgangs- Reagens ml Chromatographie-System 
produkt fur Saulentrennung 

g 

6 1,OO 2 % TFA 50 1) CH,CI, 

7 1,13 1 % TFA 50 1) CHCI, 

8 0,98 2 % pTsOH 20 1) CH,CI, 

9 1,11 2 % pTsOH 20 1) CHCI, 

10 0,98 2%pTsOH I00 1) CH,CI, 

11 1,11 2%pTsOH 20 1) CHCI, 

12 0,87 2 % TFA 100 1) CH,CI, 

13 1,O 2 Yo pTsOH 100 1) CH,CI, 

14 0,88 1 % eTsOH 100 1) CH,Cl, 

CH,CI,/MeOH 1O:l 2) CH,Cl,/MeOH 97 :3 

CHCI, 2) CHCl,/MeOH 98:2 

CH2CI2/MeOH 7:3 2) CH2C1,/MeOH98:2 

CH2C12/MeOH 7:3 2)CHCI3/MeOH 99:l 

CH2CI2/MeOH 7:3 2) CH2CI2/MeOH 9:1 

CH2C12/MeOH 7:3 2) CHCI3/MeOH 98:2 

CH2C12/MeOH 1O:l 2) CH,Cl,/EtOAc 1 :1 

CH2CI2/MeOH 7:3 2) CH,Cl,/EtOAc 2:3 

CH,Cl,/MeOH 7:3 2) CH,Cl,/MeOH 1 :I 
~~~ ~ 

Tabelle 4. Synthese und analytische Daren von 2'-O-t-Butyldimethylsilyl- 

Ausgangs- Reaktionsdauer Chromatographie-System fur 
substanz Std. Saulentrennung 

g 
~~ ~ ~ 

6 1,OO 1 1) CH,Cl,/MeOH 200:l 

8 0,98 2 I)CH,Cl,/MeOH 200:l 
2) CH2C1,/MeOH/Et,N 1000:25:7 

2) CH, C12/MeOH/Et2N 1000: 15 :7 

2) CHCI,/MeOH/Et,N 100:2:1 

2) CH,C12/MeOH/Et3N 100:2:1 

2) CHCI,/MeOH/Et,N 200:2:1 

2) CH,Cl,/EtOH/Et,N 90:5:5 + 60:20:20 

2) CHCI,/MeOH/Et,N 90:5:5- 90:10:10 

2)CHCI3/MeOH/ Et,N90:5:5 

2)CH2C12/MeOH/ Et3N90:5:5 

10 0,98 2 1)CHCI3/MeOH 1OO:l 

12 0,87 2 I)CH2C12/MeOH 1OO:l 

14 0,88 2 1) CHC I ,/MeOH 200: 1 

7 1,13 2,5 1) CH2C12/EtOH95:5 

9 1,11 3 1) CHCI3/MeOH 90:2 

11 1,Il 3 1) CHCIJMeOH 98:2 

13 1,0 3 I)CH,CI,/MeOH 98:2 
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2'-O-t-Butyidimethyisiiyl-nbonucleosid-3'-phosphotnester 

Reaktionsprodukt Summenformel Molmasse Analyse 
Ausbeute 

%C % H  YON g Ya 

15 0,66 

16 0,70 

17 0,67 

18 0,75 

19 0,66 

20 0,78 

21 0,55 

22 0,69 

23 0,56 

C,,H,,CI N,O,PSi 

C,,H,,CI,N,O,,PSi 

C,,H4,CI N,O,PSi 

C34H43C12N601 I psi 

C , ,  H,,CIN,O,PSi 

C,,H,,CI,N,O, ,Psi 

C2,H3,CIN,0,PSi 

C2,H3,C12N,0, ,Psi  

C,4H3,CIN,0,PSi 

729,2 

859,7 

71 1,2 

841,8 

705,2 

835,7 

602, I 

732,6 

604.0 

Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 
Ber. 
Gef. 

~~ 

52,71 5,25 1 l,52 
52,53 5,21 11,51 
51,69 4,81 9,77 
51,63 4,80 9,74 
48,98 5,67 1132 
49,OS 5,83 1 l,72 
48,52 5,15 9,98 
48,47 5,09 9,68 
52,80 5,43 7,95 
52,75 5,33 7,98 
51,74 4,95 6,70 
51,90 4,95 6,64 
47,88 5,35 6,98 
47,54 5,32 7,Ol 
47,55 4,95 5,74 
47,73 4,96 5,72 
47,72 5,84 6.96 
47,70 5,91 7,l I 

5' -0- monomethoxyttityl-ribonucleosid-3' -phosphodiestet-triathyl-ammonium-Salzen 

Reaktionsprodukt Summenformel 
Ausbeute 

g Yo 

Molmasse Analyse 

%C % H  % N  

24 1,00 (96) 

26 1,Ol (98) 

28 1,02 (99) 

30 0,89 (96) 

32 0,92 (99) 

25 1,02 (94) 

27 1,02 (95) 

29 1 ,Ol  (93) 

31 0,94 (98) 

C,,H,,CI N,O,PSi. H,O 1067,7 Ber. 61,87 6,42 7,87 
Gef. 61,69 6,17 7,52 

C,,H,,CI N,O,,PSi. H,O 1049,7 Ber. 5933 6,73 8,Ol 
Gef. 59,16 6,81 8,02 

C,,H,,CI N40,,PSi. H,O 1043,7 Ber. 62,14 6,56 5,36 
Gef. 62,45 6,49 5,64 

C,,H,,CI N,O,,PSi 922,529 Ber. 61,19 6,66 435  
Gef. 61,41 6,68 4,43 

C,H,,CI N30,,PSi. H 2 0  942,6 Ber. 59,89 6,73 4,46 
Gef. 57,85 6,18 3,90 

C,7H,,N701,PSi~ H,O 1106,3 Ber. 61,88 6,56 8,86 
Gef. 62,12 6,35 8,83 

1070,3 Ber. 60,60 6,78 9,16 
Gef. 61,08 7,06 8,87 

C5,H,,N,0,,PSi. H,O 1082,3 Ber. 62,15 6,71 6,47 
Gef. 62,25 7,Ol 6,64 

961,l Ber. 61,23 6,81 5,83 
Gef. 61,05 6,98 5,73 

C54H72N7012PSi 

C49H65N401~PSi 
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se-line-Trennung, so dass die reinen Komponenten lediglich aus den ersten bzw. letzten Fraktionen ge- 
wonnen werden konnten. 

4. Allgemeine Synthese von (Triathylammonium)(2'-O-t-butyldimethylsilyl-5'-O~onomethoxytri~l- 
ribonucleosid-3'Ho-chlorphenyl)phosphaten 24, 26, 28, 30 und 32. Riihren von 1 mmol 2'-0-!-ButyIdime- 
thylsilyl-5'-O-monomethoxytrityl-ribonucleosid-3')(o~hlo~henyl)~-cyanoathyl)phosphat 6, 8, 10, 12 
und 14 in 20,2 ml4iridin/Triathylamin/Wasser 10 : 10 :0,2 fur ca. 1-2 Std. bis zum volligen Verschwinden 
des Phosphotriester-Flecks. Einengen und 4mal wieder einengen rnit insgesamt 20 ml Toluol liefern einen 
festen Schaum, der, in wenig Methylenchlorid gelost, auf eine Kieselgelsaule (20 x 1 cm) aufgegeben und 
dann mit Gemischen aus Methylenchlorid/Methanol/Triathylamin chromatographiert wird. Die Haupt- 
fraktion wird eingeengt, in wenig Methylenchlorid aufgenommen und dann unter Riihren in Hexan einge- 
tropft. Der farblose voluminose Niederschlag wird abgesaugt und i. V. iiber P20, bei 50° getrocknet. 

5. Allgemeine Synthese von ~riathylammonium~2'-O-~-butyldimethylsilyl-S-O-monomethoxytrityl- 
ribonucleosid-3')(2-@nitrophanyl)athyl)phosphaten 25, 27, 29 und 31. Es wird 1 mmol (2'-O-t-Butyldime- 
thylsilyl-5'-O-monomethoxytrityl-ribonucleosid-3')(2,5-dichlorphenyl) (2-@-nitropheny1)athyl)phosphat 
7,9,11 bzw. 13 rnit der Losung von 1,66 g (10 mmol) p-Nitrobenzaldoxim in 60 ml Triathylamin/Dioxan/ 
Wasser 1 : 1 : 1 versetzt und dann bei RT. bis zum Verschwinden des Phosphotriesters (im DC.) geriihrt und 
die Losung eingedampft. Nach 2mal Eindampfen mit j e  20 ml abs. Pyridin und dann noch 2mal mit je 20 
ml Toluol wird als Ruckstand ein fester Schaum erhalten, der in wenig Chloroform gelost und durch eine 
Kieselgelsaule (12 x 2 cm) zunachst mit reinem Chloroform, dann rnit Chloroform/Methanol 95 : 5 und 
schliesslich mit Chloroform/Methanol/Triathylatnin 90 : 5 : 5 bzw. steigenden Gradienten bis 60 : 20 : 20 
chromatographiert wird. Nach Eindampfen der Hauptfraktion wird der Ruckstand in wenig Chloroform 
aufgenommen und die Losung unter Ruhren in Hexan bzw. Hexan/kher 9 : 1 langsam eingetropft. Der 
farblose Niederschlag wird gesammelt und bei 50" uber PzO, i. V. getrocknet. Es resultiert so ein recht sta- 
biler amopher Feststoff. 
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