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Nucleotides, XVIII. Synthesis and Properties of (rerr-Butyldimethylsilyl)guanosines, 
Guanosine-3’-Phosphotriesters and Guanosine-containing Oligonucleotides 

SUmm ary 
Silylation of N2-benzoyl- (1) and N2-isobutyrylguanosin (2) by tert-butyl- 

dimethylsilyl chloride led to the various mono-, di- and tri-0-tert-butyldimethylsilyl 
derivatives 3-15. The synthesis of 2’- (24-31) and 3’-phosphotriesters (16-23 and 
32) could be achieved by phosphorylations of partially protected guanosines. The 
guanosine-3’-phosphodiester 33 and the 5’-OH-guanosine-3’-phosphotriester 34 are 
used in condensation reactions as 5’- and 3’-terminal components, respectively, to 
form dinucleoside mono- (39 and 40) and diphosphates (41-48) in relatively good 
yields. The various products were characterized by elemental analyses, IH-, I3C-, 
and 31P-NMR spectra as well as UV and CD spectra. 

1. Einleitung. - Oligonucleotid-Synthesen mit Guanosin-Bausteinen wurden 
aufgrund experimenteller Schwierigkeiten bislang meist nur untergeordnet behan- 
delt und sind unseres Wissens noch nicht systematisch untersucht worden. Die 
Probleme liegen dabei einmal in der bekannten relativen Schwerloslichkeit des 
Guanosins und seiner Derivate begrundet und treten zum andern auch durch eine 
erhohte Imidazol-Reaktivitat in Form einer Spaltung dieses Heteroringes und 
Bildung von fluoreszierenden Nebenprodukten in unerwiinschtem Masse zutage. 

2. Synthesen. - Wir begannen mit Phosphorylierungen der partiell tert-Butyl- 
dimethylsilyl-geschitzten N2-Acylguanosine 4, 5, 11 und 12, die analog den Be- 
funden beim N4-Benzoyl-cytidin [4] oder nach den Angaben von Ogilvie [5- l l ]  
durch Silylierungen des N2-Benzoyl- (1) und N2-Isobutyrylguanosins (2) mit tert- 
Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCl)/Imidazol (IM) in DMF synthetisiert wurden. 
Bei Anwendung eines Verhaltnisses TBDMSCUIM wie 1 : 2 im 4fach aquivalenten 
Uberschuss zum N2-Acylguanosin 1 und 2 fuhrt die Umsetzung bei tiefen Temp. 
(2-3 “C) iibenviegend zu einer Monosubstitution in 5’-Stellung und ergibt das 

~~ 

I )  Tea XVII: [I].  
2, Aus den Dissertationen yon D. F. 121 und W. S. [3]. 
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N2-Benzoyl-5’-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (3) in 73proz. bzw. das ent- 
sprechende N2-Isobutyryl-Derivat 10 in 6lproz. Ausbeute. Der gleiche Reaktions- 
ansatz fiihrt bei 2530°C jeweils zu einem Gemisch bestehend aus drei Verbin- 
dungen, von denen als Hauptprodukte die beiden Isomeren N2-Acyl-2’, 5’- (4 und 
11) und N2-Acyl-3’, 5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosine (5 und 12) neben 
wenig der entsprechenden 2‘, 3‘, 5’-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)-Derivate (6 und 
13) identifiziert wurden. Ihre Trennung und Isolierung gelingt durch kombinierte 
fraktionierende Kristallisation und Schichtchromatographie: 4 (37%) und 5 (35%) 
bzw. 11 (29%) und 12 (19%). Durch 8fachen Uberschuss an Silylierungsmittel und 
verlangerte Reaktionszeit kommt es zu einer vollstandigen Substitution im Zucker- 
teil der Nucleoside unter Bildung des N2-Benzoyl- (6) mit 95- und des N2-Isobutyryl- 
2’, 3’, 5’-tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosins (13) mit 55proz. Ausbeute. 
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Eine interessante Variante ist die selektive Abspaltung des 5‘-O-(tert-Butyl- 
dimethylsily1)-Restes, was in AcOH/H,O (8 : 1) bei 50 “C recht gut gelingt. Dies 
fuhrt aus 4 und 5 zu N2-Benzoy1-2‘-0- (7) bzw. N2-Benzoyl-3’-O-(tert-butyldimethyl- 
sily1)guanosin (8) sowie aus 6 und 13 zu N2-Benzoyl-2‘,3’-bis-O- (9) bzw. N2-Iso- 
butyryl-2’, 3’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (14). Dariiber hinaus haben 
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Tabelle 2. UV- und ‘H-NMR-Spektren 

Verbin- UV-Absorptionswerte (MeOH) Substituenta) an 
lee 2‘-0 3’-0 5‘-0 dung ;-,,,,,, [nml 

1 236 258 264 294 
3 236 251 264 293 
4 234 251 264 293 

5 236 258 264 294 
6 234 251 264 293 

I 236 251 264 294 
8 236 257 264 298 
9 234 251 263 293 
2 255 259 280 

10 255 259 280 
11 255 259 211 

12 255 259 211 
13 255 258 211 

14 256 260 219 

lSd) 254 [212] 

- 
4,21 4,16 4,16 4,17 
4,19 4,15 4,15 4,14 
4,24 4,19 4,19 4,19 

4,24 4,19 4,19 4,19 
4,23 4,19 4,19 4,19 

4,18 4,13 4,13 4.13 
4,18 4,13 4,13 4,13 
4,24 4,19 4,19 4,19 

4,23 4,23 4,lO 
4,22 4,22 4,08 
4,21 4,21 4,08 

4,22 4,22 4,08 
4,23 4,23 4,lO 

4,21 4,21 4,08 

4,19 3,949 

H 
H 
TBDMS 

H 
TBDMS 

TBDMS 
H 
TBDMS 
H 
H 
TBDMS 

H 
TBDM S 

TBDMS 

TBDMS 

H H 
H TBDMS 
H TBDMS 

TBDMS TBDMS 
TBDMS TBDMS 

H H 
TBDMS H 
TBDMS H 
H H 
H TBDMS 
H TBDMS 

TBDMS TBDMS 
TBDMS TBDMS 

TBDMS H 

TBDMS TBDMS 

”) TBDMS= tert-Butyldimethylsilyl. b, d= Dublett, br. d=  breites Dublett, p t =  Pseudotriplett. “) Anzahl der 
Protonen in Klammern. d, Deacyliert an N2-Atom. e ,  Schulter. 

wir in 6 und 13 rnit Et,N in MeOH auch die N2-Acyl-Gruppen abgespalten und in 
hohen Ausbeuten das 2’, 3’, 5’-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (15) er- 
halten. 

Zur Strukturzuordnung speziell der isomeren Disilyl-Derivate 4 und 5 sowie 
11 und 12 wurden analog zu fruheren Untersuchungen in der Cytidin-Reihe [4] 
die l3C-NMR-Spektren herangezogen, die sich bei Einfuhrung einer tert-Butyl- 
dimethylsilyl-Gruppe durch eine jeweilige Tieffeldverschiebung von 1,2-3,0 ppm 
des benachbarten alkoholischen Ring-C-Atoms im Vergleich zum N2-Acylguanosin 
auszeichnen (Tab. 1). 

Zur weiteren Charakterisierung der Guanosine 1-15 dienten UV- und ‘H-NMR- 
Spektren (Tab. 2) sowie CHN-Analysen. 

Die Phosphorylierungen an den partiell blockierten Guanosinen 4, 5, 11 und 12 
haben wir zunachst mit Diphenylchloridphosphat und Bis (o-chlorpheny1)chlorido- 
phosphat untersucht. Die Reaktionen wurden in CH,CN/Pyridin-LOsung unter der 
Katalyse von 1-Methylimidazol [ 121 durchgefuhrt und lieferten zwischen 40 und 
70% wechselnde Ausbeuten, bedingt in erster Linie durch praparative Schwierig- 
keiten bei der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches und Reinigung der Reaktions- 
produkte 16-19 und 24-27. Die gemischten Phosphotriester 20-23 und 28-31 
wurden einmal analog durch Reaktion rnit (0-Chlorphenyl) (2,2,2-trichlorathyl)- 
chloridophosphat [ 131 und zum andern durch stufenweise Veresterung des (o-Chlor- 
pheny1)dichloridophosphats erstens mit den 2‘- und 3’-OH-Guanosin-Derivaten 
und zweitens mit P-Hydroxypropionitril unter der katalytischen Wirkung von 
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von silylierten ~ * - ~ c y i g u a n o s i n e n  

2073 

IH-NMR ((D6)DMSO (6-Werte, J (Hz))~) 
H-C( 1’) J(1’,2’) 2’-OH 3’-OH 5‘-OH ~, 

5,88 (d) 6,O 5,42 (br. d) 5,12 (br. d) 5,00@t) 
5,88 (d) 5,O 5,48 (br. d) 5,12 (br. d) - 

5,94 (d) 8,O - 5,10(br. d) - 

5,86 (d) 6,5 5,44(br. d) - - 

5,90 (d) 8,O - - - 

5,88 (d) 6,O - 5,08 (br. d) 5,08 @I) 
5,86 (d )  6,5 5,34 (br. d) - 5,04 @O 
5,92 (d) 8,O - - 5,16 @f) 
$81 (d) 6,O 5,45 (br. d) 5,16(br. d) 5,03 @t) 
5,94(d) 5,O 5,60 (br. d) 5,24 (br. d) - 

5,88 (d) 6,O - 5,08 (br. d) - 

5,76(d) 7,O 5,40(br. d) - - 

5,86(d) 6,O - - - 

- 5,82(d) 6,O - 516 @t) 

5,72 (d) 4,O - - - 

- 
0,06 (6) 
0,12 (6) - 0,02 (3) 

-0,12 (3) 
0,12 (6) 0,lO (6) 
O,lO(12) -0,08 (3) 

- 0,30 (3) 
-0.02 (3) -0,16 (3) 

0,12 (3) 0,lO (3) 

0,06 (6) 

(6) 

0,08 (6) - 0,04 (3) 
- 0 2  (3) 

0,14 (6) 0,08 (6) 
0,10(12) -0,06(3) 

0.12 (6) - 0,08 (3) 
- 0,32 (3) 

0,l (12) -0,06(3) 
- 0,24 (3) 

- 0 3  (3) 

- 

0 8  (9) 
0,94 (9) 0,84 (9) 

1,2,4-Triazol dargestellt. Die Charakterisierung der vollgeschutzten Guanosin- 
phosphotriester 16-31 erfolgte durch CHN-Analysen sowie UV-, ‘H-NMR- und 
31P-NMR-Spektren (Tab. 3). 

Bei den IH-NMR-Spektren sind vor allem die Signale der anomeren Protonen H-C(1’) typisch, 
die erwartungsgemass als d mit Kopplungskonstanten von 4-5 Hz erscheinen. Die Anomeren-Protonen 
der Guanosin-2’-phosphotriester absorbieren dabei vergleichsweise bei tieferem Feld als die der 
3’-Isomeren, und die chiralen Vertreter 28, 29 und 31 lassen an der weiteren Aufspaltung in zwei d 
sogar die beiden Diastereomeren erkennen. Dariiber hinaus werden die P-0-CH-Protonen durch 
die Phosphotriester-Reste verstarkt entschirmt, wodurch sich ihre Signale von denen der iibrigen 
Zuckerprotonen durch eine Tieffeldverschiebung in den Bereich 6 = 5,5-6,2 unterscheiden. 

Die 31P-NMR-Spektren in CDCl3 zeigen bei den chiralen Guanosinphosphotriestern 20-23 und 
28-31 jeweils zwei Signale, aus denen sich das Diastereomerenverhaltnis leicht ermitteln lasst. Auf- 
fallend ist bei den 31P-Signalen ferner, dass der Austausch eines Aryl-Restes an der Phosphat-Funktion 
gegen einen aliphatischen Rest zu einer Hochfeldverschiebung fuhrt und dass die Verknupfung mit 
der 2’-Position im Vergleich zur 3’-Stellung generell eine Absorption bei tieferem Feld zur Folge hat. 

Nach zunachst erfolglosen Versuchen, die neu dargestellten Guanosinphospho- 
triester durch Hydrolyse zu den entsprechenden Phosphodiestern als Komponenten 
fur den Aufbau von Oligonucleotiden zu verwenden, bot sich dann als gunstigere 
Variante die in der Adenosin-Reihe erfolgreich praktizierte Strategie [ 11 an. Hierzu 
wird ausgehend vom 2’-O-(tert-ButyIdimethylsilyI)-N2-isobuty~~-5’-O-(4-methoxy- 
trityl)guanosin-3’-(2-chlorphenyl) (2-cyanathy1)phosphat [ 141 (32) durch Triathyl- 
amin-Behandlung einmal das Triathylammonium-Salz des entsprechenden Phos- 
phodiesters 33 und zum andern durch Saurebehandlung unter Detritylierung der 
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Tabelle 3. UV- (MeOH) sowie ' H -  und '"P-NMR-Spektren (CDC13; d-Werte, J in Hz) von vollgeschiitzten 
Guanosinphosphotriestem 

Verbin- UV-Absorptionswertea) 'H-NMR~) 3'P-NMRC) 
dung ~m,, (nm) k& H-C(I') J(l',2') P-0-CH 

16 
17 
18 
19 
20 

21 

22 

23 

24 
25 
26 
27 
28 

29 

30 

31 

237 257 261 292 4,20 4,18 4,18 4,16 
237 258 259 292 4,17 4,19 4,17 4,14 

257 277 4,24 4,09 
[255] 260 272 [282] [4,24] 4,25 4,12 [4,10] 
237 258 263 292 4,19 4,18 4,18 4,16 

257 271 [283] 4,23 4,lO [4,08] 

236 256 264 292 4,21 4,20 4,20 4,18 

257 271 [282] 4,15 4,Ol [3,99] 

237 253 290 4,15 4,11 4,08 
237 260 290 4,15 4,11 4,08 

[255] 259 277 [4,20] 4,21 4,08 
260 272 [283] 4,25 4,12 [4,11] 

235 255 262 290 4,18 4,12 4,lO 4,09 

258 277 4,18 4,05 

235 260 292 4,18 4,14 4,13 

257 271 [282] 4,11 3,99 (3,951 

5,80 (d) 4,O 6,28 
5,88 (d) 4,0 6,12 
5,80(d) 4,O 6,12 
5,90 (d) 4,O 5,86 
5,92 (d) 5,O 5,70 

5,80 (d) 5,O 5,70 

5,92(d) 5,O 5,80 

5,90 (d) 5,O 5,56 

6,22 (d) 5,O 5,60 
6,30 (d) 5,O 5,74 
6,14(d) 5,0 5,50 
6,22 (d) 5,O 5,64 
6,26 (d) 5,O 5,60 
6,16(d) 5 8  
6,22 (d) 5,O 5,50 
620  (d) 5,O 
6.60 (d) 5,O 5,70 

10,35 
11,85 
11,62 
12,73 
8,13 (10) 
7 3  (7) 
8,65 (10) 
8,05 (2) 
7,49 (9) 
7,21 (10) 
829 (7) 
7,75 (10) 

13,05 
13,76 
13,38 
13,95 
9.69 (1) 
899 (1) 
9,66 (10) 
9,17 (7) 

8,05 (20) 
9,21 (10) 

9,12 (3) 

8 9  (4) 

a) Schulter in eckigen Klammern. b, d= Dublett. c ,  Integrationsverhaltnis in runden Klammern. 

5'-OH-Guanosinphosphotriester 34 hergestellt. Fur das 3'-Ende der Oligonucleotid- 
Kette wird das 2', 3'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)N2-(isobuty~l)guanosin (14) ein- 
gesetzt, das man aber nicht wie hier beschrieben aus 13 sondern besser aus dem 
entsprechenden 5'-0-(4-MethoxytrityI)-Derivat [ 151 durch Saurespaltung gewinnt. 
Ausgehend vom Guanosinphosphodiester 33 wurden zunachst die Kondensationen 
mit den 5'-OH-Komponenten 14 und 34 zu den Dimeren GpG (39) bzw. GpGp (41) 
untersucht. Mit 2,4,6-Triisopropylbenzylsulfonsaure-(4-nitroimidazolid) (TPS-NI) 
als Kondensationsmittel bildete sich 39 in nur 30proz. Ausbeute, und mit dem 
reaktiveren Mesitylensulfonsaure-(4-nitroimidazolid) (MS-NI) wurde die Ausbeute 
dann auf 42% gesteigert. Stets wurden hierbei aber erhebliche Detritylierungen 
sowie die Bildung polarer, rotlicher bis brauner Zersetzungsprodukte beobachtet. 
Mit 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonsaure-(3-nitro- 1,2,4-triazolid) TPS-NT) [6] 
schliesslich gelang es durch Variation der Kondensationsbedingungen die Aus- 
beuten sukzessive zu steigern, so dass bei 0-5" und 24stundiger Reaktionszeit 74% 
an 39 resultierten. Auch die Synthese des Dimeren 41 wurde optimiert, wobei das 
Molverhaltnis der Reaktionskomponenten und des Kondensationsmittels TPS-NT 
zueinander sowie eine relativ tiefe Reaktionstemp. von + 5 "C als entscheidend fur 
eine gute Ausbeute (87%) erkannt wurde. 
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Die Detritylierung von 41 rnit p-Toluolsulfonsaure in CH2C12/MeOH verlief 
problemlos rnit 96proz. Ausbeute zu 42 und durch die basenkatalysierte Eliminie- 
rung der Cyanathyl-Gruppe liess sich der entsprechende terminale 3'-Phospho- 
diester 43 ebenfalls mit 95% gewinnen. 

Der nachste Problemkreis beschaftigt sich dann mit der Synthese gemischter 
Guanosin-haltiger Dinucleosidmonophosphotriester und Dinucleosid-bis (phospho- 
triester) nach demselben Aufbauprinzip der Kondensation eines Phosphodiesters 
rnit der 5'-OH-Komponente. Triethylammonium-[N6-benzoyl-2'-O-(tert-butyl- 
dimethylsilyl)-5'-O-(4-methoxytrityl)adenosin-3'-(2-chlorphenyl)phosphat] (35) wur- 
de mit 14 in Gegenwart von MS-NI als Kondensationsmittel umgesetzt und 40 
ohne Optimierung der Reaktionsbedingungen mit 60proz. Ausbeute isoliert. Das 
sehr ahnliche chromatographische Verhalten von nicht umgesetztem Nucleosid 14 
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und dem dimeren Reaktionsprodukt gestaltete die Isolierung und Reinigung von 40 
schwierig und erklart dadurch auch die nicht ganz befriedigende Ausbeute. Die 
Darstellung von 44 wurde etwas grundlicher bearbeitet, wobei sich zeigte, dass 
die Kondensationsreaktion zwischen 35 und 34 recht empfindlich gegenuber 
Variationen der Reaktionsbedingungen ist. Am gunstigsten erwies sich bei Ver- 
wendung von TPS-NI eine 12stiindige Reaktionszeit bei O T ,  wobei sich 45 rnit 
60proz. Ausbeute gewinnen liess. Das Auftreten von farbigen Nebenprodukten 
polaren Charakters verrat eine gewisse Labilitat der endstandigen 3’-(2-Chlor- 
phenyl) (2-cyanathy1)phosphat-Gruppe speziell am Guanosin-Baustein. Die Ab- 
spaltung der Cyanathyl-Gruppe in 44 rnit Et,N verlief erwartungsgemass rnit 
hoher Ausbeute (92%) zu 45. 

Die Synthese des vollgeschutzten CpGp (46) aus 36 und 34 ergab keine neuen 
Gesichtspunkte und konnte mit MS-NI als Kondensationsmittel und einer relativ 
langen Reaktionszeit von 66 Stunden mit 52proz. Ausbeute realisiert werden. 

Aus den entsprechenden Umsetzungen zu den Dinucleosid-bis(phosph0triestern) 
47 und 48 rnit einer Guanosin-Einheit am 5’-Ende konnten, nach dem Reaktions- 
verlauf zu schliessen, bislang noch keine allgemein gultigen und verwertbaren 
Gesichtspunkte abgeleitet werden, denn 33 reagiert mit 38 nach Optimierung der 
Bedingungen mit maximal 54proz. Ausbeute zu 48, wahrend die analoge Reaktion 
rnit 37 schon im ersten Versuch 90% 47 ergab. 

3. Physikalische Daten. - Die Charakterisierung der Guanosin-haltigen Dimeren 
erfolgte durch CHN-Analysen sowie UV- und CD-Spektren (Tub. 4). 

In den UV-Absorptionsspektren kommt die Gegenwart des Guanosin-Chromo- 
phors in der Dreibandigkeit der Spektren im Bereich 255-280 nm zum Ausdruck 
und lediglich die Kombination mit dem N4-Benzoylcytidin-Baustein wirkt sich in 
einer langerwelligen Absorption knapp uber 300 nm aus. Erstaunlich gut ist die 
spektrale Ubereinstimmung strukturanaloger Verbindungen wie 39, 41, 42 und 43 
oder 44,45 und 47 bzw. 46 und 48. Die sequenziell gegenlaufigen Kombinationen 
ApGp (44) und GpAp (47) bzw. CpGp (46) und GpCp (48) sind in ihrem spek- 
tralen Verhalten so ahnlich, was wohl rnit einer gestreckten Konformation ohne 
nennenswerte intramolekulare Wechselwirkung im Sinne eines ctStacking))-Effektes 
interpretiert werden kann. 

In gleicher Weise konnen auch die CD-Spektren gedeutet werden, denn auch 
hier kommt die strukturelle Verwandtschaft etwa von 39, 41, 42 und 43 bzw. 40 
und 44 sowie 46 und 48 in ahnlichen Kurveverlaufen zum Ausdruck. Lediglich 45 
fallt aus der Reihe, das ein nahezu spiegelbildliches CD-Verhalten zu 40 und 44 
zeigt. Moglicherweise zwingt hier die endstandige polare 3’-Phosphodiester-Funk- 
tion dem Molekiil eine andersartige starre Konformation auf, die in einer Wechsel- 
wirkung des ionischen Phosphat-Restes rnit dem Elektronen-defizienten Pyrimidin- 
Teil der Adenin-Base bestehen konnte. Die komplexen Verhaltnisse konnen aber 
ohne Frage erst durch weitere strukturell verwandte Beispiele und vertiefte Studien 
uber die Feinstrukturen dieser Verbindungstypen eine befriedigende Erklarung 
finden. 

Wir danken der Studienstiftung des Deuischen Volkes fur ein Stipendium (0. Flockerzi), dem 
Fonds der Chemischen Industrie fur finanzielle Hilfe und Frau M .  Bischler fur die Aufnahme der 
UV- und CD-Spektren sowie Herrn E. Krientz fur die NMR-Messungen. 
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Experimenteller Teil 

I .  A llgemeines. Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. Das Einengen und Eindampfen von 
Reaktions- und Extraktionslosungen wird stets im Biichi-Rotationsverdampfer vorgenommen. Der 
verwendete Petrolather hatte den Siedebereich 50-70". Dunnschichtchromatographie: Dunnschicht- 
folien Cellulose F 1440 LS 254 und Kieselgel F 1550 LS 254 der Fa. Schleicher & Schiill. Prap. Schicht- 
chromatographie: Kieselgel PF254 der Fa. Merck, Schichtdicke 2 mm. Saulenchromatographie: Merck 
Kieselgel60 (Korngrosse 0,063-0,2 mm) fur cthandgepackte)) Saulen [15] und Kieselgel LiChroPrep Si 60 
(15-25 p) fur die prap. Fertigsaulen vom Typ B (250x 24 mm) und Typ C (400x 39,5 mm), deren 
Praparierung, Konditionierung und Charakterisierung durch die Bestimmung der Bodenzahl N aus- 
fiihrlich in der Diplomarbeit D. Flockerzi, Univ. Stuttgart 1977 [ 171 beschrieben ist. Die Mitteldruck- 
chromatographie wurde im allgemeinen bei 8- 10 bar durchgefiihrt. - Das Trocknen der Substanzen 
erfolgte im Vakuum-Trockenschrank Biichi-TO 50 bei RT. oder massig erhohter Temp. iiber P205. 
UV-Absorptionsspektren und CD-Spektren: Cary-Recording-Spektrometer, Model1 118 bzw. 115/60, 
der Fa. Applied Physics. NMR-Spektren: Bruker-Gerate HFX-90 und WM-250 sowie Jeol-Gerat 
JNM-MH-100. Abkurzungen: TBDMSCl= tert-Butyldimethylsilylchlorid, DMF = Dimethylformamid, 
TPS-NT= 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonsaure-(3-nitro- 1,2,4-triazolid), MS-NI = Mesitylensulfonsaure- 
(4-nitroimidazolid), GFS-Kieselgelsaule = ((Great-flow-system))-Saule. 

2.1. N2-Benzoyl-5'-O-(tert-butyldimethylsilyl)guunosin (3).  N2-Benzoylguanosin (1; 0,194 g, 0,500 
mmol) wird mit 0,295 g (4,40 mmol) Imidazol in 7,5 ml abs. DMF gelost. Unter Riihren bei 2-3" wird 
eine Losung von 0,332 g (2,20 mmol) TBDMSCl in 1.5 ml abs. DMF wahrend 5 Min. zugetropft. 
Man lasst 1,5 Std. bei derselben Temp. reagieren und tropft dann die Reaktionslosung langsam in 
70 ml Eis/H20 ein. Der Niederschlag ergibt nach Trocknen bei 50" 0,185 g (73%). Zur Reinigung 
wird in wenig MeOH gelost, mit der IOfachen Menge Et20 verdiinnt und im Kiihlschrank langere Zeit 
aufbewahrt, wobei sich 0,152 g (60%) farblose Kristalle mit Schmp. 189-192" abscheiden. 

C23H3,N50& (501,6) Ber. C 55,07 H 623 N 13,96% Gef. C 54,96 H 6,45 N 13,88% 

2.2. N2-Benzoyl-2', 5'-bis-0- und N2-Benzoyl-3', S-bis-O-(tert-butyldimethylsi!yl/guanosin (4 bzw. 5). 
Verbindung 1 (3,87 g, 10,O mmol) wird rnit 5,91 g (88,O mmol) Imidazol in 40 ml abs. DMF gelost 
und bei 25-30" unter Riihren mit einer Losung von 6,6 g (44,O mmol) TBDMSCl in 20 ml DMF 
tropfenweise versetzt. Nach 1 Std. wird die Reaktionslosung in 0.5 1 Eis/HzO unter Riihren einge- 
tropft, wobei zunachst ein flockiger, spater klebrig werdender Niederschlag ausfallt. Man filtriert ab, 
lost rnit Dioxan vom Filter und entfernt das Losungsmittel i.V. Der erhaltene Riickstand wird 15 Min. 
mit 50 ml Et2O unter Riickfluss gekocht, und es wird noch warm vom Ungelosten abfiltriert. Der 
Riickstand (2,l g) besteht aus chromatographisch reinem 4. Aus dem Et2O-Filtrat kristallisieren beim 
Abkuhlen 2,O g 5 aus, die rnit 3 ml MeOH gewaschen und dann getrocknet werden. Die vereinigten 
Filtrate werden anschliessend zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wird nach Losen in wenig 
CHCI3 auf 3 prap. Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 em) aufgetragen und mit EtzO/Petrolather (9: 1) 
entwickelt. Es tritt Auftrennung in 4 Zonen ein, die rnit CHC13/EtOH (2: 1) eluiert werden, wobei man 
nach steigendem RfWert 0,l g 3, 0,14 g 5, 0,2 g 4 und 0,3 g 6 gewinnt; 4 bildet feine Nadeln, wenn 
es rnit wenig MeOH versetzt und durch Zugabe von Et20 zur Kristallisation gebracht wird. Man 
gewinnt 2,3 g (37%) 4 mit Schmp. 225". 

C29H45N506Si2 (615,9) Ber. C 56,56 H 7,36 N 11,37% Gef. C 56,45 H 7,50 N 11,38% 

Aus den 2,14 g (35%) 5 erhalt man durch Umkristallisation aus MeOH analysenreines Produkt, 
das ab 130" erweicht und von 216" bis 222" schmilzt. 

C29H45N506Si2 (615,9) Ber. C 56,56 H 7,36 N 11,37% Gef. C 56,66 H 7,48 N 11,40% 

2.3. N2-Benzoyl-Z', 3', 5'-fris-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (6). Verbindung 1 (1,90 g, 4,90 mmol) 
wird in 60 ml DMF gelost und nacheinander unter Riihren 5,80 g (86,5 mmol) Imidazol und 6,5 g 
(43 mmol) TBDMSCl zugegeben. Man riihrt 48 Std. bei RT., tropft unter Riihren in Eis/HzO und 
saugt den ausgeschiedenen Niederschlag ah. Das Produkt wird dann mit 20 ml MeOH unter Riickfluss 
gekocht. Beim Abkiihlen scheiden sich 3,39 g (95%) farblose Kristalle mit Schmp. 120"-130" ab. 

C35H59N506Si3 (730,2) Ber. C 57,58 H 8,15 N 9,59% Gef. C 57,92 H 8,05 N 9,62% 
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2.4. N2-Benzoyl-2'-O-(tert-buryldimethylsilyl)guunosin (7). Verbindung 4 (1,24 g, 2,O mmol) wird in 
einer Mischung aus 40 ml AcOH und 5 ml H20 20 Std. auf 50" erwarmt. Man tropft die Reaktions- 
losung anschliessend in 400 ml Eis/HzO und stumpft mit festem K2CO3 auf pH 5 ab. Der erhaltene 
Niederschlag wird durch Losen in wenig AcOEt und Eintropfen in Pentan umgefallt, wobei 0,552 g 
(55%) farblose Festsubstanz anfallt. Durch Umkristallisation aus Aithylmethylketon/CHCl3 (2: 1) erhalt 
man 0,31 g (31%) farblose Kristalle, die zwischen 135" und 165" sintefn. 

C23H31N506Si (501,6) Ber. C 55,07 H 6,23 N 13,96% Gef. C 55,34 H 6,62 N 13,61% 

2.5. N2-Benzoyl-3'-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (8). Verbindung 5 (1,24 g, 2,O mmol) wird 
f i r  7 beschrieben 72 Std. auf 50" erwarmt und aufgearbeitet. Da das Rohprodukt (0,8 g) chromato- 
graphisch nicht einheitlich ist, wird es nach Losen in wenig CHCI3/MeOH (1: 1) auf 4 prap. Kieselgel- 
platten (40x 20x 0,2 cm) aufgetragen und mit Athylmethylketon/CHC$ (2:l) entwickelt. Das Haupt- 
produkt mit dem niedrigsten RfWert von 0,6 wird mit CHC13/EtOH (2: 1) eluiert, das Eluat eingeengt 
und der Ruckstand nach Losen in wenig MeOH durch langsames Zutropfen von H20 zur Kristallisation 
gebracht, wobei sich 0,75 g (75%) farblose Kristalle mit Schmp. 140- 165" (Sintern) abscheiden. 

C23H3,N506Si (501,6) Ber. C 55,07 H 6,23 N 13,96% Gef. C 54,90 H 6,36 N 13,65% 

2.6. N6-Benzoyl-2', 3'-bis-O-(tert-butyldimefhylsily[)guanosin (9). Verbindung 6 (3,O g, 4,1 mmol) wird 
in einer Mischung aus 93 ml AcOH und 12 ml H2O 50 Std. bei 50" geruhrt. Anschliessend giesst man 
langsam unter starkem Ruhren in 1 1 Eis/H20, filtriert den abgeschiedenen Niederschlag und trocknet 
im Vakuumexsikkator. Das Rohprodukt wird nach Losen in wenig Athylmethylketon auf 10 prap. 
Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) aufgegeben und rnit CHCI3/Athylmethylketon (1 : 2) entwickelt. 
Das breite Band rnit Rf= 0,6-0,7 wird abgekratzt, mit CHCb/EtOH (2: 1) eluiert, eingeengt und liefert 
nach Trocknen 1,95 g (77%) chromatographisch reines 9. Kristalle konnen erhalten werden, wenn man 
in MeOH lost, mit H20 verdunnt und dann anreibt. Das kristalline 9 schmilzt bei 215-220". 

C29h5N506Si2 (615,9) Ber. C 56,56 H 7,36 N 11,37% Gef. C 56,56 H 7,32 N 11,38% 

2.7. 5'-0-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-i~ob~tyrylgunnosin (10). In 14 ml DMF werden 0,59 g 
(8,8 mmol) Imidazol und 0,353 g (1,OO mmol) NZ-Isobutyrylguanosin (2) gelost. Dann wird bei RT. 
wahrend 5 Min. eine Losung von 0,66 g (4,4 mmol) TBDMSCl in 6 ml abs. DMF unter Riihren 
zugetropft. Nach 10min. Ruhren wird die Reaktionslosung in 200 ml Eis/H20 getropft und das 
abgeschiedene Produkt im Vakuumexsikkator getrocknet. Man lost das Rohprodukt in 4 ml CHC13/ 
MeOH (1: l), tragt auf 2 prap. Kieselgelplatten ( 4 0 ~  20x 0,2 cm) auf und entwickelt rnit Athylmethyl- 
ketodCHC13 (2: I), wobei Auftrennung in drei Zonen erfolgt. Das kurzlaufende Hauptband mit 
Rr=O,C0,5 wird rnit CHC13/EtOH (2:l) eluiert und ergibt nach Einengen 0,283 g (61%) amorphes 
Festprodukt. Durch Umkristallisation aus AcOEt lassen sich Kristalle mit Schmp. 202-210" gewinnen. 

C ~ O H ~ ~ N ~ O ~ S ~  (467,6) Ber. C 51,37 H 7,11 N 14,98% Gef. C 51,30 H 7,47 N 15,21% 

2.8. 2: 5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)- und 3: S'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguano- 
sin (11 bzw. 12). Verbindung 2 (2,8 g, 7,9 mmol) und 4,7 g (70 mmol) Imidazol werden in 48 ml abs. 
DMF gelost. Bei 7" wird unter Ruhren eine Losung von 5,2 g (34 mmol) TBDMSCl in 24 ml abs. 
DMF wahrend 5 Min. zugetropft. Man entfernt dann die Kiihlung und lasst nach 50 Min. bei RT. 
unter Ruhren reagieren. Danach wird unter intensivem Ruhren in 1 I Eis/HzO getropft und der 
erhaltene Niederschlag im Vakuumexsikkator getrocknet. Die Substanz wird in CHC13/MeOH ( 5 :  3) 
gelost, auf 7 prap. Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) aufgetragen und mit Et20/Petrolather (9: 1) 
entwickelt. Nach Verdunsten des Losungsmittels wird noch einmal mit reinem Et2O entwickelt, 
wobei sich im wesentlichen 3 Zonen separieren, die mit CHCl3/EtOH (2:l) eluiert werden. Aus der 
am weitesten wandernden schmalen Bande mit Rf=0,95 gewinnt man 0,13 g (2%) 13. Die Zone mit 
Rf-0,85 liefert nach Einengen 0,87 g (19%) 12. Aus der breitesten Zone rnit Rf=0,7 gewinnt man 
1,35 g (29%) 11, das in wenig Aceton gelost und dann unter Riihren langsam in 50 ml Pentan getropft 
wird. Es scheiden sich feine Nadeln mit Schmp. 202-204" ab. 

C26Hd~N506Si2 (581,9) Ber. C 53,67 H 8,14 N 12,04% Gef. C 53,71 H 8,11 N 11,82% 

Die Fraktion mit 12 ist chromatographisch nicht ganz einheitlich und wird daher nochmals iiber 
prap. Kieselgelplatten in der Weise getrennt, dass pro Platte lediglich 50 mg Substanz aufgegeben 
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werden. Man entwickelt wie voranstehend beschrieben und gewinnt aus der Hauptzone nach Einengen 
einen amorphen Feststoff, der ab 128" erweicht und bei 180-183" schmilzt. 

C26H47N506Si2 (581,9) Ber. C 53,67 H 8,14 N 12,04% Gef. C 53,69 H 7,95 N 11,93% 

2.9. 2', 3'. 5'- Tris-O-(tert-butyldimethylsi[yll-N2-isoburyrylguanosin (13). Verbindung 2 (2,12 g, 
6,OO mmol) und 7,l g (0,l mol) lmidazol werden in 36 ml abs. DMF gelost, und bei RT. wird unter 
Ruhren eine Losung von 7,9 g (53 mmol) TBDMSCl in 25 ml abs. DMF wahrend 5 Min. zugetropft. 
Nach 21 Std. wird die Reaktionslosung unter krgftigem Ruhren in 300 ml Eis/HzO getropft, wobei 
das Produkt teils flockig, teils klebrig ausfallt. Man saugt ab und lost den an der Gefasswand haftenden 
Teil sowie den Filterruckstand in 100 ml CHC13. Nach Trocknen wird eingeengt und das erhaltene 
0 1  mit 1 ml EtzO behandelt. Dann wird langsam 40 ml Pentan unter Ruhren zugegeben. Es tritt 
langsam Kristallisation ein und nach 2 Std. wird das Produkt gesammelt. Nach Trocknen bei 50" im 
Vakuumexsikkator werden 2,3 g (55%) farblose Kristalle mit Schmp. 266" erhalten. 

C32H61N506Si3 (696,l) Ber. C 55,21 H 8,83 N 10,06% Gef. C 55,27 H 8,78 N 10,07% 

2.10.2', 3'-Bis-O-(tert-butyldimethylsi2yf)-N2-isobu~~~ylguano~in (14). Verbindung 13 (1,4 g, 3,9 mmol) 
wird in 160 ml AcOH bei 30" geruhrt, bis 13 chromatographisch nicht mehr nachweisbar ist. Man 
entfernt den grossten Teil von AcOH i.V. bei 30" und giesst die restliche Losung in eisgekuhlte ges. 
NaHCQ-Losung. Der abgeschiedene Niederschlag wird gesammelt, mit H20 gewaschen und nach 
Trocknen im Vakuumexsikkator in 16 ml CHC13/Athylmethylketon (1 : 1) gelost. Man tragt auf 6 prap. 
Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) auf, entwickelt mit CHCI3/Athylmethylketon (1 : 2) und eluiert 
die Hauptbande mit Rf= 0,6-0,7 mit CHCb/EtOH (2: 1). Nach Einengen des Eluats wird der Ruckstand 
in 2 ml MeOH gelost. Nach Stehenlassen scheiden sich 0,94 g (41%) farblose Kristalle mit Schmp. 
137-150" ab. 

C26H47N506Si2 (581,9) Ber. C 53,67 H 8,14 N 12,04% Gef. C 53,62 H 8,22 N 11,86% 

2.11. 2', 3', 5'-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl/guanosin [ 151 (15). Verbindung 6 (40 mg, 0,055 mmol) 
oder 13 (35 mg, 0,050 mmol) wird jeweils in 1 ml 0 , l ~  methanolischer Et3N-Losung gelost und 60 Std. 
bei RT. geriihrt. Der Reaktionsansatz wird auf eine prap. Kieselgelplatte (20x 20x 0,2 cm) gegeben 
und mit CHC13/EtOH (2:l) entwickelt und auch mit diesem Gemisch die Hauptbande eluiert. Nach 
Einengen wird der glasige Ruckstand aus Dioxan lyophilisiert. Aus 6 werden 31 rng (81%) und aus 13 
werden 27 mg (86%) farbloses Festprodukt gewonnen. 

C28H55N505Si3 (626,O) Ber. C 53,72 H 8,86 N 11,19% Gef. C 53,47 H 9.12 N 11,41% 

3. Allgemeine Vorschrift fur N2-Acyl-bis-O-(tert-butyldimethyIsilyl)guanosin-3'- oder -2'-diphenyl-, 
-bis(2-chlurphenyl)- und -(Z-chlorphenyl) (2,2,2-trichlortithyl)phosphat (16-21 bzw. 24-29). N2-Acyl-bis- 
0-(teri-butyldimethylsilyl)guanosin (4, 5, 11 bzw. 12; 0,5 mmol) wird in 6 ml abs. CH3CN und 4 ml 
abs. Pyridin gelost. Nach Zugabe von 2,O mmol Diphenylchloridophosphat (0,54 g), Bis(2-ch1orphenyl)- 
chloridophosphat (0,68 g) bzw. (2-Chlorphenyl)(2,2,2-trichlorethyl)chloridophosphat [ 181 (0,66 g) und 
2,0 mmol 1-Methylimidazol (0,16 g) wird fur die in Tabelle 5 angegebene Zeit bei RT. geruhrt. Man 
verdiinnt mit 10 ml Toluol, engt i.V. ein und dampft noch mehrmals mit abs. Pyridin ein. Der sirupose 
Ruckstand wird in CHC13 gelost, auf 2 prap. Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) aufgetragen und mit 
Et2O/Pentan-Gemischen (Tab. 5 )  entwickelt. Die weitlaufende breite Bande wird rnit CHC13/MeOH 
( I :  1) eluiert, das Eluat eingeengt, der Ruckstand nochmals auf eine Kieselgelplatte gegeben und rnit 
Et2O entwickelt. Die Hauptbande wird eluiert, das Eluat eingeengt und der Ruckstand aus Dioxan 
oder Benzol lyophilisiert. Kristalle konnen erhalten werden, wenn das Lyophilisat in wenig Aceton 
gelost und vorsichtig rnit wenig H20 und wenigen Tropfen MeOH versetzt wird. Die Daten von 
16-21 und 24-29 sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. 

4. Allgemeine Vorschrift fur N2-Acyl-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin-3'- bzw. 2'-(2-chlor- 
phenyl)(2-~yanUthyl)phosphat (22, 23 bzw. 30, 31). In 3 ml abs. Pyridin werden 0,25 g (1,O mmol) 
(2-Chlorphenyl)dichIoridophosphat und 0,14 g (2,O mmol) 1,2,4-Triazol gelost und 30 Min. bei RT. 
geriihrt. Zur entstehenden Suspension setzt man 0,5 mmol N2-Acyl-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)- 
guanosin 4, 5 bzw. 11, 12 zu, riihrt 30 Min. bis klare Losung eingetreten ist und gibt anschliessend 
fur die zweite Alkohokomponente 0,5 ml 2-Hydroxypropionitril zu. Es wird bis zum Reaktionsende 
(s. Tab. 5)  geruhrt, bei 30" i.V. eingeengt und dann noch 2mal mit je  4 ml Benzol eingedampft. Man 
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lost in wenig CHC13, tragt auf eine prap. Kieselgelplatte (40x 20x 0,2 cm) auf  und entwickelt 3mal 
rnit Et20. Die breite Zone in der Plattenmitte wird rnit CHC13/EtOH (2:l) eluiert. das Eluat eingeengt 
und der Ruckstand nach erneutem Losen in CHCl3 nochmals iiber eine Kieselgelplatte durch 2malige 
Entwicklung rnit EtZO chromatographiert. Die Hauptbande wird eluiert, eingeengt und der Riickstand 
aus Benzol lyophilisiert. Die Datenvon 22, 23,30 und 31 sind in Tubelk 5 aufgefiihrt. 

5.1. 2’-O-(tert-Buiyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5’-O-(4-metl~oxytrityl)guanosyl-(S’-/OP-(2-ch/orphe- 
nyl)]-S]-2’,3’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin (39). Triathylammonium-[2‘-O-(tert- 
butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5’-O-(4-methoxytrityl)guanosin-3’-(2-chIorphenyl)phosphat] [I41 (33; 
0,227 g, 0,220 mmol), 0,116 g (0,200 mmol) 14 [15] und 0,167 g (0,440 mmol) TPS-NT werden nach 
6stdg. Trocknen bei 50”/10-3 Torr rnit 3 ml abs. Pyridin versetzt und bei 5” 24 Std. geriihrt. Man 
nimmt das Gemisch in 200 ml CHCl3 auf, schiittelt 3mal mit je 200 ml 0 , O l ~  Phosphatpuffer pH 7 aus, 
trocknet die org. Phase (Na2S04) und dampft anschliessend ein. Man lost den Ruckstand in CH2C12, 
gibt auf eine ehandgepackten Kieselgelsaule (1 x 20 cm) und chromatographiert nacheinander rnit 
400 ml CH2Clz und 1,2 1 CH2CIz/MeOH (97:3). Das Produkt wird in der Fraktion 500-1100 ml 
eluiert und hieraus durch Einengen gewonnen. Der feste, gelbliche Ruckstand wird zur Reinigung 
iiber eine GFS-Kieselgelsaule, Typ B (N = 7000) mit CH~C12/Petrolather/MeOH (100: 10: 2,5) bei einer 
Durchflussgeschwindigkeit von 28 ml/Min. chromatographiert. Es werden hierbei die beiden 
Diastereomeren zum Teil getrennt, jedoch dann die mittlere Hauptfraktion gemeinsam isoliert. Man 
engt die Hauptfraktion ein, lost in wenig CHC13 und tropft unter Ruhren in 150 ml Hexan, wonach 
0,219 g (74%) farbloser Feststoff erhalten werden. ‘H-NMR (90 MHz, CDC13) des zuerst eluierten 
Diastereomeren: 3,72 (s, 3 H, OCH3); 6,37-6,56 (m, 2 H, H-C(1’)); 6,75 (d, J= 9, 2 H, o-Anisyl-H): 
7,67 und 7,80 (2 s, 2 H, H-C(8)); 9,81 und 11,85 (2 s, 2 H, NH); des zweiten Diastereomeren aus der 
Nachfraktion: 3,75 (s, 3 H, CH30); 5,69 (d, J = 8 ,  1 H, H-C(1’)); 6,75 (d, J=9, 2 H, o-Anisyl-H); 
7 ,57und7,67(2~,2H,H-C(8)) ;  10,61 und 10,84(2s,2H,NH). 

C ~ ~ H ~ & I N ~ O O I ~ P S ~ ~  (1494,3) Ber. C 5737 H 6.61 N 9,37% Gef. C 57,76 H 6,60 N 9,26% 

5.2. N6- Benzoyl-2’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-~’-O-(4-methoxytrityl)adenosyl-~33’-[OP-(2-chlorphenyl)]- 
511-2’. 3’-bis-O-(tert-butyIdimethylsilyl/-N2-(isobutyryl)guanosin (40). Triathylammonium-[N~-benzoyl-2‘- 
O-(tert-butyldimethylsilyl)-5’-0-(4-methoxytrityl)adenosin-3’-(2-chlorphenyl)phosphat] [I41 (35; 0,116 g, 
0,110 mniol) und 0,058 g (0,100 mmol) 14 [I51 werden nach 4stdg. Trocknen bei 50°/10-3 T o n  mit 
59 mg (0,22 mmol) MS-NI und 2 ml abs. Pyridin versetzt und 24 Std. bei 22” geriihrt. Man nimmt 
das Gemisch in 150 ml CHC13 auf, schiittelt 3mal mit je 150 ml 0 , O l ~  Phosphatpuffer pH 7 B U S ,  trocknet 
die org. Phase (Na2S04) und engt i.V. ein. Der braunliche Riickstand wird in CH2C12 gelost, auf eine 
<(handgepackte)) Kieselgelsaule ( 1  x 20 cm) gegeben und nacheinander mit 300 ml CHzClz und 900 ml 
CH2CIz/MeOH (100: 1) chromatographiert. Das gesuchte Produkt wird in der Fraktion 500-800 ml 
eluiert und hieraus durch Einengen gewonnen. Man nimmt den Ruckstand erneut in wenig CH2CI2 auf, 
gibt auf eine GFS-Kieselgelsaule, Typ C (N = 12000), und chromatographiert mit CCl&HzC12/MeOH 
(100: 15: 1) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 28 ml/Min., wobei der Produkt-Peak nach ca. 
310 Min. sein Maximum aufweist. Diese Fraktion wird eingeengt, in wenig CH2C12 gelost und in 
80 ml Hexan unter Ruhren getropft. Man erhalt 91 mg (60%) farblosen Feststoff. ‘H-NMR (90 MHz, 
CDC13): 3,38-3,74 (m, 5 H, H-C(5’) (ABz) und OCH3); 5,68-5,77 (m, 1 H, H-C(1’)); 6,21-6,28 (m, 1 H, 
H-C(1’)); 6,77 (d, J =  9, 2 H, o-Anisyl-H); 7,65 (s, 1 H, H-C(8) (GisB)); 7,97-8,07 (m, 2 H, Benzoyl-H); 
8,21 (s, 1 H, H-C(2) (ABz)); 8,70 (s, 1 H, H-C(8) (ABz)); 8,96 (s, 1 H, NH (ABz)); 9,95 und 1133 
(2 s, 2 H, NH (G’”)). 

C75H9&1N10014PSi3 (1512,3) Ber. C 59,56 H 6.40 N 9,26% Gef. C 59,55 H 6,38 N 9,29% 

5.3. 2‘-0-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5’-O-(4-merhoxytrityl)guanosyl-~~-fOp-(2-chlorphe- 
nyl)]-5‘]-2’-0-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin-3‘-(2-chlorphenyl) (2-cyunathy1)phosphat (41). 
Verbindung 33 [ 141 (0,567 g, 0,550 mmol) und 0,356 g (0.500 mmol) 2’-0-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2- 
(isobutyryl)guanosin-3’-(2-chlorphenyl) (2-cyanlthy1)phosphat [ 141 (34) werden 6 Std. bei 50”/10-3 Torr 
getrocknet, dann 0,419 g TPS-NT und 5 ml abs. Pyridin zugegeben. Nach 20stdg. Riihren bei 5 ”  
wird in 200 ml CHC13 aufgenommen und 3mal mit je 200 ml 0 , O l ~  Phosphatpuffer pH 7 ausge- 
schiittelt. Nach Trocknen der org. Phase (Na2S04) wird eingedampft, der Ruckstand in CH2C12 gelost 
und auf eine Kieselgelsaule (1  x 20 cm) gegeben. Man chromatographiert zunachst mit 300 ml CH2Cl2 
und dann mit 1,6 1 CH2Clz/MeOH (96:4). Das gesuchte Produkt wird zwischen 700 und I500 ml 
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eluiert und aus dieser Fraktion durch Einengen als fester Riickstand gewonnen. Zur weiteren Reinigung 
wird nach Losen in wenig CHzCl2 auf eine prap. GFS-Kieselgelsaule, Typ C (N = 11 900), gegeben 
und rnit CHzClz/MeOH (100: 6) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 32 mVMin. chromatographiert. 
Der Produkt-Peak hat eine Retentionszeit von 42 Min. Man fangt die Hauptfraktion auf, engt ein, lost 
erneut in wenig CH2C12 und tropft unter Riihren in 500 ml Hexan. Der Niederschlag liefert 0,704 g 
(87%) farblosen Feststoff. ‘H-NMR (90 MHz, CDC13): 2,84 (m, 2 H, CHzCN); 3,76 (m, 5 H, H-C(5’) 
und CH30); 6,Ol (d, 5=4 ,  1 H, H-C(1’)); 7,96 (s, 2 H, H-C(8)); 11,86 und 11,96 (2 s, 2 H,  NH). 

C75H91ClzN11018PSi2 (1623,7) Ber. C 55,48 H 5,65 N 9,49% Gef. C 55,28 H 5,72 N 9,23% 
5.4. 2’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-(isobutyryl)guanosyl-[3’-[O~-(2-chlorphenyl)]-S]-2’-0-(tert-butyl- 

dimethylsilyl)-NZ-(isobutyryl)guanosin-3’-(2-chlorphenyl)(2-cyanathyl)phosphat (42). Verbindung 41 
(0,162 g, 0,100 mmol) wird in 10 ml einer Losung aus 2 g TsOH und 100 ml CHzCIz/MeOH (4:l) 
gelost und 60 Min. bei RT. geruhrt. Man verdiinnt mit 200 ml CHC13, schuttelt 3mal mit 200 m l 0 , O l ~  
Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet die org. Phase (Na2S04) und dampft zur Trockne ein. Der farblose 
Riickstand wird in CHZC12 gelost, auf eine cchandgepackten Kieselgelsaule (1 x 20 cm) gegeben und 
mit 200 ml CHZC12 gefolgt von 1,l 1 CH2C12/MeOH (97:3) chromatographiert. Das gesuchte Produkt 
wird ab 450 ml eluiert. Man engt diese Fraktion ein und gibt den Riickstand nach Losen in wenig 
CHzC12 auf eine GFS-KieselgelsLule, Typ B (N = 5900), und cbromatographiert rnit CHzClz/Petrolather/ 
MeOH (100: 10:4) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 23 ml/Min. Der Produkt-Peak hat eine 
Retentionszeit von 27 Min. Man engt diese Hauptfraktion ein, lost in 3 ml CH2C12 und tropft unter 
Riihren in 200 ml Hexan, wobei sich 0,13 g (96%) farbloser Feststoff abscheiden. ‘H-NMR (90 MHz, 
CDC13): 2,40-2,87 (m, 5 H, CH, CHzCN und H-C(5’)); 3,79-4,02 (m, 2 H, H-C(5’)); 6,Ol (d, J =  8, 
1 H, H-C(1’)); 7,76 (s, l H ,  H-C(8)); 8,04 und 8,lO (2s, l H ,  H-C(8), zwei Diastereomere); 8,63 
und 10,08 (2 s, 2 H, NH). 

C55H75C12N11OI7PSi2 (1351,3) Ber. C 48,89 H 5,59 N 11,40% Gef. C 48,79 H 5,67 N 11,76% 

5.5. Triathylammonium-[2’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-S-O-(4-methoxytrityl)guanosyl- 
[Y-(OP-(2-chlorphenyl)j-Sf -2’-O-(tert-butyldimethylsifyl)-N2-(isobutyryl)guanosin-3~-(2-chlorphenyl)phos- 
phat] (43). Verbindung 42 (0,325 g, 0,200 mmol) wird rnit 5 ml Pyridin, 5 ml Et3N und 0,5 ml H20 
1 Std. bei RT. geruhrt. Man gibt 20 ml Pyridin zu, engt ein und dampft anschliessend noch 3mal rnit 

je 30 ml Toluol ein. Der Ruckstand wird nach Losen in wenig CH2Clz auf eine cthandgepackten 
Kieselgelsaule (0,5 x 10 cm) gegeben und nacheinander mit 400 ml CHzC12/MeOH (95: 5) und 800 ml 
CHzC12/MeOH/Et3N (90: 5: 5) chromatographiert. Die Produktfraktion, die nach ca. 0.5 1 Eluat beginnt, 
wird eingedampft und dann unter Zusatz von Toluol nochmals i.V. eingeengt. Der aufgeschaumte 
Ruckstand ist chromatographisch noch nicht einheitlich und wird daher in gleicher Weise iiber eine 
Kieselgelsaule rnit 1,4 1 CHzC12/MeOH/Et3N (94: 3: 3) gereinigt, wobei die Fraktion zwischen 0,3 und 
1,3 I aufgefangen wird. Nach Einengen und zweimaligem Eindampfen mit Toluol i.V. gewinnt man 
einen festen Schaum, der in wenig CHzCIz gelost und unter Riihren in 600 ml Hexan getropft wird. 
Der abgeschiedene Niederschlag wird bei 50”/ Torr iiber PzOs/Paraffin getrocknet und ergibt 
0,324 g (97%) farbloses, amorphes Festprodukt. ‘H-NMR (90 MHz, (D6)DMSO): 1,07-1,32 (m, 9 H, 
N(CHzCH3)3); 3,07 (4, 6 H, N(CH2CH3)3); 3,61-3.73 (m, 5 H, H-C(5’) und CH30); 8,09-8,13 

C78H103C1zN~10,8P2Si~ (1671,8) Ber. C 56,04 H 6,21 N 9,22% Gef. C 55,68 H 5,94 N 9,30% 

5.6. N6-Benzoyl-2’-O-(tert-bufyldimethylsilyl) -S-0-(4-me~hoxytrityl)adenosyl-[3’-[OP-(2-chlorphenyl)]- 
S]-2’-0-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-(isobutyryl)guanosin-3)-(2-chlorphenyl)(2-cyanathyl)phosphat (44). 
Verbindung 35 [I41 (0,186 g, 0,180 mmol) und 0,121 g (0,17 mmol) 34 [I41 werden in 2,5 ml abs. 
Pyridin mit 0,141 g (0,370 mmol) TPS-NT versetzt und 12 Std. bei 0” im Kiihlschrank aufbewahrt. 
Man verdunnt mit 200 ml CHC13 und schuttelt 3mal rnit je 200 ml 0 , 0 1 ~  Phosphatpuffer pH 7 aus. 
Die org. Phase wird (NaZS04) getrocknet, i.V. eingeengt und dann noch mehrmals unter Zusatz von 
Toluol i.V. eingedampft. Der braunliche, feste Ruckstand wird in wenig CHzCl2 aufgenommen, auf 
eine ((handgepackten Kieselgelsaule ( 1  x 20 cm) gegeben und rnit 2 1 CCWCH2C12/MeOH (6:4: 0,4) 
chromatographiert. Die Produktfraktion zwischen 1.2 und 1,8 1 wird eingeengt und nach Losen in 
wenig CHzClz iiber eine GFS-Kieselgelsaule, Typ C (N = 11 OW), mit CHzCIz/MeOH (96: 4) chro- 
matographiert. Nach Einengen der Produktfraktion wird in wenig CHzClz gelost und unter Ruhren in 

(23 ,  H-C(8)); 12,13 (s, 2 H, NH). 
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200 ml Hexan getropft, wobei sich 0,167 g (60%) farbloser Feststoff abscheiden. 'H-NMR (90 MHz, 
CDC13): 2,74-2,88 (m, 2 H, CH2CN); 3,76 (s, 3 H, CH3O); 6,78 (d, J = 9 ,  2 H, o-Anisyl-H); 7,68 
(s, 1 H, H-C(8) (G'")); 8,31 und 8,35 (2s,  I H ,  H-C(8) (ABz), Diastereomere); 8,95 (s, 1 H, NH 
(ABz)); 10.04 (s, 1 H, NH, (G'")). 

C78H&12N11017P2Si2 (1641,7) Ber. C 57,07 H 5.46 N 9,39% Gef. C 57,02 H 5,71 N 9,51% 

5.7. Triathylammoniuni-[6-benzoyl-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl~-5f-0-(4-methoxytri~yl)ude~iosyl-[3~- 
[0P-(2-chlorphenyl)]-5'j-2'-0-(tert-buiyldimethylsilyl) -N2-isobutyrylguanosin-3'-(2-chlorphenyl)phosphut~ 
(45). Verbindung 44 (0,493 g, 0,300 mmol) wird in 3 ml Pyridin, 3 ml Et3N und 0,l  ml H20 90 Min. 
bei RT. geriihrt. Man engt ein, dampft noch 3mal rnit je 50 ml Toluol i.V. ein und gibt den braunlichen, 
festen Schaum - in CH2C12 gelost - auf eine ((handgepackte)) Kieselgelsaule (2x 10 cm). Es wird 
nacheinander rnit 200 ml CH2CIz/MeOH (95: 5 )  und 1,2 1 CH2CIz/MeOH/Et3N (90: 10: 5 )  chromato- 
graphiert. Das Produkt wird ab 0,5 1 eluiert, diese Fraktion eingeengt und dann noch 2mal rnit 50 ml 
Pyridin bzw. 50 ml Toluol i.V. eingedampft. Der erhaltene Ruckstand wird uber eine Kieselgelsaule 
( I  x 15 cm) mit 1,8 1 CH2C12/EtOH/Aceton (6:4:1) gereinigt und dabei die Fraktion zwischen 0,4 und 
1,7 I aufgefangen. Nach Einengen wird durch Losen in wenig CH2Cl2 und Eintropfen unter Ruhren in 
600 ml Hexan ein amorpher Feststoff erhalten, der nach Trocknen bei 50"/10-3 Torr uber PzOs/Paraffin 
0,465 g (92%) wiegt. 'H-NMR (90 MHz, (D6)DMSO): 1,00-1,23 (m, 9 H, N(CHz-CH3)3); 3,72 (s, 3 H, 

8,48 (s, 1 H, H-C(2)); 8,82 (s, 1 H, H-C(8) (ABz)); I1,22, 11,61 und 11,94 (3 s, 3 H, NH). 

C~lHl~lC12Nl101~P2Si~  (1689,8) Ber. C 5737 H 6,02 N 9,12% Gef. C 57,26 H 6,18 N 8,76% 

CH30); 6,OO (d, J = 7 ,  1 H ,  H-C(1')); 6,29 (d, J = 7 ,  1 H, H-C(I')); 7,61 (s, 1 H, H-C(8) (G'")); 

5.8. N4-Benzoyl-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5'-O-(4-methoxytrityl)cytidyl-[3'-[OP-(2-chlorphenyl~~- 
5']-2'-0-(tert-bu~yldimethylsilyl~-Nz-isobutyrylguunosin-3'-(2-chlorphenyl(2-cyunathyl)phosphut (46). Tri- 
athylammonium-[N4-benzoyl-2'-O-(tert- butyldimethylsilyl)-5 '-O-(4-methoxytrityl)cytidin-3'-(2-chlorphe- 
nyi)phosphat] [14] (36; 0,103 g, 0,100 mmol), 0,071 g (0,100 mmol) 34 1141 und 0,059 g (0,200 mmol) 
MS-NI werden in 2 ml abs. Pyridin gelost und 66 Std. bei 4-7" geriihrt. Man verdunnt mit 100 ml 
CHC13, schuttelt 3mal mit je 100 ml 0,OIhl Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet die org. Phase 
(NaZS04), engt i.V. ein und dampft den Riickstand noch 2mal rnit je 20 ml Benzol ein. Der Ruckstand 
wird in wenig CHzClz gelost, auf eine <(handgepackte>) Kieselgelsaule (2,5 x 8 cm) gegeben und mit 
CHzC12/AcOEt (3: 2) vorchromatographiert. Die Produktfraktion wird eingeengt und der Riickstand 
nach Losen in wenig CH2Clz iiber eine prap. GFS-Kieselgelsaule, Typ B (N=5900), mit CH2C12/ 
Petrolather/MeOH (100: 100: 2) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 35 ml/Min. chromatographiert. 
Der Produkt-Peak hat eine Retentionszeit von 3 Std. Diese Fraktion wird eingeengt und der Riickstand 
nach Losen in wenig CHzClz durch Eintropfen in Hexan unter Riihren ausgefallt, wobei 0,084 g (52%) 
farbloser, amorpher Feststoff erhalten werden. 'H-NMR (90 MHz, (D6)DMSO): 2,97 (m,  2 H, 
CH-jCN); 5,90 (m, 2 H, H-C(1')); 8,22 (m, 2 H, H-C(8) (G'") und H-C(6) (CBz)). 

C77H89CI2N9018P2Si2 (1617,7) Ber. C 57,17 H 5 3 5  N 7,79% Gef. C 57,04 H 5,53 N 7,60% 

5.9. 2'-0-(tert-ButyldimethylsiEyl)-N2-isobutyryl-5'-O-(4-methoxytrityl)guunos~~l-~3~-[OP-(2-chlorphe- 
nyl)]-5'~-N6-benzoyl-2'-O-(tert-butyldimethylsily1~udenosin-3'-(2-chlorphenyl)(2-cyanathyl)phosphut (47). 
Verbindung 33 [I41 (0,103 g, 0,100 mmol) und 0,073 g (0,100 mmol) N6-Benzoyl-2'-O-(tert-butyl- 
dimethylsilyl)adenosin-3'-(2-chlorphenyl)(2-cyanathyl)phosphat 1141 (37) werden 2mal mit je 3 ml abs. 
Pyridin i.V. zur Trockne eingeengt. Man nimmt erneut in 5 ml abs. Pyridin auf, setzt 0,059 g (0,200 
mmol) MS-NI zu und konzentriert auf ca. 3 ml. Es wird 60 Std. bei RT. geruhrt, mit 200 ml CHCI3 
verdunnt und 3mal rnit je 200 ml O,OIM Phosphatpuffer pH 7 ausgeschuttelt. Nach Trocknen der org. 
Phase (Na2S04) wird eingeengt, der Ruckstand in wenig CHzCl2 gelost und auf eine ((handgepackte>) 
Kieselgelsaule (1 X 15 cm) gegeben. Man chromatographiert nacheinander rnit 300 ml CH2Cl2 und 
800 nil CH2C12/MeOH (95:5), wobei das Produkt zwischen 0.4-0,7 1 eluiert wird. Nach Einengen 
wird der Ruckstand nach Losen in wenig CHzCl2 auf eine prap. GFS-Kieselgelsaule, Typ C 
(N = 12000), gegeben und rnit CHzCl2/Petrolather/MeOH (100: 10: 3) bei einer Durchflussgeschwindig- 
keit von 32 ml/Min. chromatographiert. Der Produkt-Peak hat eine Retentionszeit von 36 Min. Die 
Produktfraktion wird eingeengt und der feste Schaum nach Losen in wenig CH2C12 unter Ruhren 
in 200 ml Hexan getropft. Der amorphe Feststoff wird getrocknet und ergibt 0,148 g (90%). 'H-NMR 
(90 MHz, CDC13): 2,70-2,82 (m, 2 H, CH2CN); 3,74 (s, 3 H, CH3O); 5,86-5,94 (m, 1 H, H-C(1')); 
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6,05-6,12 (m, 1 H, H-C(1’)); 6,77 (d, J = 9 ,  2 H ,  o-Anisyl-H); 8,13 (s, I H ,  H-C(2) (ABz)); 8,85 und 
9,Ol (2 s, 2 H, NH). 

C ~ X H X ~ C I Z N ~ ~ O ~ ~ P ~ S ~ ~  (1641,7) Ber. C 57,07 H 5,46 N 9,39% Gef. C 56,78 H 5,52 N 9,27% 

5.10. 2‘-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-~-O-(4-metho~ytrityl)guanosyl-[3f-[O~-(2-chlorphe- 
ny1]5’]-N4-benzoyl-2’-O-(tert-butyldimethylsi~l)cytidin-3’-(2-chlorphenyl)(2-cyana~hyl)phosphat (48). Ver- 
bindung 33 1141 (0,103 g, 0,100 mmol) und 0,071 g (0,100 mmol) N4-Benzoyl-2’-O-(tert-butyldimethyI- 
silyl)cytidin-3’-(2-chlorphenyl) (cyanathy1)phosphat [14] (38) werden 2mal mit je 3 ml abs. Pytidin 
i.V. eingeengt. Der Riickstand wird erneut in 5 ml abs. Pyridin gelost und 0,059 g (0,200 mmol) 
MS-NI zugegeben. Nach Konzentrieren auf ca. 3 ml wird 60 Std. bei RT. geriihrt. Man verdiinnt 
mit 200 ml CHC13, schiittelt 3mal mit je 200 ml 0 , O l ~  Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet die org. 
Phase (Na2S04) und engt ein. Der braunliche Riickstand wird in wenig CH2C12 gelost, auf eine 
Kieselgelsaule (1 x 10 cm) gegeben und nacheinander mit 300 ml CH2Cl2 und 1,3 1 CH2C12/MeOH 
(97: 3) chromatographiert. Die Produktfraktion zwischen 0,5 und 1,2 1 wird eingeengt, der Riickstand 
nach Losen in wenig CH2Cl2 auf eine prap. GFS-Kieselgelsaule, Typ C ( N =  12000), gegeben und 
mit jeweils 1,25 1 CH2C12/MeOH (100:3), CH2Cl2/MeOH (100:4), CH2C12/MeOH (100:5) und 
CH2C12/MeOH (100: 6) chromatographiert. Der Produkt-Peak hat bei einer Durchflussgeschwindigkeit 
von 38 mVMin. eine Retentionszeit von 110 Min. Man engt die Hauptfraktion ein und fallt aus 
CH2Cll/Hexan unter Riihren um. Es scheiden sich hierbei 0,087 g (54%) amorphes Festprodukt ab. 
IH-NMR (90 MHz, CDC13): 2,60-2,76 (m, 2 H, CH2CN); 5,82-5,97 (m,  2 H, H-C(1’)); 7,77-7,91 
(m, 3 H, 2 aromat. H und H-C(8)); 8,61 (s, 1 H, NH). 

C77H&12N901&Si2 (1617,7) Ber. C 57,17 H 5,55 N 7,79% Gef. C 57,25 H 5,59 N 7,92% 
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