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Nucleotides, XVIII. Synthesis and Properties of (terr-Butyldimethylsilyl)guanosines,
Guanosine-3'-Phosphotriesters and Guanosine-containing Oligonucieotides

Summary

Silylation of N°-benzoyl- (1) and NZ?-isobutyrylguanosin (2) by tert-butyl-
dimethylsilyl chloride led to the various mono-, di- and tri-O-fert-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, 'H-, *C-,
and 3'P-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 Schwerldslichkeit des
Guanosins und seiner Derivate begriindet und treten zum andern auch durch eine
erhohte Imidazol-Reaktivitit in Form einer Spaltung dieses Heteroringes und
Bildung von fluoreszierenden Nebenprodukten in unerwiinschtem Masse zutage.

2. Synthesen. - Wir begannen mit Phosphorylierungen der partiell tersr-Butyl-
dimethylsilyl-geschiitzten N’-Acylguanosine 4, 5, 11 und 12, die analog den Be-
funden beim N*Benzoyl-cytidin [4] oder nach den Angaben von Ogilvie [5-11]
durch Silylierungen des N*-Benzoyl- (1) und N’-Isobutyrylguanosins (2) mit zers-
Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCl)/Imidazol (IM) in DMF synthetisiert wurden.
Bei Anwendung eines Verhiltnisses TBDMSCV/IM wie 1:2 im 4fach dquivalenten
Uberschuss zum N?-Acylguanosin 1 und 2 fihrt die Umsetzung bei tiefen Temp.
(2-3°C) iiberwiegend zu einer Monosubstitution in 5’-Stellung und ergibt das

Iy Teil XVIL: [1].
2y Aus den Dissertationen von D. F. [2j und W.S. [3).
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N?-Benzoyl-5’-O-(teri-butyldimethylsilyl)guanosin  (3) in 73proz. bzw. das ent-
sprechende N2-Isobutyryl-Derivat 10 in 61proz. Ausbeute. Der gleiche Reaktions-
ansatz fithrt bei 25-30°C jeweils zu einem Gemisch bestehend aus drei Verbin-
dungen, von denen als Hauptprodukte die beiden Isomeren N?-Acyl-2’,5’- (4 und
11) und N?-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. Thre Trennung und Isolierung gelingt durch kombinierte
fraktionierende Kiristallisation und Schichtchromatographie: 4 (37%) und 5 (35%)
bzw. 11 (29%) und 12 (19%). Durch 8fachen Uberschuss an Silylierungsmittel und
verlidngerte Reaktionszeit kommt es zu einer vollstindigen Substitution im Zucker-
teil der Nucleoside unter Bildung des N2-Benzoyl- (6) mit 95- und des N-Isobutyryl-
2’,3’, 5'-tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosins (13) mit 55proz. Ausbeute.

0 0
HN N HN
INW Mol
RCOHN”SN-N HoN7 SN~ ~N
RIOHLC Sil-OHL g
R0 OR' Si-0 05il
R R' R? R? R R R? R3 15
1 CgHs H H H 8 Cgls H Sil H
2 CHCH), H H H 9  CgHy Sil Sl H
I (s H H Sil 10 CHICHY, H H Sil
4 CgHs Sl H Sil N CHCH Sl H Sil
5  CgHs H St Sit 12 CH(CHY H Sl Si
6 CegHs Sit Sil Sil 13 CH(CHy, Sil Sil Sil
7 CHs Sl H H W CHI(CHy, Sil Sit H

0 0
HN N HN N HN
o o an
RCOHNJQN N> RCOHNJ?N N> Sy AN

(CH}CHCOHN"N

Sil-0l SIFOHC g ROHL
0 Osil S0 0 ct 0 osil
RR0-p-OR' R0-p-0R (3-0-p-or
0 0 0
R R R? R R
B CgHs CeHs CeHs bl 32 CHOTr  CHCHCN
17 CeHg o-Cl-CgH,  o-Cl-GH, 25 3 CHOTr HNEt;
18 CH(CHy, CgHs CeHs 26 u H CHCHLCN
19 CH(CHYy o-ClCH, o-ChCgHy 27
0 CgHs 0-Cl-CgH,  CHICCh 28

M CH{CH), oCl-CgHi CHCCly 29
22 CGHS 0-Cl-CgHs CHCHXCN 30
23 CH{CH), oClCgH,  CHCHCN 3t

Fine interessante Variante ist die selektive Abspaltung des 5’-O-(tert-Butyl-
dimethylsilyl)-Restes, was in AcOH/H,O (8:1) bei 50°C recht gut gelingt. Dies
fiihrt aus 4 und 5 zu N?-Benzoyl-2’-0- (7) bzw. N?-Benzoyl-3'-O-(tert-butyldimethyl-
silyl)guanosin (8) sowie aus 6 und 13 zu N2-Benzoyl-2’, 3’-bis-0- (9) bzw. N2-Iso-
butyryl-2’, 3’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (14). Dartiber hinaus haben
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Tabelle 2. UV- und ! H-NMR-Spektren

Verbin- UV-Absorptionswerte (MeOH) Substituent?) an
dung Jmax [IDM] 1ge 2-0 3-0 50
1 236 258 264 294 421 4,16 4,16 4,17 H H H
3 236 257 264 293 4,19 4,15 4,15 4,14 H H TBDMS
4 234 257 264 293 424 4,19 4,19 4,19 TBDMS H TBDMS
5 236 258 264 294 424 4,19 4,19 4,19 H TBDMS TBDMS
6 234 257 264 293 423 4,19 4,19 4,19 TBDMS TBDMS TBDMS
7 236 257 264 294 4,18 4,13 4,13 4,13 TBDMS H H
8 236 257 264 298 4,18 4,13 4,13 4,13 H TBDMS H
9 234 257 263 293 424 4,19 4,19 4,19 TBDMS TBDMS H
2 255 259 280 423 423 4,10 H H H
10 255 259 280 422 422 4,08 H H TBDMS
11 255 259 277 421 421 4,08 TBDMS H TBDMS
12 255 259 277 422 422 408 H TBDMS TBDMS
13 255 258 277 4,23 423 4,10 TBDMS TBDMS TBDMS
14 256 260 279 421 421 4,08 TBDMS TBDMS H
159) 254 [272] 4,19 3,94%) TBDMS TBDMS TBDMS

2) TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl. b) d= Dublett, br. d= breites Dublett, pr= Pseudotriplett. ©) Anzahl der
Protonen in Klammern. 9) Deacyliert an N°-Atom. €) Schulter.

wir in 6 und 13 mit Et;N in MeOH auch die N?-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 fritheren Untersuchungen in der Cytidin-Reihe [4]
die 13C-NMR-Spektren herangezogen, die sich bei Einfithrung einer sers-Butyl-
dimethylsilyl-Gruppe durch eine jeweilige Tieffeldverschiebung von 1,2-3,0 ppm
des benachbarten alkoholischen Ring-C-Atoms im Vergleich zum N?-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 zunichst mit Diphenylchloridphosphat und Bis (o-chlorphenyl)chlorido-
phosphat untersucht. Die Reaktionen wurden in CH;CN/Pyridin-Loésung unter der
Katalyse von 1-Methylimidazol [12} durchgefiihrt und lieferten zwischen 40 und
70% wechselnde Ausbeuten, bedingt in erster Linie durch priparative Schwierig-
keiten bel 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 mit (o-Chlorphenyl)(2,2,2-trichlorathyl)-
chloridophosphat [13] und zum andern durch stufenweise Veresterung des (o-Chlor-
phenyl)dichloridophosphats erstens mit den 2- und 3’-OH-Guanosin-Derivaten
und zweitens mit B-Hydroxypropionitril unter der katalytischen Wirkung von
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von silylierten N2-Acylguanosinen

TH-NMR ((Dg)DMSO (5-Werte, J (Hz))®) Silyl-Gruppen®)
H-C(I) J(I,2) 2-OH 3.0H 5.OH (CH,),S1 [(CH:);CIS1

588(d) 6,0 542(br.d)  512(br.d) 500 (pr)

0,06 (©) 0,82 ©9)

588(d) 5,0 548 (br.d)  5,12(br.d)

594(d) 80 . 510 (br.d) - 0,12(6) —0,02(3) 0,94 (9) 0,84 (9)
—-0,12(3)

586(d) 6,5 544 (br.d) - - 0,12(6) 0,10 (6) 09(9) 0,88(9)

590(d) 80 - - - 0,10(12) —0,08 (3) 0,9 (18) 0,72 (9)
0,30 (3)

588(d) 6,0 - 508 (br.d) S508(pH) —002(3) —0,16(3) 0,7(9)

586(d) 6,5 534 (br.d) - 5,04 (pr) 0,14 (6) 09 (9)

592(d) 80 - - 5,16 (pf) 0,12(3)  0,10(3) 09(9 0,88 (9)

581(d) 6,0 545(br.d)  516(br.d) 5,03 (pr) - -

594(d) 5.0 560(br.d) 524 (br.d) - 0,06 (6) 0,9 (9)

588(d) 6,0 - 508 (br.d) - 0,08(6) —0,04(3) 09(%) 079
-02(3)

576(d) 7,0 540 (br.d) - - 0,14(6) 0,08 (6) 09 (18)

586(d) 6,0 - - - 0,10 (12) — 0,06 (3) 0,9 (18) 0,88 (9)
-03(3)

582 60 - - 5,16 (p2) 0,12(6) —0,08(3) 09(9) 0,79
-0,32(3)

572(d) 40 - - - 0,1(12) —0,06(3) 0,9 (18) 0,7 (9)
~024(3)

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

Bei den 'H-NMR-Spektren sind vor allem die Signale der anomeren Protonen H—C(1’) typisch,
die erwartungsgemiiss als & mit Kopplungskonstanten von 4-5 Hz erscheinen. Die Anomeren-Protonen
der Guanosin-2’-phosphotriester absorbieren dabei vergleichsweise bei tieferem Feld als die der
¥-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—O—CH-Protonen durch
die Phosphotriester-Reste verstirkt entschirmt, wodurch sich ihre Signale von denen der iibrigen
Zuckerprotonen durch eine Tieffeldverschiebung in den Bereich §= 5,5-6,2 unterscheiden.

Die *'P-NMR-Spektren in CDCl; zeigen bei den chiralen Guanosinphosphotriestern 20-23 und
28-31 jeweils zwei Signale, aus denen sich das Diasterecomerenverhiltnis 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 fiihrt und dass die Verkniipfung mit
der 2-Position im Vergleich zur 3’-Stellung generell eine Absorption bei tieferem Feld zur Folge hat.

Nach zunichst erfolglosen Versuchen, die neu dargestellten Guanosinphospho-
triester durch Hydrolyse zu den entsprechenden Phosphodiestern als Komponenten
fir den Aufbau von Oligonucleotiden zu verwenden, bot sich dann als giinstigere
Variante die in der Adenosin-Reihe erfolgreich praktizierte Strategie [1] an. Hierzu
wird ausgehend vom 2’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N?-isobutyryl-5’-O-(4-methoxy-
trityl)guanosin-3’-(2-chlorphenyl) (2-cyanithyl)phosphat [14] (32) durch Tridthyl-
amin-Behandlung einmal das Tridthylammonium-Salz des entsprechenden Phos-
phodiesters 33 und zum andern durch Sdurebehandlung unter Detritylierung der
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Tabelle 3. UV- (MeOH) sowie .H- und 3 P-NMR-Spektren (CDCl3; 8-Werte, J in Hz) von vollgeschiitzten
Guanosinphosphotriestern

Verbin- UV-Absorptionswerte?) 'H-NMRb) 3Ip_.NMR®)
dung Ay (M) Ige H=C(1y J(I.2) P~O0-CH
16 237 257 261 292 420 4,18 4,18 4,16 580(d) 40 6,28 10,35
17 237 258 259 292 4,17 4,19 4,17 4,14 588(d) 40 6,12 11,85
18 257 277 424 4,09 580(d) 40 6,12 11,62
19 [255] 260 272 [282] [4,24] 425 4,12 [4,10] 590 () 40 5,86 12,73
20 237 258 263 292 4,19 4,18 4,18 4,16 592(d) 5,0 5,70 8,13 (10)
7,56 (7)
21 257 271 [283] 423 410 [408]  580(d) 50 570 8,65 (10)
8,05 (2)
22 236 256 264 292 421 420 420 4,18 592(d) 5,0 5,80 7,49 (9)
7,21 (10)
23 257 271 [282] 415 401 [3,9]  590() 50 556 8,29 (7)
7,75 (10)
24 237 253 290 4,15 4,11 4,08 622(d) 50 5,60 13,05
25 237 260 290 4,15 4,11 4,08 6,30(d) 5,0 5,74 13,76
26 [255] 259 277 [420] 421 4,08 614(d) 50 550 13,38
27 260 272 [283] 425 4,12 [4,11] 6,22 (d) 50 5,64 13,95
28 235 255 262 290 4,18 4,12 4,10 4,09 6,26 (d) 5,0 5,60 9,69 (1)
6,16 (d) 5.0 8,99 (1)
29 258 277 4,18 4,05 6,22 (d) 50 5,50 9,66 (10)
620(d) 50 9,17 (7)
30 235 260 292 4,18 4,14 4,13 6,60 (d) 5,0 5,70 9,12 (3)
8,05 (20)
31 257 271 [282] 4,11 3,99 [3,95] 6,16 (d) 5,0 5,52 9,21 (10)
612(d) 50 8,50 (4)

#) Schulter in eckigen Klammern. ®) d=Dublett. ©) Integrationsverhiltnis in runden Klammern.

5-OH-Guanosinphosphotriester 34 hergestellt. Fiir das 3’-Ende der Oligonucleotid-
Kette wird das 2/, 3’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)N?-(isobutyryl)guanosin (14) ein-
gesetzt, das man aber nicht wie hier beschrieben aus 13 sondern besser aus dem
entsprechenden 5-O-(4-Methoxytrityl)-Derivat [15] durch Siurespaltung gewinnt.
Ausgehend vom Guanosinphosphodiester 33 wurden zunichst die Kondensationen
mit den 5-OH-Komponenten 14 und 34 zu den Dimeren GpG (39) bzw. GpGp (41)
untersucht. Mit 2,4, 6-Triisopropylbenzylsulfonsdure-(4-nitroimidazolid) (TPS-NI)
als Kondensationsmittel bildete sich 39 in nur 30proz. Ausbeute, und mit dem
reaktiveren Mesitylensulfonsiure-(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-Triisopropylbenzolsulfonsdure-(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 24stiindiger Reaktionszeit 74%
an 39 resultierten. Auch die Synthese des Dimeren 41 wurde optimiert, wobei das
Molverhiltnis 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 mit p-Toluolsulfonsdure in CH,Cl,/MeOH verlief
problemlos mit 96proz. Ausbeute zu 42 und durch die basenkatalysierte Eliminie-
rung der Cyanidthyl-Gruppe liess sich der entsprechende terminale 3’-Phospho-
diester 43 ebenfalls mit 95% gewinnen.

Der nichste Problemkreis beschiftigt sich dann mit der Synthese gemischter
Guanosin-haltiger Dinucleosidmonophosphotriester und Dinucleosid-bis (phospho-
triester) nach demselben Aufbauprinzip der Kondensation eines Phosphodiesters
mit der 5-OH-Komponente. Triethylammonium-{NS-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 dhnliche chromatographische Verhalten von nicht umgesetztem Nucleosid 14
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und dem dimeren Reaktionsprodukt gestaltete die Isolierung und Reinigung von 40
schwierig und erkliart dadurch auch die nicht ganz befriedigende Ausbeute. Die
Darstellung von 44 wurde etwas griindlicher bearbeitet, wobei sich zeigte, dass
die Kondensationsreaktion zwischen 35 und 34 recht empfindlich gegeniiber
Variationen der Reaktionsbedingungen ist. Am giinstigsten erwies sich bei Ver-
wendung von TPS-NI eine 12stiindige Reaktionszeit bei 0 °C, wobei sich 45 mit
60proz. Ausbeute gewinnen liess. Das Auftreten von farbigen Nebenprodukten
polaren Charakters verrit eine gewisse Labilitit der endstindigen 3’-(2-Chlor-
phenyl) (2-cyanithyl)phosphat-Gruppe speziell am Guanosin-Baustein. Die Ab-
spaltung der Cyanithyl-Gruppe in 44 mit Et;N verlief erwartungsgemiss mit
hoher Ausbeute (92%) zu 45.

Die Synthese des vollgeschiitzten 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(phosphotriestern)
47 und 48 mit einer Guanosin-Einheit am 5’-Ende konnten, nach dem Reaktions-
verlauf zu schliessen, bislang noch keine allgemein giiltigen und verwertbaren
Gesichtspunkte abgeleitet werden, denn 33 reagiert mit 38 nach Optimierung der
Bedingungen mit maximal 54proz. Ausbeute zu 48, wihrend die analoge Reaktion
mit 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 (Tab. 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 N*Benzoylcytidin-Baustein wirkt sich in
einer lingerwelligen Absorption knapp iiber 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 gegenldufigen Kombinationen
ApGp (44) und GpAp (47) bzw. CpGp (46) und GpCp (48) sind in ihrem spek-
tralen Verhalten so dhnlich, was wohl mit einer gestreckten Konformation ohne
nennenswerte intramolekulare Wechselwirkung im Sinne eines «Stacking»-Effektes
interpretiert werden kann.

In gleicher Weise kénnen 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 dhnlichen Kurveverliufen zum Ausdruck. Lediglich 45
fillt aus der Reibe, das ein nahezu spiegelbildliches CD-Verhalten zu 40 und 44
zeigt. Moglicherweise zwingt hier die endstindige polare 3’-Phosphodiester-Funk-
tion dem Molekiil eine andersartige starre Konformation auf, die in einer Wechsel-
wirkung des ionischen Phosphat-Restes mit dem Elektronen-defizienten Pyrimidin-
Teil der Adenin-Base bestehen kénnte. Die komplexen Verhiltnisse konnen aber
ohne Frage erst durch weitere strukturell verwandte Beispiele und vertiefte Studien
iiber die Feinstrukturen dieser Verbindungstypen eine befriedigende Erkldrung
finden.

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

1. Allgemeines. Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. Das Einengen und Eindampfen von
Reaktions- und Extraktionslosungen wird stets im Biichi-Rotationsverdampfer vorgenomimen. Der
verwendete Petrolither hatte den Siedebereich 50-70°. Diuinnschichtchromatographie: Dunnschicht-
folien Cellulose F 1440 LS 254 und Kieselgel F 1550 LS 254 der Fa. Schleicher & Schiill. Prap. Schicht-
chromatographie: Kieselgel PF;s4 der Fa. Merck, Schichtdicke 2 mm. Sdulenchromatographie: Merck
Kieselgel 60 (Korngrosse 0,063-0,2 mm) fur «handgepackte» Siulen [15] und Kieselgel LiChroPrep Si 60
(15-25 ) fiir die prip. Fertigsdulen vom Typ B (250X 24 mm) und Typ C (400x 39,5 mm), deren
Priparierung, Konditionierung und Charakterisierung durch die Bestimmung der Bodenzahl N aus-
fithrlich in der Diplomarbeit D. Flockerzi, Univ. Stuttgart 1977 [17] beschrieben ist. Die Mitteldruck-
chromatographie wurde im allgemeinen bei 8-10 bar durchgefithrt. - Das Trocknen der Substanzen
erfolgte im Vakuum-Trockenschrank Biichi-TO 50 bei RT. oder missig erhdhter Temp. iiber P,Os.
UV-Absorptionsspektren und CD-Spektren: Cary-Recording-Spektrometer, Modell 718 bzw. 115/60,
der Fa. Applied Physics. NMR-Spektren: Bruker-Gerdte HFX-90 und WM-250 sowie Jeol-Gerit
JNM-MH-100. Abkiirzungen: TBDMSCI= tert-Butyldimethylsilylchlorid, DMF = Dimethylformamid,
TPS-NT = 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonsdure-(3-nitro-1,2,4-triazolid), MS-N1= Mesitylensulfonséure-
(4-nitroimidazolid), GFS-Kieselgelsdule = «Great-flow-system»-Saule.

2.1. N2-Benzoyl-5"-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (3). N?-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 Rithren bei 2-3° wird
eine Losung von 0,332 g (2,20 mmol) TBDMSCI in 1.5 ml abs. DMF wihrend 5 Min. zugetropft.
Man lasst 1,5 Std. bei derselben Temp. reagieren und tropft dann die Reaktionslysung langsam in
70 ml Eis/H,O ein. Der Niederschlag ergibt nach Trocknen bei 50° 0,185 g (73%). Zur Reinigung
wird in wenig MeOH gelost, mit der 10fachen Menge EtyO verdiinnt und im Kihlschrank lingere Zeit
aufbewahrt, wobei sich 0,152 g (60%) farblose Kristalle mit Schmp. 189-192° abscheiden.

C3H3NsOgSi (501,6)  Ber. C 55,07 H 623 N 1396% Gef. C5496 H645 N 13,88%

2.2. N2.Benzoyl-2', 5'-bis-O- und N2-Benzoyl-3', 5'-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (4 bzw. 5).
Verbindung 1 (3,87 g, 10,0 mmol) wird mit 591 g (88,0 mmol) Imidazol in 40 ml abs. DMF gelost
und bei 25-30° unter Riihren mit einer Losung von 6,6 g (44,0 mmol) TBDMSCI in 20 ml DMF
tropfenweise versetzt. Nach 1 Std. wird die Reaktionsiosung in 0,5 1 Eis/H,O unter Rithren einge-
tropft, wobei zunichst ein flockiger, spiter klebrig werdender Niederschlag ausfillt. Man filtriert ab,
lost mit Dioxan vom Filter und entfernt das Losungsmittel i.V. Der erhaltene Riickstand wird 15 Min.
mit 50 ml Et,O unter Riickfluss gekocht, und es wird noch warm vom Ungelosten abfiltriert. Der
Riickstand (2,1 g) besteht aus chromatographisch reinem 4. Aus dem Et,O-Filtrat kristallisieren beim
Abkiihlen 2,0 g 5 aus, die mit 3 ml MeOH gewaschen und dann getrocknet werden. Die vereinigten
Filtrate werden anschliessend zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird nach Losen in wenig
CHCl; auf 3 prip. Kieselgelplatten (40x20x 0,2 cm) aufgetragen und mit Et,O/Petroliather (9:1)
entwickelt. Es tritt Auftrennung in 4 Zonen ein, die mit CHClL/EtOH (2:1) eluiert werden, wobei man
nach steigendem Rp-Wert 0,1 g3, 0,14 g 5, 0,2 g 4 und 0,3 g 6 gewinnt; 4 bildet feine Nadeln, wenn
es mit wenig MeOH versetzt und durch Zugabe von Et,O zur Kristallisation gebracht wird. Man
gewinnt 2,3 g (37%) 4 mit Schmp. 225°.

CyoHusNsOSiy (615,9)  Ber. C 56,56 H 736 N 11,37% Gef. C 56,45 H750 N 11,38%

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

CyoHysN5OSi; (615,9)  Ber. €56,56 H 736 N I11,37%  Gef. C 56,66 H 748 N 11,40%

2.3. N2-Benzoyl-2',3', 5'-tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (6). Verbindung 1 (1,90 g, 4,90 mmol)
wird in 60 mi DMF gelost und nacheinander unter Rithren 5,80 g (86,5 mmol) Imidazol und 6,5 g
(43 mmol) TBDMSCI zugegeben. Man rithrt 48 Std. bei RT., tropft unter Rithren in Eis/H,O und
saugt den ausgeschiedenen Niederschlag ab. 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.

C;35sHsgNsOgSiz (730,2)  Ber. C57,58 H 8,15 NO55%  Gef. C57,92 HS805 N9,62%
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2.4. N2-Benzoyl-2-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (7). Verbindung 4 (1,24 g, 2,0 mmol) wird in
einer Mischung aus 40 ml AcOH und 5 ml H,0 20 Std. auf 50° erwidrmt. Man tropft die Reaktions-
16sung anschliessend in 400 ml Eis/H;O und stumpft mit festem K;CO; auf pH 5 ab. Der erhaltene
Niederschlag wird durch Losen in wenig AcOEt und Eintropfen in Pentan umgefillt, wobei 0,552 g
(55%) farblose Festsubstanz anfillt. Durch Umkristallisation aus Athylmethylketon/CHCI; (2:1) erhilt
man 0,31 g (31%) farblose Kristalle, die zwischen 135° und 165° sintern.

Cy3H3NsOgSi (501,6)  Ber. C 55,07 H 6,23 N 1396%  Gef. C5534 H6,62 N 13,61%

2.5. N2-Benzoyl-3'-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (8). Verbindung 5 (1,24 g, 2,0 mmol) wird
fiir 7 beschrieben 72 Std. auf 50° erwidrmt und aufgearbeitet. Da das Rohprodukt (0,8 g) chromato-
graphisch nicht einheitlich ist, wird es nach Losen in wenig CHCl;/MeOH (1:1) auf 4 prip. Kieselgel-
platten (40x20x 0,2 cm) aufgetragen und mit Athylmethylketon/CHCl; (2:1) entwickelt. Das Haupt-
produkt mit dem niedrigsten R-Wert von 0,6 wird mit CHCl3/EtOH (2:1) eluiert, das Eluat eingeengt
und der Riickstand nach Losen in wenig MeOH durch langsames Zutropfen von HyO zur Kristallisation
gebracht, wobei sich 0,75 g (75%) farblose Kristalle mit Schmp. 140-165° (Sintern) abscheiden.

Cy3HyNsOgSi (301,6)  Ber. C 5507 H623 N 13,96% Gef. C5490 H6,36 N 13,65%

2.6. N6-Benzoyl-2’, 3'-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin (9). Verbindung 6 (3,0 g, 4,1 mmol) wird
in einer Mischung aus 93 m! AcOH und 12 ml H,O 50 Std. bei 50° geriithrt. Anschliessend giesst man
langsam unter starkem Rithren in 11 Eis/H,O, filtriert den abgeschiedenen Niederschlag und trocknet
im Vakuumexsikkator. Das Rohprodukt wird nach Losen in wenig Athylmethylketon auf 10 prip.
Kieselgelplatten (40x20x 0,2 cm) aufgegeben und mit CHCly/Athylmethylketon (1:2) entwickelt.
Das breite Band mit Ry=0,6-0,7 wird abgekratzt, mit CHCl,/EtOH (2:1) eluiert, eingeengt und liefert
nach Trocknen 1,95 g (77%) chromatographisch reines 9. Kristalle kénnen erhalten werden, wenn man
in MeOH 16st, mit HO verdiinnt und dann anreibt. Das kristalline 9 schmilzt bei 215-220°.

CyoHysNsOgSi; (615,9)  Ber. C56,56 H 7,36 N 11,37% Gef. C56,5% H732 N 11,38%

2.7. 5'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryiguanosin (10). In 14 ml DMF werden 0,59 g
(8,8 mmol) Imidazol und 0,353 g (1,00 mmol) N?-Isobutyrylguanosin (2) gelést. Dann wird bei RT.
wihrend 5 Min. eine Losung von 0,66 g (4,4 mmol) TBDMSCI in 6 ml abs. DMF unter Riihren
zugetropft. Nach 10min. Rithren wird die Reaktionslosung in 200 ml Eis/H,O getropft und das
abgeschiedene Produkt im Vakuumexsikkator getrocknet. Man 16st das Rohprodukt in 4 ml CHCly/
MeOH (1:1), tragt auf 2 prip. Kieselgelplatten (40%20x 0,2 cm) auf und entwickelt mit Athylmethyl-
keton/CHCly (2:1), wobei Auftrennung in drei Zonen erfolgt. Das kurzlaufende Hauptband mit
R;=0,4-0,5 wird mit CHCl;/EtOH (2:1) eluiert und ergibt nach Einengen 0,283 g (61%) amorphes
Festprodukt. Durch Umkristallisation aus AcOEt lassen sich Kristalle mit Schmp. 202-210° gewinnen.

CyoH33NsOgSi (467,6)  Ber. C51,37 H7,11 N 14,98% Gef. C51,30 H747 N 1521%

2.8. 2', 5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)- und 3, 5'- Bis-O-(text-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 Rithren eine Losung von 5,2 g (34 mmol) TBDMSCI in 24 ml abs.
DMF wihrend 5 Min. zugetropft. Man entfernt dann die Kithlung und lisst nach 50 Min. bei RT.
unter Rithren reagieren. Danach wird unter intensivem Rithren in 11 Eis/H,O getropft und der
erhaltene Niederschlag im Vakuumexsikkator getrocknet. Die Substanz wird in CHCl3/MeOH (5:3)
gelost, auf 7 prip. Kieselgelplatten (40x20x0,2 cm) aufgetragen und mit Et,O/Petrolather (9:1)
entwickelt. Nach Verdunsten des Lésungsmittels wird noch einmal mit reinem Et,O entwickelt,
wobei sich im wesentlichen 3 Zonen separieren, die mit CHClL,/EtOH (2:1) eluiert werden. Aus der
am weitesten wandernden schmalen Bande mit Rp=0,95 gewinnt man 0,13 g (2%) 13. Die Zone mit
R;~0.85 liefert nach Einengen 0,87 g (19%) 12. Aus der breitesten Zone mit Rr=0,7 gewinnt man
1,35 g (29%) 11, das in wenig Aceton gelost und dann unter Rithren langsam in 50 ml Pentan getropft
wird. Es scheiden sich feine Nadeln mit Schmp. 202-204° ab.

CosHarN5OSh (581,9)  Ber. C53,67 HB8,14 N 12,04% Gef. C53,71 HGE,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.

Cy6H47NsOgSi; (581,9)  Ber. C53,67 H 8,14 N 12,04% Gef. C53,69 H7,95 NI11,93%

29. 2,3, 5-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin (13). Verbindung 2 (2,12 g,
6,00 mmol) und 7,1 g (0,1 mol) Imidazol werden in 36 ml abs. DMF gelost, und bei RT. wird unter
Rithren eine Losung von 7,9 g (53 mmol) TBDMSCI in 25 ml abs. DMF wihrend 5 Min. zugetropft.
Nach 21 Std. wird die Reaktionslosung unter kriiftigem Riihren in 300 ml Eis/H,O getropft, wobei
das Produkt teils flockig, teils klebrig ausfillt. Man saugt ab und 15st den an der Gefdsswand haftenden
Teil sowie den Filterriickstand in 100 ml CHCl;. Nach Trocknen wird eingeengt und das erhaltene
Ol mit 1 ml Et,O behandelt. Dann wird langsam 40 ml Pentan unter Riihren 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.

C3yHg N5sOgSi3 (696,1)  Ber. C 5521 HB883 N 1006% Gef. C5527 HZ8,78 N 10,07%

2.10. 2%, 3'- Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin (14). Verbindung 13 (1,4 g, 3,9 mmol)
wird in 160 ml AcOH bei 30° geriihrt, bis 13 chromatographisch nicht mehr nachweisbar ist. Man
entfernt den grossten Teil von AcOH 1.V. bei 30° und giesst die restliche Losung in eisgekiihlte ges.
NaHCO;-Losung. Der abgeschiedene Niederschlag wird gesammelt, mit H,O gewaschen und nach
Trocknen im Vakuumexsikkator in 16 ml CHCls/Athylmethylketon (1:1) geldst. Man trigt auf 6 prap.
Kieselgelplatten (40x20% 0,2 cm) auf, entwickelt mit CHCly/Athylmethylketon (1:2) und eluiert
die Hauptbande mit R¢= 0,6-0,7 mit CHCl3/EtOH (2:1). Nach Einengen des Eluats wird der Riickstand
in 2 ml MeOH gelsst. Nach Stehenlassen scheiden sich 0,94 g (41%) farblose Kristalle mit Schmp.
137-150° ab.

CysHy7NsOSi; (581,9)  Ber. €53,67 HS8,14 N 12,04%  Gef. C53,62 HB822 N 11.86%

2.11. 2/, 3, 5-Tris-O-(tert-butyldimethyisilyl)guanosin [15] (15). Verbindung 6 (40 mg, 0,055 mmol)
oder 13 (35 mg, 0,050 mmol) wird jeweils in 1 ml 0,1 methanolischer EtsN-Losung geldst und 60 Std.
bei RT. gerithrt. Der Reaktionsansatz wird auf eine prip. Kieselgelplatte (20x20x 0,2 cm) gegeben
und mit CHCly/EtOH (2:1) entwickelt und auch mit diesem Gemisch die Hauptbande eluiert. Nach
Einengen wird der glasige Riickstand aus Dioxan lyophilisiert. Aus 6 werden 31 mg (81%) und aus 13
werden 27 mg (86%) farbloses Festprodukt gewonnen.

C,eHssNsOsSiz (626,0)  Ber. € 53,72 H 8,86 N1L19% Gef. C5347 H912 N 1141%

3. Allgemeine Vorschrift fiir N2-Acyl-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)guanosin-3'- oder -2-diphenyl-,
-bis(2-chlorphenyl)- und -(2-chlorphenyl)(2, 2, 2-trichlovéthyl)phosphat (16-21 bzw. 24-29). N2-Acyl-bis-
O-(tert-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 2,0 mmol Diphenylchloridophosphat (0,54 g), Bis(2-chlorphenyl)-
chloridophosphat (0,68 g) bzw. (2-Chlorphenyl)(2,2,2-trichlorethyl)chloridophosphat [18] (0,66 g) und
2,0 mmol 1-Methylimidazol (0,16 g) wird fiir die in Tabelle 5 angegebene Zeit bei RT. gerithrt. Man
verditnnt mit 10 ml Toluol, engt i.V. ein und dampft noch mehrmals mit abs. Pyridin ein. Der sirupdse
Rickstand wird in CHCl3 gelost, auf 2 prip. Kieselgelplatten (40x 20x 0,2 cm) aufgetragen und mit
Et,)O/Pentan-Gemischen (7ab. 5) entwickelt. Die weitlaufende breite Bande wird mit CHCly/MeOH
(1:1) eluiert, das Eluat eingeengt, der Riickstand nochmals auf eine Kieselgelplatte gegeben und mit
Et,O entwickelt. Die Hauptbande wird eluiert, das Eluat eingeengt und der Riickstand aus Dioxan
oder Benzol lyophilisiert. Kristalle kdnnen erhalten werden, wenn das Lyophilisat in wenig Aceton
gelost und vorsichtig mit wenig H,O und wenigen Tropfen MeOH versetzt wird. Die Daten von
16-21 und 24-29 sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

4. Allgemeine Vorschrift fir N2-Acyl-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)jguanosin-3'- bzw. 2'-(2-chlor-
phenyl)(2-cyandthyl)phosphat (22, 23 bzw. 30, 31). In 3 ml abs. Pyridin werden 0,25 g (1,0 mmol)
(2-Chlorphenylydichloridophosphat und 0,14 g (2,0 mmol) 1,2,4-Triazol geldost und 30 Min. bei RT.
geriihrt. Zur entstehenden Suspension setzt man 0,5 mmol N?2-Acyl-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-
guanosin 4, 5 bzw. 11, 12 zu, rithrt 30 Min. bis klare Losung eingetreten ist und gibt anschliessend
fiir die zweite Alkoholkomponente 0,5 ml 2-Hydroxypropionitril zu. Es wird bis zum Reaktionsende
(s. Tab. 5) geriihrt, bei 30° i.V. eingeengt und dann noch 2mal mit je 4 ml Benzol eingedampft. Man
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lost in wenig CHCl, tréigt auf eine prip. Kieselgelplatte (40x 20x 0,2 ¢cm) auf und entwickelt 3mal
mit Et;O. Die breite Zone in der Plattenmitte wird mit CHCl3/EtOH (2:1) eluiert, das Eluat eingeengt
und der Riickstand nach erneutem Lésen in CHCl; nochmals iiber eine Kieselgelplatte durch 2malige
Entwicklung mit Et,O chromatographiert. Die Hauptbande wird eluiert, eingeengt und der Riickstand
aus Benzol lyophilisiert. Die Daten von 22, 23, 30 und 31 sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

5.1, 2-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5"-O-(4-methoxytrityl)guanosyl-{3’- [OP-(2-chlorphe-
nyl)]-5']-2', 3'"-bis-O-(tert-buiyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin (39). Triithylammonium-[2’-O-(ter:-
butyldimethylsilyl)- N2-isobutyryl-5'-O-(4-methoxytrityl)guanosin-3-(2-chlorphenyl)phosphat] [14] (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 mit 3 ml abs. Pyridin versetzt und bei 5° 24 Std. gertthrt. Man
nimmt das Gemisch in 200 m! CHCl; auf, schiittelt 3mal mit je 200 ml 0,01M Phosphatpuffer pH 7 aus,
trocknet die org. Phase (Na;SO4) und dampft anschliessend ein. Man 16st den Riickstand in CH,Cly,
gibt auf eine «handgepackte» Kieselgelsiule (1x 20 cm) und chromatographiert nacheinander mit
400 ml CH,;Cly und 1,2 1 CH,Cl,/MeOH (97:3). Das Produkt wird in der Fraktion 500-1100 ml
eluiert und hieraus durch Einengen gewonnen. Der feste, gelbliche Riickstand wird zur Reinigung
iiber eine GFS-Kieselgelsidule, Typ B (N = 7000) mit CH,Cly/Petrolither/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, 16st in wenig CHCly und tropft unter Rithren in 150 ml Hexan, wonach
0,219 g (74%) farbloser Feststoff erhalten werden. 'H-NMR (90 MHz, CDCl3) des zuerst eluierten
Diastereomeren: 3,72 (s, 3H, OCHs); 6,37-6,56 (m, 2H, H-C(1'}); 6,75 (d, J=9, 2 H, o-Anisyl-H);
7,67 und 7,80 (25, 2H, H—C(8)); 9.8 und 11,85 (25, 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, /=9, 2H, o-Anisyl-H);
7.57 und 7,67 (25, 2 H, H-C(8)); 10,61 und 10.84 (25, 2 H, NH).

C1HggCIN¢O15PSi3 (14943)  Ber. C 57,87 H6,61 N937% Gef. C57,76 H 6,60 N926%

5.2. Nb-Benzoyl-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5'-O-(4-methoxytrityl)adenosyl-[3'- [OP-(2-chlorphenyl)] -
5']-2', 3-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-(isobutyryl)guanosin (40). Tridthylammonium-[N6-benzoyl-2’-
O-(tert-butyldimethylsilyl)-5'-O-(4-methoxytrityl)adenosin-3-(2-chlorphenyl)phosphat] [14] (35; 0,116 g,
0,110 mmol) und 0,058 g (0,100 mmol) 14 [15] werden nach 4stdg. Trocknen bei 50°/10~3 Torr mit
59 mg (0,22 mmol) MS-NI und 2 ml abs. Pyridin versetzt und 24 Std. bei 22° gerithrt. Man nimmt
das Gemisch in 150 ml CHCly auf, schiittelt 3mal mit je 150 m! 0,01 M Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet
die org. Phase (Na,SO4) und engt i.V. ein. Der bridunliche Riickstand wird in CH;Cl, gelost, auf eine
«handgepackte» Kieselgelsdule (1 X 20 cm) gegeben und nacheinander mit 300 m! CH,Cl, und 900 ml
CH,Cl’MeOH (100:1) chromatographiert. Das gesuchte Produkt wird in der Fraktion 500-800 ml
elujert und hieraus durch Einengen gewonnen. Man nimmt den Riickstand erneut in wenig CH,Cly auf,
gibt auf eine GFS-Kieselgelsaule, Typ C (N =12000), und chromatographiert mit CCly/CH,Cl;yMeOH
(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 CH,Cl, gelost und in
80 ml Hexan unter Riihren getropft. Man erhalt 91 mg (60%) farblosen Feststoff. 'H-NMR (90 MHz,
CDCL): 3,38-3,74 (m, 5 H, H—C(5) (AB%) und OCHj); 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) (G**BY); 7,97-8.07 (m, 2 H, Benzoyl-H);
8.21 (s, 1H, H-C(2) (AB%); 8,70 (s, 1H, H-C(8) (ABz)); 8,96 (s, 1H, NH (AB9)); 9,95 und 11,83
(25,2 H, NH (G'*B)).

Cy5HogCIN|gO14PSi3 (1512,3)  Ber. C59,56 H 640 N926% Gef. C59,55 H638 N929%

5.3.  2-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5'-O-(4-methoxytrityl)guanosyl-[ 3’ - fOP-(2-chlorphe-
nyl)j-5']-2'-O-(tert-butyldimerhylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin-3'-(2-chlorphenyl) (2-cyandthyl)phosphat (41).
Verbindung 33 [14] (0,567 g, 0,550 mmol) und 0,356 g (0,500 mmol) 2-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N?-
(isobutyryl)guanosin-3’-(2-chlorphenyl) (2-cyanithyl)phosphat [14] (34) werden 6 Std. bei 50°/10~3 Torr
getrocknet, dann 0,419 g TPS-NT und 5 ml abs. Pyridin zugegeben. Nach 20stdg. Rithren bei 5°
wird in 200 ml CHCly; aufgenommen und 3mal mit je 200 ml 0,0lm Phosphatpuffer pH 7 ausge-
schiittelt. Nach Trocknen der org. Phase (Na;SOy4) wird eingedampft, der Riickstand in CH,Cl, gelost
und auf eine Kieselgelsdule (1x 20 cm) gegeben. Man chromatographiert zunéchst mit 300 ml CH,Cl,
und dann mit 1,6 1 CHy;Cl,/MeOH (96:4). Das gesuchte Produkt wird zwischen 700 und 1500 m)
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eluiert und aus dieser Fraktion durch Einengen als fester Riickstand gewonnen. Zur weiteren Reinigung
wird nach Losen in wenig CH,Cl, auf eine priap. GFS-Kieselgelsiule, Typ ¢ (N=11900), gegeben
und mit CH,Cl,/MeOQH (100:6) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 32 mI/Min. chromatographiert.
Der Produkt-Peak hat eine Retentionszeit von 42 Min. Man fingt die Hauptfraktion auf, engt ein, 15st
erneut in wenig CH,Cl; und tropft unter Riihren in 500 ml Hexan. Der Niederschlag liefert 0,704 g
(87%) farblosen Feststoff. 1H-NMR (90 MHz, CDCLy): 2,84 (m, 2 H, CH,CN); 3,76 (m, 5 H, H~C(5)
und CH;0); 6,01 (d, J=4, 1 H, H-C(1")); 7,96 (5, 2 H, H-C(8)); 11,86 und 11,96 (2 5, 2 H, NH).

C7sHg CL Ny, O1gPS; (1623,7)  Ber. C 5548 H 5,65 N94%  Gef. C5528 H3572 N9,23%

5.4, 2-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-(isobutyryl)guanosyl-[3'- [OP-(2-chlorphenyl)] -5’ ]-2’-O-(tert-buty!-
dimethylsilyl)-N2-(isobutyryl)guanosin-3'-(2-chlorphenyl) (2-cyandithyl)phosphat  (42). Verbindung 41
(0,162 g, 0,100 mmol) wird in 10 ml einer Losung aus 2 g TsOH und 100 ml CH,Cl/MeOH (4:1)
geldst und 60 Min. bei RT. gerithrt. Man verdiinnt mit 200 ml CHCI;, schiittelt 3mal mit 200 ml 0,01m
Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet die org. Phase (Na;SOy4) und dampft zur Trockne ein. Der farblose
Riickstand wird in CH,Cl, gelost, auf eine «handgepackte» Kieselgelsidule (1x 20 cm) gegeben und
mit 200 ml CH,Cl; gefolgt von 1,11 CH;Cl,/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
CH;Cl, auf eine GFS-Kieselgelsiule, Typ B (N = 5900), und chromatographiert mit CH,Cl,/Petrolither/
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, 16st in 3 ml CH,Cl, und tropft unter
Rithren in 200 ml Hexan, wobei sich 0,13 g (96%) farbloser Feststoff abscheiden. 'H-NMR (90 MHz,
CDCl3): 2,40-2,87 (m, SH, CH, CH,CN und H-C(5")); 3,79-4,02 (m, 2H, H-C(5)); 6,01 (d, /=38,
1H, H-C(1)); 7,76 (s, 1H, H-C(8)); 8,04 und 8,10 (25, 1H, H-C(8), zwei Diastereomere); 8,63
und 10,08 (2 5, 2 H, NH).

CssHysCLN| O PSy (1351,3)  Ber. C 48,89 H 5,59 N 1140% Gef C4879 H5,67 N 11,76%

5.5.  Tridthylammonium-[2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5'-Q-(4-methoxytrityl)guanosyl-
[3'-[OP-(2-chlorphenyl)}-5']-2"-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-(isobutyryl) guanosin-3'-(2-chlorphenyl) phos-
phat] (43). Verbindung 42 (0,325 g, 0,200 mmol) wird mit 5 ml Pyridin, 5 ml EtsN und 0,5 m! H,0
1Std. bei RT. gerithrt. Man gibt 20 ml Pyridin zu, engt ein und dampft anschliessend noch 3mal mit
je 30 ml Toluol ein. Der Riickstand wird nach Losen in wenig CH,Cl, auf eine «handgepackte»
Kieselgelsdule (0,5 10 cm) gegeben und nacheinander mit 400 ml CH,Cl,/MeOH (95:5) und 800 ml
CH,ClL,/MeOH/E;N (80:5:5) chromatographiert. Die Produktfraktion, die nach ca. 0.5 | Eluat beginnt,
wird eingedampft und dann unter Zusatz von Toluol nochmals i.V. eingeengt. Der aufgeschiumte
Riickstand ist chromatographisch noch nicht einheitlich und wird daher in gleicher Weise iiber eine
Kieselgelsdule mit 1,4 | CH,Cly/MeOH/E©3N (94:3:3) gereinigt, wobei die Fraktion zwischen 0,3 und
1,3 1 aufgefangen wird. Nach Einengen und zweimaligem Eindampfen mit Toluol 1.V. gewinnt man
einen festen Schaum, der in wenig CH,Cl, gelost und unter Rithren in 600 ml Hexan getropft wird.
Der abgeschiedene Niederschlag wird bei 50°/10~3 Torr iiber P,Os/Paraffin getrocknet und ergibt
0,324 g (97%) farbloses, amorphes Festprodukt. 'TH-NMR (90 MHz, (Dg)DMSO): 1,07-1,32 (m, 9 H,
N(CH,CHs)3); 3,07 (g, 6H, N(CHyCH3)); 3,61-3,73 (m, 5H, H~C(5) und CH;0); 8,09-8,13
(25, H-C(8)); 12,13 (s, 2 H, NH).

CsHio3CLN[105P,Si; (1671,8)  Ber. € 56,04 H 6,21 N922%  Gef. C5568 HS594 N 930%

5.6.N®-Benzoyl-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-O-(4-methoxytrityl)adenosyl-[ 3 - [O¥-(2-chiorphenyl) ] -
5]-2-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-(isobutyryl)guanosin-3)-(2-chlorphenyl) (2-cyandthyl) phosphat ~ (44).
Verbindung 35 [14] (0,186 g, 0,180 mmol) und 0,121 g (0,17 mmol) 34 [14] 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 verdiinnt mit 200 ml CHCl; und schiittelt 3mal mit je 200 ml 0,01M Phosphatpuffer pH 7 aus.
Die org. Phase wird (Na;SO4) getrocknet, i.V. eingeengt und dann noch mehrmals unter Zusatz von
Toluol 1i.V. eingedampft. Der briunliche, feste Riickstand wird in wenig CH,Cly aufgenommen, auf
eine «handgepackte» Kieselgelsaule (1x 20 cm) gegeben und mit 2 1 CCly/CH,Cl,/MeOH (6:4:0,4)
chromatographiert. Die Produktfraktion zwischen 1,2 und 1,8 1 wird eingeengt und nach Losen in
wenig CHyCl, iiber eine GFS-Kieselgelsaule, Typ C (N=11000), mit CH,Cly/MeOH (96:4) chro-
matographiert. Nach Einengen der Produktfraktion wird in wenig CH,Cl, gelost und unter Riihren in
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200 ml Hexan getropft, wobei sich 0,167 g (60%) farbloser Feststoff abscheiden. 'H-NMR (90 MHz,
CDCls): 2,74-2,88 (m, 2H, CH,CN); 3,76 (s, 3H, CH30); 6,78 (d, J=9, 2 H, o-Anisyl-H); 7,68
(s, 1TH, H-C(8) (GB)); 8,31 und 8,35 (25, 1H, H-C(8) (AP?), Diastereomere); 8,95 (s, 1H, NH
(AB2)); 10,04 (s, 1 H, NH, (G*B)).

Co3HgsCLLN|1017P,Si; (1641,7)  Ber. C 57,07 H546 N939% Gef. C57,02 HS5,71 N951%

5.1, Tridthylammonium-[NS-benzoyl-2'-O-(test-butyldimethylsilyl)-5'-O-(4-methoxytrityl)adenosyi-[3'-
JOP-(2-chlorphenyl)]-5"]-2’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin-3'-(2-chlorphenyl)phosphat]
(45). Verbindung 44 (0,493 g, 0,300 mmol) wird in 3 m] Pyridin, 3 ml EsN und 0,1 m} H,0 90 Min.
bei RT. gerithrt. Man engt ein, dampft noch 3mal mit je 50 ml Toluol i.V. ein und gibt den braunlichen,
festen Schaum - in CH;,Cly gelost - auf eine «handgepackte» Kieselgelsiaule (2% 10 cm). Es wird
nacheinander mit 200 ml CH,Cl,yMeOH (95:5) und 1,2 1 CH,Cly/MeOH/Et;N (90:10:5) chromato-
graphiert. Das Produkt wird ab 0,5 1 eluiert, diese Frakiion eingeengt und dann noch 2mal mit 50 ml
Pyridin bzw. 50 ml Toluol i.V. eingedampft. Der erhaltene Riickstand wird iiber eine Kieselgelsiule
(1x 15 cm) mit 1,8 | CHyCly/EtOH/Aceton (6:4:1) gereinigt und dabei die Fraktion zwischen 0,4 und
1,7 | aufgefangen. Nach Einengen wird durch Losen in wenig CH,Cl, und Eintropfen unter Rithren in
600 ml Hexan ein amorpher Feststoff erhalten, der nach Trocknen bei 50°/10~3 Torr iiber P,Os/Paraffin
0,465 g (92%) wiegt. TH-NMR (90 MHz, (Dg)DMS0): 1,00-1,23 (m, 9 H, N(CH,—CH3)3); 3,72 (s, 3 H,
CH;0); 6,00 (d, J=7, 1H, H-C(1)); 6,29 (d J=7, 1H, H-C(1?)); 7,61 (s, 1H, H-C(8) (G¥B));
8,48 (s, 1H, H-C(2)); 8,82 (s,  H, H-C(8) (AB%)); 11,22, 11,61 und 11,94 (3 5, 3 H, NH).

Cy1H 0iCLN|,017P;Si; (1689,8)  Ber. C57,57 H6,02 N912% Gef. C5726 H6,18 N 876%

5.8. N*Benzoyl-2’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5'-O-(4-methoxytrityl)cytidyl-[ 3'- [OP-(2-chlorphenyl)] -
5']-2"-O-(tert-butyldimethylsilyl)-N2-isobutyrylguanosin-3'-(2-chlorphenyl(2-cyandthyl)phosphat (46). Tri-
dthylammonium-[N4-benzoyl-2’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5’- O-(4-methoxytrityl) cytidin-3’-(2-chlorphe-
nyl)phosphat] {14] (36; 0,103 g, 0,100 mmol), 0,071 g (0,100 mmol) 34 [14]} und 0,059 g (0,200 mmol)
MS-NI werden in 2 ml abs. Pyridin gelost und 66 Std. bei 4-7° gerithrt. Man verdiinnt mit 100 ml
CHCI;, schiittelt 3mal mit je 100 ml 0,01 Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet die org. Phase
(NayS0y), engt i.V. ein und dampft den Riickstand noch 2mal mit je 20 ml Benzol ein. Der Riickstand
wird in wenig CH,Cl, gelost, auf eine «handgepackte» Kieselgelsdule (2,5%x 8 cm) gegeben und mit
CH;,Cly/AcOEt (3:2) vorchromatographiert. Die Produktfraktion wird eingeengt und der Riickstand
nach Losen in wenig CH,Cl, iiber eine prip. GFS-Kieselgelsiule, Typ B (N=5900), mit CH,Cly
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 CH,Cl, durch Eintropfen in Hexan unter Rithren ausgefillt, wobei 0,084 g (52%)
farbloser, amorpher Feststoff erhalten werden. 'H-NMR (90 MHz, (Dg)DMSO): 2,97 (m, 2H,
CH,CN); 5,90 (m, 2 H, H-C(1)); 8,22 (m, 2 H, H—C(8) (G*B) und H—C(6) (CB%).

C17HggCHNGO5P,Si; (1617,7)  Ber. C57,17 H555 N7,79%  Gef. C5704 HS553 N 7,60%

5.9.  2-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N>2-isobutyryl-5'-O-(4-methoxytrityl)guanosyl-[3'-JOP-(2-chlorphe-
nyl)]-5']-N6-benzoyl-2'-O-(test-butyldimethylsilyl)adenosin-3'(2-chloyphenyl) (2-cyandthyl)phosphat  (47).
Verbindung 33 [14] (0,103 g, 0,100 mmol) und 0,073 g (0,100 mmol) N?®-Benzoyl-2’-O-(tert-butyl-
dimethyisilyl)adenosin-3/-(2-chlorphenyl) (2-cyanathyl)phosphat [14] (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. gerithrt, mit 200 ml CHCl;
verdiinnt und 3mal mit je 200 ml 0,01mM Phosphatpuffer pH 7 ausgeschiittelt. Nach Trocknen der org.
Phasc (Na,;SOy4) wird eingeengt, der Riickstand in wenig CH,Cl, gelost und auf eine «handgepackie»
Kieselgelsdule (1x 15 cm) gegeben. Man chromatographiert nacheinander mit 300 ml CH,Cl, und
800 ml CH,Cl,/MeOH (95:5), wobei das Produkt zwischen 0,4-0,7 1 eluiert wird. Nach Einengen
wird der Riickstand nach Losen in wenig CH)Cl, auf eine priap. GFS-Kieselgelsiule, Typ C
(N=12000), gegeben und mit CH,Cly/Petrolither/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 L&sen in wenig CH,Cly unter Rithren
in 200 ml Hexan getropft. Der amorphe Feststoff wird getrocknet und ergibt 0,148 g (90%). !H-NMR
(90 MHz, CDCls): 2,70-2,82 (m, 2 H, CH,CN); 3,74 (s, 3H, CH;0); 5,86-5,94 (m, 1H, H-C(1"));
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6,05-6,12 (m, 1H, H-C(1"); 6,77 (d. J=9, 2 H, o-Anisyl-H); 8,13 (5, | H, H-C(2) (AB?); 8,85 und
9,01 (25,2 H, NH).

CsHgoClLIN{1017P;Si, (1641,7)  Ber. C 57,07 HS546 N9,39% Gef. C56,78 H5,52 N927%

5.10. 2-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N2-isobutyryl-5'-O-(4-methoxytrityl)guanosyl-{3'-[OF-(2-chlorphe-
nyl]5']-NA3-benzoyl-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)cytidin-3'-(2-chlorphenyl) (2-cyandthyl)phosphat (48). Ver-
bindung 33 [14] (0,103 g, 0,100 mmol) und 0,071 g (0,100 mmol) N*-Benzoyl-2’-O-(tert-butyldimethyl-
silyl)cytidin-3’-(2-chlorphenyl) (cyanithyl)phosphat [14] (38) werden 2mal mit je 3 ml abs. Pyridin
i.V. eingeengt. Der Riickstand wird erneut in 5 ml abs. Pyridin gelést und 0,059 g (0,200 mmol)
MS-NI zugegeben. Nach Konzentrieren auf ca. 3 ml wird 60 Std. bei RT. gerithrt. Man verdiinnt
mit 200 ml CHCI3, schiittelt 3mal mit je 200 ml 0,01m Phosphatpuffer pH 7 aus, trocknet die org.
Phase (Na;SO4) und engt ein. Der briaunliche Riickstand wird in wenig CH,Cl, gelost, auf cine
Kieselgelsiule (1x 10 cm) gegeben und nacheinander mit 300 ml CH;Cl; und 1,3 1 CH;ClyyMeOH
(97:3) chromatographiert. Die Produktfraktion zwischen 0,5 und 1,2 | wird eingeengt, der Riickstand
nach Losen in wenig CH;Cl, auf eine prap. GFS-Kieselgelsdule, Typ C (N=12000), gegeben und
mit jeweils 1,25 1 CH,ClyMeOH (100:3), CH,Cl,/MeOH (100:4), CH,ClyyMeOH (100:5) und
CH,Cl/MeOH (100:6) chromatographiert. Der Produkt-Peak hat bei einer Durchflussgeschwindigkeit
von 38 mi/Min. eine Retentionszeit von 110 Min. Man engt die Hauptfraktion ein und fillt aus
CH;Cly/Hexan unter Rithren um. Es scheiden sich hierbei 0,087 g (54%) amorphes Festprodukt ab.
IH-NMR (90 MHz, CDCly): 2,60-2,76 (m, 2 H, CH,CN); 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).

C77H89C12N9018P25i2 (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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