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Diester and Triester Method with 2(1H)-Pyrimidinone as Base 

Summary 

The syntheses of the dinucleosidemonophosphate 1-(2’-deoxy-P-~-ribofuran- 
osyl)-2 (1 H)-pyrimidinon-(3’-5’)-2’-deoxycytidine (M&Cd; 4) and the trinucleoside- 
diphosphate thymidyl-(3’-5’)-thymidylyl-(3’-5’)-l-(2’-deoxy-~-~-ribofuranosyl)- 
2 (1 H)-pyrimidinon (TdpTdpMd; 1) are described. Compound 1 was synthesized 
by different variants of the triester method, and 4 by the diester method as well as 
the triester method. 

1. Einleitung. - Fur die Aufklarung der Spezifitat der DNA-Polymerase eignen 
sich besonders gut unnaturliche Nucleotide, deren Basen nur noch beschrankt zur 
Ausbildung von Wasserstoffbrucken nach dem Prinzip von Watson & Crick [3]  
zu den naturlichen Nucleotiden fahig sind. Im Rahmen des Konzeptes [4] zur 
Untersuchung der DNA-Polymerase-Spezifitat anhand einer DNA-Matrize, die 
ein unnaturliches Nucleotid enthalt, benotigten wir das Trinucleosiddiphosphat 
5’-0-Monomethoxytritylthymidyl-(3’-5’)-thymidylyl-(3 ’-5‘)- 1 -(2’-desoxy-/?-~-ribo- 
furanosy1)-2 ( 1 H)-pyrimidinon ((MeOTr)T&TdpMd; Ferner war das Reak- 
tionsverhalten von Md4) hinsichtlich der Synthese von MdPCd (4) abzuklaren. Da 
durch die Synthesen von MdpTd und MdpGd [6] und weitere Synthesen von 
Dimeren und Trimeren mit den unnatiirlichen Nucleosiden T C ~ )  [7-91 und zd4) [ 101 
eine betrachtliche Erfahrung im Umgang mit der Diestermethode [ 1 11 gewonnen 
worden war, wurden die Synthesen von (Me0Tr)TdpTdpMd (1) und von MdPCd 
(4) ebenfalls nach diesem Syntheseprinzip vorgenommen. 

I) Teil 19: [l]. 
*) Fur Einzelheiten vgl. [2]. 
3, Korrespondenzautor. 
4, Zu den Abkiirzungen vgl. [5]. Thymidyl= Thymidin-3’-0-y1, Thymidylyl= Thymidin-3’,5’-di-O-y1, 

Md= 1-(2’-Desoxy-~-~-ribofuranosyl)-2( 1H)-Pyrimidinon, R d  = 1-(2’-Desoxy-P-~-ribofuranosyl)- 
2( 1H)-pyridinon und z d =  4-Amino-l-(2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl-2( 1H)-pyridinon, p = 4-Chlor- 
phenylphosphat. 
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1 R =  4-Methoxytriphenylmethyl (MeOTr) 
2 R = H  

P 

OH 

3 R= MeOTr 
4 R = H  

2. Synthese von (MeOTr)TdpT&Md(I). - Fur die Herstellung von (Me0Tr)- 
TdpTflMd (1) nach der Diestermethode wurde ein an der 3’-HO-Gruppe ge- 
schutztes 5’-Nucleotid pMd benotigt. Md, nach Kuhler et al. [ 121 hergestellt, liess 
sich nach den Angaben von Kohler et al. [13], welche die Methode von Yoshikawa 
et al. [14] verwendet hatten, in einer Ausbeute von 61,5% phosphorylieren. Wir 
vereinfachten die Aufarbeitung, ersetzten Phosphorsaure-triathylester durch 
Phosphorsaure-trimethylester und konnten so die Ausbeute auf 80% steigern5). 
Die Acylierung von p a Md mit verschiedenen Acylierungsreagenzien [2] ergab 
kein einheitliches Produkt. Wegen der schlechten Loslichkeit des Ammonium- und 
Pyridiniumsalzes von p a  Md in Pyridin und anderen Losungsmitteln mussten 
lange Reaktionszeiten in Kauf genommen werden, was wiederum die Spaltung der 
glykosidischen Bindung forderte. 

Bei der Triestermethode nach Cushion et al. [15] braucht die 3’-HO-Gruppe 
des hinzukommenden Nucleosids nicht geschutzt zu werden. Dies veranlasste uns, 
das Trinucleosiddiphosphat (MeOTr)TdpTdpMd (1) nach dieser Methode her- 
zustellen. 

(Me0Tr)Tdp TdqM:). Zuerst wurde (MeOTr)Td, hergestellt nach einer Modifi- 
kation der Literaturangaben [ 161, nach [ 151 in (MeOTr)TdyTd ubergefuhrt. Dieses 
wurde analog mit 3 Mol-Wquiv. Md in (MeOTr)TdpTdyMd umgewandelt. Nach 
Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung erhielten wir dieses geschutzte 
Trinucleosiddiphosphat in 26% Ausbeute. Das UV.-Spektrum wies die fur Td und 
Md charakteristischen Absorptionsmaxima auf. 

Ein analoger Versuch mit dem a-Anomeren a M d  ergab 34% geschutztes Tri- 
nucleosiddiphosphat (MeOTr)TdpTdy a Md. Das UV.-Spektrum war identisch 
mit dem der entsprechenden /?-Verbindung. 

5 ,  Wegen der begrenzlen Menge an Md (=aMd)  wurde hier das a-Anomere venvendet. 
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Da die Synthese von (MeOTr)TdyTdyMd nicht die erhoffte Ausbeute brachte 
(Md muss im dreifachen Uberschuss eingesetzt werden), versuchten wir die Her- 
stellung des Trinucleosiddiphosphats mit einem Kondensationsmittel, namlich 
1-(4-Nitrobenzolsulfonyl)-1 H-l,2,4-triazol @-NBST) [ 171. Die 3’-HO-Gruppe von 
Md war zu diesem Zweck zu schutzen, was eine Tritylierung, Acylierung und 
Enttritylierung erforderte. Als HO-Schutzgruppe wahlten wir die Benzoyl- 

(Me0Tr)Tdp Tdp ‘Md(BZ) .  Das nach einer abgeanderten Vorschrift [6] hergestellte 
(MeOTr)Md wurde mit Benzoesaureanhydrid und 4-Dimethylaminopyridin [ 181 
in Pyridin umgesetzt. 

Zur Abspaltung der (Me0Tr)-Gruppe wurde als erhaltene (MeOTr)Md(Bz) rnit 
einem dreifachen molaren Uberschuss an 2proz. Benzolsulfonsaure in CHCl,/ 
MeOH [ 191 wahrend 40 Min. behandelt6). Nach Beendigung der Reaktion durch 
Zugabe von Pyridin und chromatographischer Reinigung resultierten 89,5% des 
gewunschten Produkts. DC. und 1R.-Spektrum zeigten, dass unter diesen Bedin- 
gungen vollstandige Enttritylierung eintrat ohne den empfindlichen Nucleosidteil 
anzugreifen. 

(MeOTr)TdpTd wurde rnit p-Chlorphenylphosphordichloridat in Pyridin und 
anschliessend rnit 3-Hydroxypropionitril(Cyanoathanol) umgesetzt. Nach Extrak- 
tiondes Reaktionsgemischs wahrend 6 Std. bei 20” rnit CH2C12 und Sproz. NaHC03- 
Losung ergab das aus der organischen Phase stammende Rohprodukt nach chroma- 
tographischer Trennung an Kieselgel 57% reines (MeOTr)TdyTdy (CNEt). Das 
UV.-Spektrum war identisch mit dem von (MeOTr)TdyTd. 

Die (CNEt)-Gruppe von (MeOTr)TdyTdp (CNEt) wurde mit Pyridin/Tri- 
athylamin nach [2O] abgespalten und das gebildete (MeoTr)TdyTdy- mit Md (Bz) 
in Pyridin und 1-(4-Nitrobenzolsulfonyl)-1 H -  1,2,4-triazol umgesetzt. Nach Hydro- 
lyse und chromatographischer Reinigung betrug die Ausbeute an (Me0Tr)- 

Da der Phosphorylierungschritt rnit 57% Ausbeute nicht befriedigte und die 
Herstellung von Md (Bz) in drei Reaktionsstufen zu aufwendig erschien, suchten 
wir nach einer wirksameren Phosphorylierungsmethode und einem Kondensations- 
mittel, rnit dem ein Nucleosid rnit ungeschutzter 3’-HO-Gruppe angefiugt werden 
kann. Dazu bot sich das von Chattopadhyaya & Reese [21] beschriebene Verfahren 
der Phosphorylierung und als Kondensationsmittel 1 -(Mesitylen-2-sulfonyl)-3-nitro- 
1,2,4-triazol (MSNT) [21] an. Die entsprechende Umsetzung von (MeOTr)TdyTd 
in Pyridin mit p-Chlorphenylphosphordichloridat, 1,2,4-Triazol und Triathylamin 
in Acetonitril und anschliessende Hydrolyse rnit Triathylamin/Wasser/Pyridin 
ergab das gewunschte (MeOTr)TdpTdp- in einer Ausbeute von 90%. Die Konden- 
sation mit Md wurde mit MSNT in Pyridin vorgenommen (Ausbeute 57%). 

gruppe (Bz). 

TdpTdpMd(BZ) 74,5%. 

Ein analoger Versuch wurde mit Md(Bz) ausgefiihrt. Die Ausbeute betrug 60%. 
Bei den Kondensationen rnit und ohne 3’-HO-Schutzgruppe entstand jeweils 

eine unpolare Substanz, die ebenfalls trityl- und zuckerhaltig war. 
Abspaltung der Schutzgruppen. Fur die Abspaltung der Phosphatschutzgruppe 

venvendeten wir zunachst Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) [22]; TBAF wurde 

6, Vgl. [ 19): 20 Min. 
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analog [23] als 0,l M Losung in Tetrahydrofuran/Pyridin/Wasser eingesetzt. 
(Me0Tr)TdqTdq a Md hatte nach 3,25 Stunden vollstandig reagiert. Das Reaktions- 
gemisch wurde an einer DEA E-Sephadex A -25 Saule aufgetrennt. 

Die Phosphatschutzgruppe l ies  sich auch rnit (E)-p-Nitrobenzaldehydoxim 
und 1,1,3,3-Tetramethylguanidin in Dioxan/Wasser nach [21] entfernen. In der 
Verbindung (MeOTr)TdqTdqMd (Bz) wurde dabei teilweise auch die Benzoylgruppe 
abge~palten~). Die Abspaltung der Benzoylgruppe liess sich rnit Natriummethanolat 
in Methanol oder rnit Ammoniak gesattigtem Methanol vervollstandigen ((Me0Tr)- 

Die Abspaltung der Monomethoxytrityl (Me0Tr)-Gruppe von 2 wurde rnit 
Ameisensaure/MeOH 7 : 3 vorgenommen [6]. Das nach Chromatographie rnit 
DEAE-Sephadex A-25 resultierende TdpTdpMd (1) zeigte im UV.-Spektrum ein 
Maximum bei 265 nm, eine Schulter bei 300 nm und ein Minimum bei 233 nm. 
Das Produkt wurde durch praparative Anionenaustausch-HPLC. gereinigt. Hydro- 
lyse der Hauptkomponente mit Schlangengift-Phosphodiesterase lieferte aus- 
schliesslich die envarteten Produkte. 

Die Monomethoxytritylgruppe liess sich unter geeigneten Bedingungen rnit 
dem schon oben erwahnten Reagenz - 2proz. Benzolsulfonsaure in CHC13/MeOH 
[ 191 - ebenfalls abspalten. In Hinsicht auf das Gesamtkonzept [4] wurde jedoch der 
ersten Methode - Ameisensaure in MeOH - der Vorzug gegeben. 

Bei den Abspaltungsreaktionen der Phosphatschutzgruppe und der Mono- 
methoxytritylgruppe wurde jeweils als Nebenprodukt eine Substanz erhalten, die 
einen erhohten e-Verhaltnis-Wert*) aufwies. Diese Erscheinung kann rnit einer 
teilweisen Abspaltung der Pyrimidon-Base erklart werden. 

TdPTdPMd (2)). 

3. Synthese von l-(2'-desoxy-/?-~-ribofuranosyI)-2 (1 H)-pyrimidinon-(3'-5')-2'- 
desoxycytidin (M@Cd, 4). - Die Synthese von MdpCd (4) wurde zunachst nach der 
Diestermethode vorgenommen (ubersicht s. [ 1 11). Das dazu benotigte 3'-O-Acetyl- 
N4-anisoyl-2'-desoxycytidin-5'-phosphat (pa"Cd (Ac)) wurde aus 2'-Desoxycytidin-5'- 
phosphat (pcd) nach [25] [26] hergestellt. Zur Herstellung von (MeOTr)MdpanCd 
wurde ein Mo1.-Aquiv. (MeOTr)Md mit 2 Mo1.-Aquiv. Pyridiniumsalz von 
paned (Ac) mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Pyridin umgesetzt und nach 
6 Tagen hydrolysiert. Nach Entfernung des Dicyclohexylharnstoffs, Hydrolyse des 
Ruckstandes rnit 1 N NaOH in PyrididWasser unter Zugabe von wenig Athanol 
und Neutralisation mit Pyridinium-Dowex-Ionenaustauscher wurde die wasserige 
Phase eingeengt und lyophilisiert. Das Lyophilisat trennte man mittels praparativer 
Dunnschich tchromatographie auf Kieselgel. Die Charakterisierung des Produkts') 
erfolgte durch DC. und UV.-Spektroskopie. 

Fur die Abspaltung der Anisoylgruppe in (MeOTr)MdpanCd envies sich NH3- 
gesattigtes CH30H als am vorteilhaftesten. Zur Reinigung diente die Dunnschicht- 
chromatographie. 

7, Vgl. [24], Fussnote 15. 
*) 

9, 

8-Verhaltnis-Wert=Verhaltnis der e-Werte der Td- und Md-Chromophore bei den Maxima im 
UV.-Spektrum. 
Das Produkt war rnit wenig (MeOTr)MdpanCd(Ac) verunreinigt. 
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MdpCd (4) wurde durch Abspaltung der Monomethoxytritylgruppe in (Me0Tr)- 
M a c d  (3) mit Ameisensaure/CH30H 7 : 3 gewonnen und an DEAE-Sephadex A-25 
gereinigt (Ausbeute 69%). Nach der letzten Reinigung durch Anionenaustausch- 
HPLC. wurde das Dinucleotid rnit Schlangengift-Phosphodiesterase behandelt. Im 
Gemisch der Produkte waren lediglich Md und pcd nachweisbar. 

Obwohl die mit der Diestermethode erhaltenen Resultate befriedigend waren, 
schien es uns interessant, das Verhalten von (MeOTr)Md unter den Bedingungen 
der Triestermethode vergleichend zu untersuchen. Die Triestermethode hat sich in 
den letzten Jahren stark entwickelt und gilt heute als das einfachere und leistungs- 
fahigere Verfahren. 

Zunachst wurde (MeOTr)MdfpanCd nach der Methode von Cashion et al. [15] 
hergestellt. Das dazu benotigte anCd wurde aus Cd und Anisoylchlorid in Pyridin 
[27] [28] in einer Ausbeute von 84% erhalten. Dann wurde eine Losung vonp-Chlor- 
phenylphosphordichloridat in Pyridin rnit N-Methylimidazol, Triathylamin und 
1,2,4-Triazol versetzt und zuerst mit (MeOTr)Md, schliesslich rnit 3 Mo1.-Aquiv. 
anCd umgesetzt. Nach Saulenchromatographie wurde (MeOTr)MdfpanCd in 50% 
Ausbeute erhalten. 

Da bei dieser Synthese anCd in dreifachem oberschuss eingesetzt werden muss 
und kaum zuriickgewonnen werden kann, wurde als andere Variante der Triester- 
methode diejenige von Chattopadhyaya & Reese [21] versucht, die sich bei der Syn- 
these von (MeOTr)TdpTdpMd bewahrt hatte. Die Phosphorylierung von (MeOTr)Md 
erfolgte wie bei (MeOTr)Td(DTd und ergab (MeoTr)Mdp - in einer Ausbeute von 
94%. Als Kondensationsmittel wurde MSNT in dreifachem molarem Uberschuss 
( [ 2  I]: sechsfach) eingesetzt, was die Bildung von Nebenprodukten verringern soll. 
Ausserdem wurde anCd in einem 1, I-fachen oberschuss bezogen auf die Phosphat- 
komponente eingesetzt. Die Kondensationsreaktion war in 35 Min. abgeschlossen. 
Nach der ublichen Aufarbeitung und Saulenchromatographie wurden nur 19% 
reines (MeOTr)MdyanCd erhalten, daneben weiteres Material, das mit a"Cd ver- 
unreinigt war. 

Die beiden nach verschiedenen Triestermethoden synthetisierten Verbindungen 
waren im UV.-Spektrum identisch. Abspaltung der Phosphatschutzgruppen rnit 
(E)-p-Nitrobenzaldehydoxim [2 11 fuhrte zu (MeOTr)MdpanCd, das nach UV.- 
Spektrum identisch war rnit dem nach der Diestermethode hergestellten Produkt. 
Auf dieser Stufe konnte das obenemahnte unreine Material von anCd befreit werden 
mittels Dickschichtchromatographie. 

fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. 
Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung 

Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. Siehe auch [29]. DC.-Systeme: A: 2-Propanol/konz. AmmoniakIWasser I: 1 : 2 (v/v); 
B: AthanoVlM Ammoniumacetat (pH 7,s) 7 :  3; C: 1-PropanoVkonz. AmmoniaWWasser 5 5 :  10:35; 
D: CH2C12/MeOH 92: 8; E: CH2C12/MeOH 85: 15; K: 1-Butanol/Essigsaure/Wasser 5:2:3. Fur die 
Scheiben (Durchmesser: 24 cm) des Chromatorrons (600 UtMin.) wurde Kieselgel 60 GF2~4 ((fur die 
Diinnschichtchromatographiev, und fur die ((short-columns-Chromatographie, die bei allen Tnester- 
versuchen Verwendung fand, Kieselgel 60 (Korngrosse 40-63 pm) benutzt. Die Kieselgele stammen von 
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Merck. Fur die HPLC. diente eine Partisil-10 SAX-Saule (4,6 x 250 mm) von Whatman. HPLC.-Systeme 
[30]: A: 10-l~ TEAA; pH 3,l; 1 ml/Min.; 254-nm-Nachweis. B: 1 0 W 2 ~  TEAA; pH 3,l; 1 mVMin.; 
254-nm-Nachweis. C: 5 .  1 0 - 2 ~  KH2P04; pH 3,3; 1 mVMin.; 280-nm-Nachweis. D: 2 .  1 O P 2 ~  KHzP04; 
pH 3,3; 0,5 mVMin.; 280-nm-Nachweis. 

Pyridin, Acetonitril, Dioxan und Triathylamin wurden 14 Std. uber Calciumhydrid unter Ruckfluss 
gehalten, destilliert und uber Molekularsieb (3 A bzw. 4 A) aufbewahrt. Alle Kondensationen wurden 
unter Ar ausgefuhrt. Beim Trocknen der Substanzen durch mehrmaliges Abdampfen von Pyridin i. HV. 
wurde der Rotationsverdampfer jeweils rnit Ar gefullt. Die Ausbeuten der Reaktionen, die Mono- 
nucleotide betreffen, wurden UV.-spektroskopisch bestimmt, die anderen gravimetrisch. Stimtliche Pro- 
dukte wurden bei - 20" gelagert. Fur die enzymatischen Spaltungen wurden folgende Enzyme einge- 
setzt: Schlangengift-Phosphodiesterase rnit 5'-Nucleotidasen-AktivitLt (E.C.3.1.4. I., Venom Phospho- 
diesterase I, Crotalus atrox, P - L  Biochemical Znc.); alkalische Phosphatase (E. C.3.1.3.1. Escherichia coli, 
Worthington Biochemical Corporation); Phosphodiesterase I aus Schlangengift (Merck). Die Herstellung 
von Md erfolgte nach [12]. Die a -  und b-Anomeren wurden mittels DC. durch Referenzvergleich [6] 
und durch 'H-NMR.-Spektren zugeordnet. 

2. Herstellung von I-(?-Desoxy-a -~-ribofuranosyl)-2(1 H)-pyrimidinon-5'-O-phosphat (pa Md). Bei 
0" wurden 1,3 ml Phosphorsaure-trimethylester, 92 pl (1,0 mmol) Phosphorylchlorid und 6 p1 
(0,33 mmol) Wasser zusammengegeben und 10 Min. gertihrt. Diese Losung wurde zu 86 mg (0,4 mmol) 
aMd gegeben. Nach 140 Min. bei 0" und 15 Std. bei -20" wurde rnit 7,5 ml 0 , 5 ~  NH4HCO3-Losung 
bei 0" neutralisiert. Nach 5 Std. bei 0" wurde die Losung auf eine DEAE-Sephadex A-25 Saule 
( 1 0 0 ~  1 cm, HCOF-Form) gegeben. Die Elution erfolgte mit einem NH4HC03-Gradienten in 2 Stufen 
(1. Elutionsgradient: 3 1 Wasser im Mischgefass, 3 1 0 , l ~  NH4HC03 in Wasser im Vorratsgefass: 
2. Elutionsgradienten: 1 1 0 , 0 7 7 ~  NHdHC03 in Wasser im Mischgefass, 1 1 0 , 3 ~  NH4HC03 in Wasser 
im Vorratsgefass; Fraktionen zu 24 ml). 

Fraktionen Konz. von NH4HC03 Substanz OD30l'O) Ausbeute [%I 
Imol/l] 

1-5 0,0004-0,002 a Md 56 2,5 
132-171 0,053-0,068 Pa Md 1757 80,5 
26 1-267 0,25 -0,27 3',5'-Diphosphat 240 11 

Die Fr. 132-171 wurden vereinigt, abgedampft und lyophilisiert. Im DC. (A, C) war die Substanz 
(Ammoniumsalz) einheitlich. - UV. (Wasser): Max. 301,212. 

Der Abbau des Nucleotides mit alkalischer Phosphatase ergab nach einer Inkubationszeit von 
50 Min. das a-Anomere (a  Md). Mit Phosphodiesterase I (Crotalus atrox) rnit 5'-Nucleotidasenaktivitat 
hingegen fand in der gleichen Zeit fast keine Abspaltung der Phosphatgruppe statt im Gegensatz zum 
8-Anomeren pMd, wo die Spaltung zum Nucleosid Md unter gleichen Bedingungen vollstandig war. 

3. Herstellung von (MeOTr)T&T&Md. - 3.1. (MeOTr)T&Td Ein Gemisch von 0,508 ml (6,4 mmol) 
N-Methylimidazol, 0,222 ml (1,6 mmol) Triathylamin und 112 mg (1,6 mmol) 1,2,4-Triazol wurde 
15 Min. geriihrt. Diese Losung wurde zu 0,086 ml (0,52 mmol) p-Chlorphenylphosphordichloridat in 
1,4 ml Pyridin gegeben. Nach 20 Min. wurden zu der entstandenen Suspension 206 mg (0,4 mmol) 
(Me0Tr)Td in 0,6 ml Pyridin gegeben. (Me0Tr)Td war durch mehrmaliges Abdampfen mit Pyridin 
getrocknet worden. Nach weiteren 20 Min. wurden 290 mg (1,2 mmol) Thymidin (Td) und 1,4 ml 
Pyridin zugegeben. Das Kondensationsgemisch wurde nach 3 Std. mit 1,s ml Wasser hydrolisiert. Es 
wurde sofort i.V. unter mehrmaliger Pyridinzugabe eingeengt. Der Ruckstand wurde rnit 50 ml 
2,5proz. NH4HCO3-Losung und 50 ml CH2C12/2-Propanol (9: 1) extrahiert. Die org. Phase wurde 
nochmals rnit 50 ml 2,5proz. NH4HC03-Losung extrahiert, die wassr. Phase mit CH2C12/2-Propanol(9: 1) 
(4x 50 ml). Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen rnit Na2S04 wurde i.V. eingedampft und das 
restliche Pyridin durch Abdampfen mit Toluol entfernt. Der Riickstand wurde auf einer Kieselgel- 
Saule (60 g) durch Elution rnit CH2C12 und steigendem Gehalt an MeOH getrennt. Bei einem MeOH- 

lo) 1 OD-Einheit ist die Menge Substanz, die in 1 ml Losung in einer I-cm-Zelle eine Absorption von 
1,0 ergibt. 
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Anteil von 3,5-4% wurde ein trityl- und zuckerhaltiges Nebenprodukt (Ausbeute 12%) und bei 5 - 5 3 %  
MeOH-Gehalt (Me0Tr)TdpTd (Ausbeute von 80%) isoliert. Letzteres war im DC. (D, E) einheitlich 
und f%rbte sich nach Bespriihen rnit 10proz. HC104-Losung und Erhitzen zuerst gelb danach schwarz. - 
UV. (CH2C12/MeOH 95:s): Max. 263; Min. 244; 236 S. ~ ~ ~ ~ / e ~ ~ ~ =  1,36. Das UV.-Spektrum des Neben- 
produktes war identisch mit dem von (Me0Tr)TdpTd. 

3.2. (Me0Tr)TdyTdVMd. Die Herstellung erfolgte analog derjenigen von (Me0Tr)TdpTd. (Me0Tr)- 
TdpTdyMd wurde von der Kieselgel-Saule bei einem MeOH-Gehalt von 9- 10% eluiert; Ausbeute 26%. im 
DC. (D, E) einheitlich. - UV. (CH2CI2/MeOH 92: 8): Max. 307, 264; Min. 244; 236 S. e264/e307=4,29. 

4. Herstellung yon (MeOTr)T@Td(oMd(Bz) mit l-(4-Nitrobenzolsu~onyl)-lH-I, 2,I-triazol (p-NBST) 
als Kondensationsmittel. - 4.1. (Me0Tr)MdBz).  Ein Gemisch von 140 mg (0,28 mmol) (Me0Tr)Md und 
12 mg (0,l mmol) 4-(Dimethylamino)pyridin wurde 3mal mit 1,5 ml Pyridin versetzt und i.HV. 
abgedampft. Das zuruckbleibende 0 1  wurde in 3 ml Pyridin gelost und dam wurden 100 mg (0,44 mmol) 
Benzoesaureanhydrid gegeben. Nach 3 Std. wurde fast alles Pyridin abgedampft, der Ruckstand in 
20 ml CHzCl2 gelost und 2mal mit 25 nil Sproz. NaHC03-Losung und 20 ml Wasser extrahiert. Die 
wassr. Phasen wurden 3mal mit 20 ml CH2Cl2 ausgeschuttelt. Die vereinigten org. Phasen wurden mit 
MgS04 getrocknet und i.V. eingedampft. Der Ruckstand, in CH2C12 gelost, wurde an Kieselgel mittels 
Chromatotron rnit CH2C12 und steigenden Mengen MeOH getrennt. Bei einem MeOH-Gehalt von 2% 
wurde (MeOTr)Md(Bz) erhalten, Ausbeute 88%; im DC. (D, E) einheitlich, nach Bespriihen mit 10proz. 
HCIO4-Losung und Erhitzen Gelb- und danach Schwarzfarbung. - UV. (CH2C12/MeOH 98: 2): 
Max. 310,281; Min. 288, 260. &310/e281 = 1,24. 

4.2. Md(BZ). Bei 0" wurden 90 mg (0,15 mmol) (MeOTr)Md(Bz) mit 3,5 ml einer 2proz. Benzol- 
sulfonsaure-Losung in CHC13/MeOH (7 : 3) versetzt. Nach 40 Min. wurde die Reaktion durch Zugabe 
von wenig Pyridin abgebrochen. Es wurde mit 20 ml CHC13 und 20 ml5prOz. NaHCO3-Losung extrahiert. 
Die org. Phase wurde nochmals rnit 20 ml 5proz. NaHC03-Losung und rnit 20 ml Wasser geschuttelt. Die 
wassr. Phasen wurden rnit CHC13 (4x  20 ml) extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen mit 
Na2S04 und Abdampfen wurde der Ruckstand mittels Chromatotron an Kieselgel mit CH2C12 und 
steigenden Mengen MeOH getrennt. Bei einem MeOH-Gehalt von 8% wurde Md(Bz) erhalten, 
Ausbeute 89,5%, Smp. 177-180", im DC. (D, E) einheitlich, nach Bespruhen mit 10proz. HC104-Losung 
und Erhitzen Schwarzfarbung. - IR. (KBr): u.a. 3420 (OH); 1720 (C=O, Ester); 1660 (C=O, Pyrimi- 
dinon-Ring). 

4.3. (MeOTr)Tdy,T@(CNEt). Dreimal wurden 280 mg (0,30 mmol) (Me0Tr)TdpTd mit 1,5-2 ml 
Pyridin versetzt und i.HV. abgedampft. Der olige Ruckstand wurde in 3 ml Pyridin gelost und 64 pl 
(0,39 mmol) p-Chlorphenylphosphordichloridat wurden dazu gegeben. Zu dieser Losung wurden nach 
30 Min. 0,268 ml (3,9 mmol) Cyanoathanol gegeben. Nach 6 Std. wurde i.HV. eingeengt, der Ruckstand, 
in wenig Pyridin gelost, wurde in 30 ml CH2C12 aufgenommen und mit Sproz. NaHCO3-Losung 
(2x 30 ml) extrahiert. Die wassr. Phasen wurden rnit CHzCl2 (6x30 ml) zuruckextrahiert. Die 
vereinigten Phasen wurden uber Na2S04 getrocknet und i.V. abgedampft. Der Ruckstand wurde 
mittels Chromatotron an Kieselgel rnit CH2C12 und steigenden Mengen MeOH getrennt. Bei 4-6% 
MeOH-Gehalt resultierten 57% (Me0Tr)TdpTdp (CNEt) als farbloser Schaum, im DC. (D, E) ein- 
heitlich. - UV. (CH2C12/MeOH 94:6): Max. 263; Min. 244; 236 S.  e263/e244= 1,32. 

4.4. (MeOTr)Tda,T@Md(Bz). Durch mehrmaliges Abdampfen mit Pyridin i.V. wurden 198 mg 
(0,168 mmol) (Me0Tr)TdpTdp (CNEt) getrocknet. Der Ruckstand wurde in 3,5 ml Pyridin aufge- 
nommen und dazu wurden 1,17 ml (8,44 mmol) Triathylamin gegeben. Die Losung wurde 14 Std. bei 
20" stehengelassen, danach LHV. eingeengt und 2mal mit 1 ml Pyridin versetzt und abgedampft. Es 
resultierte ein gelber Schaum, zu dem 45 mg (0,142 mmol) Md(Bz), in wenig Pyridin gelost, gegeben 
wurden. Das Gemisch wurde 3mal rnit Pyridin versetzt und i.HV. abgedampft. Der Ruckstand wurde 
in 3 ml Pyridin gelost und dazu wurden 110 mg (0,43 mmol) I-(4-Nitrobenzolsulfonyl)-1H-1,2,4-triazol 
@-NBST) gegeben. Nach 48 Std. wurde die Reaktionslosung bei 0" rnit 1 ml Wasser von 0" 35 Min. 
hydrolysiert. Nach Abdampfen wurde der Ruckstand in 50 ml CH2Cl2 gelost und mit 5prOZ. NaHC03-Lo- 
sung (2 x 50 ml) und 25 ml Wasser extrahiert. Die wassr. Phasen wurden mit CH2Cl2 (3 x 40 ml) geschtittelt. 
Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen rnit Na2S04 und Eindampfen i.V. wurde der Ruckstand 
auf Kieselgel mittels Chromatotron mit CH2C12 und steigenden Mengen MeOH getrennt. (Me0Tr)- 
TdpTdpMd(B2) wurde bei einem MeOH-Gehalt von 6% eluiert; Ausbeute 74,5%, im DC. (D, E) ein- 
heitlich. - UV. (CH2C12IMeOH 94: 6): Max. 308,263; Min. 248; 236 S .  e263/c308= 3,79. 

5 .  Herstellung yon (MeOTr)T@T&Md mit I-(Mesitylen-2-su~onyl)3-nitro-I, 2,I-triazol ( M S N T )  a h  
Kondensationsmittel. - 5.1. (MeOTr)TdylTdy,-. Zu einer Losung von 0,102 ml(O,62 mmo1)p-Chlorphenyl- 
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phosphordichloridat in 0,62 ml Acetonitril wurden 112 mg (1,62 mmol) 1,2,4-Triazol, 0,62 ml Acetonitril 
und 0,173 ml (1,24 mmol) Triathylamin gegeben. Die Suspension wurde 20 Min. geriihrt und danach 
mit 192 mg (0,20 mmol) (Me0Tr)TdpTd in 1,2 ml Pyridin versetzt. Nach 40 Min. wurde mit einem 
Gemisch aus 0.05 ml Wasser, 0,173 ml Triathylamin und 0,5 ml Pyridin hydrolisiert. Nach 20 Min. 
wurde die Losung zu 20 ml ges. NaHC03-Losung gegeben und mit CHC13 (6x  20 ml) extrahiert. Die 
vereinigten org. Phasen wurden mit ges. NaHC03-Losung (4x  25 ml) ausgeschuttelt, mit MgS04 
getrocknet und i.V. eingedampft. Fallen des Ruckstandes in wenig CHC13 mit 120 ml Petrolather 
(30-400) ergab (MeOTr)TdpTdy,- ah  schwach gelbliches Pulver, Ausbeute 900/0. 

5.2. (MeOTr)T@T@Md. Dreimal wurden 100 mg (0,08 mmol) (MeOTr)TdpT&- und 16 mg 
(0,075 mmol) Md rnit ca. 0,8 ml Pyridin versetzt und i.HV. abgedampft. Der Ruckstand wurde in 
1,2 ml Pyridin gelost und 61 mg (0,20 mmol) l-(Mesitylen-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazol (MSNT) 
wurden dazugegeben. Nach 35 Min. wurde tropfenweise mit 0,15 ml ges. NaHCO3-Losung hydrolysiert. 
Nach 15 Min. wurde die Losung zu 15 ml ges. NaHCO3-Losung gegeben und rnit CHC13 (lox 15 ml) 
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden mit MgS04 getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand 
wurde an einer Kieselgel-Saule mit CHzCl2 und steigenden Mengen MeOH getrennt. Bei einem MeOH- 
Gehalt von 5-6% wurden trityl- und zuckerhaltige Nebenprodukte und bei 8- 10% MeOH-Gehalt 
(MeOTr)TdqTdpMd isoliert. Die Ausbeute an DC. (D, E)-reinem Produkt betrug 57%. - UV. (CH2C12/ 
MeOH 92:8): Max. 310, 265; Min. 246; 236 S. c26s/c310= 3.9. 

5.3. (MeOTr)T@T@Md(Bz) wurde analog 5.1 und 5.2 hergestellt und bei einem MeOH-Gehalt 
von 5% eluiert; Ausbeute 60%. - UV. (CHzC12/MeOH 92:8): Max. 310, 265; Min. 249; 240 S.  E ~ ~ ~ /  

6 .  Abspaltung der Schutzgruppen. - 6.1. (MeOTr)T&T&Md (1). Zu einer Losung von 28 mg 
(0,021 mmol) (Me0Tr)TdpTdpMd in 0,43 ml Dioxan wurden 71 mg (0,427 mmol) (a-p-Nitrobenzal- 
dehydoxim, 53 pl (0,427 mmol) 1,1,3,3-Tetramethylguanidin und 0,43 ml Wasser gegeben. Nach 20 Std. 
wurde die braunrote Losung mit Pyridinium-Dowex Ionenaustauscher neutralisiert, letzterer iiber eine 
Saule abfiltriert und mit 50 ml 50proz. Pyridin in Wasser und 70 ml 50proz. Athanol in Wasser 
gewaschen. Nach Einengen des Filtrats unter mehrmaliger Pyridinzugabe wurde der Ruckstand mit je 
15 nil Wasser und Ather extrahiert. Die wassr. Phase wurde noch mit Ather (2x  15 ml) ausgeschiittelt 
(die atherischen Phasen mit Wasser (4x 15 ml)). Die vereinigten wassr. Phasen wurden unter mehr- 
maliger Pyridinzugabe eingedampft und lyophilisiert. Das Produkt war gemass DC. (A, B, C, K) noch 
schwach verunreinigt mit einer unpolaren, nur UV.-aktiven Substanz. Das Lyophilisat wurde an einer 
DEAE-Sephadex A-25 Saule ( 1 0 0 ~  1 cm, HCOF-Form) rnit einem linearen NH4HC03-Gradienten in 
wassr. Alkohol gereinigt (Elutionsgradient: 2,5 1 30% Athanol im Mischgefass, 2,5 1 0 , 2 5 ~  NH4HC03 
in 30proz. Athanol; Fraktionen zu 18.5 ml). 

&3'0= 3,9. 

Fraktionen Konz. von NH4HC03 Substanz 0 0 3 0 0  

I 91-110 0,08-0,lO (MeOTr)TdpTdPMd (1) 48,l 
I1 111-120 0,10-0,11 (MeOTr)TdPTdPMd (1) 14,l 

+ (MeOTr)TdpTdpRibda) 

a) Ribd= 2-Desoxyribose 

Nach Abdampfen der Fr. I und I1 unter Pyridinzusatz wurde der jeweilige Ruckstand lyophilisiert. 
Die Ausbeute von 1 aus Fr. I betrug 67%. - UV. (Wasser, von I und 11): Max. 268; Min. 245; 300 S ;  
Fr. I: E ' ~ ~ / E ~ O O = ~ , ~ O ,  E ~ ~ ~ / E ~ ~ ~ =  1,63; Fr. 11: E ~ ~ ~ / E ~ ~ =  4,93, e268/~245= 1,88. 

6.2. (MeOTr)T&TdpaMd Die Losung von 26 mg (0,020 mmol) (MeOTr)Td(nTdq@Md in 1,6 ml 
(0,16 mmol) 0,1 N Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)-Reagenz (0,l N TBAF in Tetrahydrofuran1 
Pyridin/Wasser 8:  1: 1) wurde nach 3,25 Std. unter mehrmaliger Pyridinzugabe eingedampft und der 
Ruckstand an einer DEAE-Sephadex A-25 Saule ( 1 0 0 ~  1 em, HCOT-Form) getrennt. Die Elution 
erfolgte in 2 Stufen rnit einem NHdHC03-Gradienten (1. Elutionsgradient: 1,5 1 Wasser im Mischgefass, 
1,5 1 0 , 1 5 ~  NH4HC03 in Wasser im Vorratsgefass; 2. Elutionsgradient: 2,5 1 30proz. Athanol im 
Mischgefass, 2,5 1 0 , 2 5 ~  NH4HC03 in 30proz. Athanol im Vorratsgefass; Fraktionen zu ca. 20 ml). 

Fraktionen Konz. von NH4HC03 Substanz 
Imol/ll 

0 0 3 0 0  

~~ ~ 

- 
201-234 (C~HSOH) 0,09-0,12 (Me0Tr)TdpTdpa Md 76 
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Die Fraktionen wurden eingedampft und lyophilisiert. Die Substanz war im DC. (A, B, C) einheitlich. - 
UV. (Wasser/Athanol 1: I): 300 S; Max. 266; Min. 244. E ~ ~ ~ / E ~ ~ =  3,34, E ~ ~ ~ / E ~ ~ =  1,55. 

6.3. TdpTdpMd. Bei 0" wurden 12 mg (0,Ol mmol, Ammoniumsalz) (Me0Tr)TdpTdpMd mit 1 ml 
Ameisensaure/MeOH 7: 3 von 0" versetzt; die gelbe Losung wurde nach 4 Min. bei 0" i.HV. abgedampft. 
Der Riickstand wurde nacheinander rnit Ahanol, 50proz. wassr. Athanol (2mal) und Wasser (2mal) 
versetzt und jeweils i.HV. abgedampft. Danach wurde rnit 15 ml Wasser und 8 ml Ather/Petrolather 4: I 
extrahiert. Die Wasserphase wurde noch rnit 8 ml Ather/Petrolather ausgeschuttelt; die organischen 
Phasen wurden mit Wasser (2x  10 ml) ausgeschiittelt. Die vereinigten wassr. Phasen wurden unter 
mehrmaliger Pyridinzugabe eingeengt und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde an einer DEAE- 
Sephadex A-2.5 Saule (40x 1 cm, HCOT-Form) rnit einem linearen wassr. NHdHC03-Gradienten 
gereinigt (Elutionsgradient: 2 I Wasser im Mischgefass, 2 10,2M NH4HCO3 in Wasser im Vorratsgefass; 
Fraktionen zu 25 ml). 

P m N 

vt 
5 0 

5 

Fraktionen Konz. von NH4HC03 Substanz 
Imol/ll 

n 

A 
TdPTdPMd 

B 

0 0 3 0 1  

J 

~~ 

I 45-52 
I1 53-56 

0,057-0,066 
0,067-0,071 

38 
2 

a) Ribd = 2-Desoxyribose 

Die Fr. I und I1 wurden unter mehrmaliger Pyridinzugabe abgedampft und lyophilisiert. Die Ausbeute 
von 2 aus I betrug 70%. - UV. (Wasser, von I und 11): 300 S ;  Max. 265; Min. 233; Fr. I: e265/e300= 3 , >  4. 
Fr. 11: ~ ~ ~ ~ / e ~ ~ =  4,4. 

Nach der HPLC.-Analyse waren in Fr. I noch Verunreinigungen enthalten, die durch Sephadex 
nicht abtrennbar waren (Fig. 1) .  Die beiden Hauptspitzen wurden lyophilisiert. A: E ~ ~ ~ / E ~ ~ ~ =  3 1 1  24. 
B: E * ~ ~ / E ~ O O =  3,45. Fraktion A wurde spiiter fur den enzymatischen Abbau verwendet. 

7. Herstellung von M&d (4). - 7.1. fkfeOTr)Mdpn"Cd. Im HV. wurden 48,4 mg (0,1 mmol) 
(Me0Tr)Md und 112 mg (0,2 mmol, Pyridiniumsalz) panCd(Ac) 3mal mit 2,5 ml Pyridin getrocknet. 
Zum Riickstand wurden 5 ml Pyridin und 413 mg (2 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) gegeben. 
Nach 6 Tagen wurden zu der braunlichen Suspension 2 ml F'yridin und bei 0" tropfenweise 9 ml Wasser 
gegeben. Nach 17 Std. Ruhren bei 20" wurde der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff iiber Watte 
abfiltriert und der Riickstand rnit 70 ml PyridinlWasser 1 : 1 gewaschen. Das Filtrat wurde i.V. eingeengt, 
mit 100 ml 20proz. Fyridin in Wasser versetzt und mit 100 ml Ather/Pentan 4: 1 extrahiert. Die wassr. 
Phase wurde i.V. unter mehrmaliger Pyridinzugabe eingeengt. Zuletzt war die Substanz in wenig 
Pyridin gelost. Zu dieser Losung wurden 20 ml 50proz. Pyridin in Wasser gegeben. Das Gemisch 
wurde auf 0" gekiihlt und dazu wurden 20 ml auf 0" vorgekiihlte 2~ wassr. NaOH und 3 ml Athanol 
gegeben. Nach 20 Min. bei 0" wurde die Losung rnit 60 ml kaltem Pyridinium-Dowex Ionenaustauscher 
neutralisiert. Nach Abfiltrieren des Ionenaustauschers iiber eine Saule, wurde noch rnit 250 ml 50proz. 
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wassr. Pyridin eluiert. Nach Einengen i.V. wurde lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in MeOH/Pyridin 
4: 1 gelost und mittels prap. DC. (20X 20 cm, Kieselgel, MeOH/CHC13 1: 1) getrennt. (Banden waren 
wegen der Anwesenheit von Pyridin nur schlecht sichtbar.) Die das Produkt enthaltende Zone wurde mit 
150 ml Atha in 4: 1 eluiert. Das Filtrat wurde unter Pyridinzugabe eingeengt und unter Zusatz 
von Wasser ert. Im DC. (A, B, C, K) war unmittelbar oberhalb des Produktes noch wenig 
acetyliertes Produkt (MeOTr)MdpanCd(Ac) zu sehen, wie aus dem folgenden Abspaltungsversuch zu 
entnehmen war. Die Ausbeute betrug ca. 80% (inkl. acetyliertem Produkt). - UV. (MeOH): 302 S; 
Max. 277; Min. 245; &277/E302= 1,24, e277/~245= 1,81. 

7.2. (MeOTr)M&Cd (3) .  Es wurden 20 mg (MeOTr)MdpanCd(Pyridiniumsalz), das mit wenig 
(MeOTr)MdpanCd(Ac) verunreinigt war (s. 7.4, in 3 ml mit NH3 ges. MeOH gelost. Nach 16 Std. war 
im DC. (A, C, K) nur noch ein trityl- und zuckerhaltiger Fleck neben einem unpolaren, nur UV.-aktiven 
Fleck zu sehen. Die Losung wurde i.V. eingedampft, rnit MeOH versetzt und abgedampft. Der Ruck- 
stand wurde mittels prap. DC. ( lox  20 cm, Kieselgel, CHC13/MeOH 1: 1) getrennt. Die das Produkt 
enthaltende Zone wurde rnit 100 ml AthanoVPyridin 4: 1 extrahiert, das Filtrat unter Pyridinzugabe 
eingedampft, der Rest mit Wasser versetzt und lyophilisiert; Ausbeute 87%, im DC. (A, B, C, K) ein- 
heitlich. - UV. (MeOH/Wasser 1: 1): Max. 274; Min. 255; 235 S, 302. ~ ~ ~ ~ / e ~ ~ ~ = 2 , 0 ,  c274/&255= 1,28. 

7.3. M@Cd (4). Die Abspaltung der Monomethoxytritylgruppe in 3 erfolgte analog 6.3 (Elutions- 
gradient: 2 1 Wasser imMischgefass, 2 1 0 , 0 3 ~  NH4HC03 in Wasser im Vorratsgefass; Fraktionen: 
24,9 ml). In den Fr. 40-50 bei einem Gradienten von 0,007-0,009~ NH4HC03 wurde 4 eluiert. Die 
Fr. 40-50 wurden i.V. eingedampft; durch Zugabe von WasserIMeOH wurde NH4HCO3 entfernt und 
der Rest der Losung wurde lyophilisiert. Die Substanz war im DC. (A, B, C,  K) einheitlich, Ausbeute 
69%. - UV. (Wasser, Ammoniumsalz): 301 S; Max. 272; Min. 247; e272/e301=2,2, ~ ~ ~ ~ / e ~ ~ ~ =  1 9 .  6 

Nach der HPLC.-Analyse (System B) war dieses Material relativ rein (Fig. 2). Das nach Lyophili- 
sieren der Hauptspitze erhaltene Material ergab ~ ~ ~ ~ / e ~ ~ '  = 1,85. Es wurde spater fur den enzymatischen 
Abbau verwendet. 

8. Herstellung von (MeOTr)MflanC& - 8.1. Synthese analog der von (Me0Tr)TflTd (s. 3.1.). Bei 
einem MeOH-Anteil von 5-6% wurde (MeOTr)Mdpa"Cd in einer Ausbeute von 50% eluiert. Bei einem 
MeOH-Anteil von 6% wurde rnit den beiden letzten Produkt enthaltenden Fraktionen anCd miteluiert. 
(MeOTr)Mdpa"Cd war im DC. (D, E) einheitlich. - UV. (CH2C12/MeOH 94:6): 300s; Max. 288; 
Min. 247; & 2 8 8 / ~ 2 4 7 =  2,o. 

Die bei einem MeOH-Antel von 4% eluierten Nebenprodukte (19% der theor. Ausbeute) waren 
trityl- und zuckerhaltig. - UV. gleiches Aussehen wie das von (MeOTr)bfdpa"Cd; E ~ ~ ~ / E ~ ~ ~ =  1.84. 

8.2. Mil 1-(Mesitylen-2-su(fonyl)-3-niiro-l, 2,I-friuzol (MSNT) uls Kondensuiionsrnittel. Die Synthese 
von (MeOTr)Mdp- erfolgte analog der Herstellung von (Me0Tr)TdpTdp- (s. 5.1). Dann wurden 
60 mg (0,077 mmol, Triathylammoniumsalz) (MeOTr)Mdp- und 31 mg (0,085 mmol) anCd zusammen- 
gegeben, 4mal rnit Pyridin versetzt und i.HV. abgedampft. Der olige Ruckstand wurde in 1,5 ml 

I . .  . . . . .  Fig. 2. HPLC. Yon Mdpcd (4) (System B) 
2 4 6 6 10 12 14min 
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Pyridin aufgenommen und die enstandene klare, farblose Lbsung rnit 63 mg (0,212 mmol) MSNT 
versetzt. Nach 35 Min. wurde rnit 0,13 ml ges. NaHCO3-Losung hydrolysiert und noch 15 Min. weiter- 
geruhrt. Nachdem die Losung rnit 10 ml ges. NaHCO3-Losung versetzt worden war, wurde die enstandene 
Suspension rnit CHC13 ( lox  10 ml) extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen mit MgS04, 
Eindampfen und Entfernen des restlichen Pyridins durch Abdampfen rnit Toluol, wurde der Ruckstand 
auf einer Kieselgel-Saule mit CH2C12 und steigenden Mengen MeOH chromatographiert. Bei einem 
MeOH-Anteil von 6% wurden 2 DC.-reine Fraktionen eluiert, 19% (Me0Tr)Mdp""Cd. Die restlichen 
Produkt enthaltenden Fr. waren mit anCd verunreinigt. - UV. (CH2C12/MeOH 92: 8): 300 S; Max. 288; 
Min. 247; e288/~247= 1,98. 

8.3. (MeOTr)MdpanCd Die Abspaltung der Phosphatschutzgruppe in (MeOTr)Mdpa"Cd erfolgte 
mit (a-p-Nitrobenzaldehydoxim (s. 6.1). Die Trennung erfolgte mittels prap. DC. ( 2 0 ~  20 cm, Kieselgel, 
CHCI3/MeOH 3:2). Das Produkt war im DC. (A, B, C, K) einheitlich. - UV. (MeOH): 302 S; 
Max. 278; Min. 246. 

9. Enzymatische Spaltungen. - 9.1. Spaltungen von pPMd. - 9.1.1. Mit alkalischer Phosphatase. Aus 
1,2 mg lyophilisiertem pPMd und 200 p1 H20 wurde eine Losung hergestellt. Davon wurden 30 pl rnit 
25 pl Puffer (Pufferlosung: 4 ml 0 , 0 5 ~  MgC12+8 ml 0 . 5 ~  NH4HC03 (pH 9,2)+88 ml H20) und 
25 pl Enzymlosung 35 Min. bei 37" inkubiert. Von dieser Losung wurden 6 pl auf eine DC.-Platte 
aufgetragen und die Abspaltung des Phophats im System A uberpriift. 

9.1.2. Mit Phosphodiesterase I mit .S-Nucleotidasenaktivitat. Bei 37" wurden 20 pl Substratlosung, 
30 p1 H20 und 10 pI Enzymlosung 35 Min. inkubiert. Von dieser Losung wurden 4 pl auf DC.-Platten 
aufgetragen und die Abspaltung in den Systemen A und C uberpriift. 

9.2. Spaltungen yon p a  Md mil alkalischer Phosphatase und Phosphodiesterase I mit 5'-Nucleotidasen- 
aktivitat. Diese Spaltungen wurden analog zu 9.1.1 und 9.1.2 vorgenommen, jedoch mit einer Inkuba- 
tionszeit von 50 Min. Wahrend die alkalische Phosphatase das Nucleotid vollstandig zum Nucleosid 
abbaute, war mit Phosphodiesterase I (C. atrox) kaum ein Abspaltungsprodukt zu sehen. 

9.3. Spaltung von TnpTdpMd (2). Es wurden 5 mg Phosphodiesterase I in I ml 0 , 3 3 ~  Tris-Puffer 
von pH 9,3 gelost. Zu 50 pI dieser Losung wurden 1,2 OD Nucleotid in 15 p1 Wasser gegeben. Nach 
30 Min. stehengelassen bei 37" wurde das resultierende Gemisch direkt einer HPLC.-Analyse unter- 
worfen. Im System A war kein Oligonucleotid nachweisbar. Im System C waren lediglich die er- 
wiinschten Monomeren vorhanden (Fig. 3). 

9.4. Spaltung von MdpCd (4). Das gleiche Verfahren wurde verwendet. Die HPLC.-Analyse mit 
System D zeigte ausschliesslich die erwiinschten Produkte (Fig. 4). 

rd 

' 2 4 6 8 10 12 14min 

Fig. 3. Trennung der Spaltprodukte yon 
TdpTdPMd (2) (System C )  

2 4 6 8 10 12 14 16min 

Fig. 4. Trennung der Spaltprodukte von 
MdPcd (4) (System D) 
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10. Rf- Werte im DC. 

Substanz Losungsmittelsystem 
A B C D E K 

Md (Bz) 0.26 0,59 
(MeOTr)Md(Bz) 0,53 0,82 
(MeOTr)Tdq?Td 0,3 1 0,58 
(MeOTr)TdCTdlMd 0,18 0,49 
(MeOTr)TdrpTdCMd(Bz) 0,35 0,63 
(MeOTr)MdpanCd 0,3 1 0,55 
(MeOTr)Mdpa"Cd 0,67 0,81 0,61 0,52 
(Me0Tr)MdpCd 0,58 0,74 0,60 0,46 
MdPCd 0,54 0,54 0,53 0,17 
(MeOTrlTdPTdPMd 0,52 0,78 0,58 0,43 
TdPTdPMd 0,48 0,58 0,17 
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