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38. Ein neuer Zugang zu 2’-O-Alkylribonucleosiden und Eigenschaften 
deren Oligonucleotide 

von Pierre Martin 

Zentrale Forschungslaboratorien der Ciba-Geigy AG, CH4002 Basel 

(30.XII.94) 

A New Access to 2’4-Alkylated Ribonucleosides and Properties of 2‘-O-Alkylated Oligoribonucleotides 

A general access to 2’-0-alkylated ribonucleosides using the key intermediate 5 is presented. The incorpora- 
tion of 2’-O-‘ethyleneglycol’- and 2‘-0-‘glycerol’-substituted (ie., 2’-0-(2-hydroxyethyl)- and 2 ’ 4  -(2,3-dihy- 
droxypropy1)-substituted) ribonucleosides into oligonucleotides affords a new generation of oligonucleotides with 
high affinity for RNA, high specificity, and increased nuclease resistance. 

1. Einleitung. ~ Die Hemmung der Translation durch die selektive Bindung von 
Antisens-Oligonucleotiden an komplementare Boten-RNS erlaubt im Prinzip die ratio- 
nale Planung einer neuen Generation von Heilmitteln [ 1-51. Die zu uberwindenden 
Hiirden fur eine praktische Anwendung sind hoch: Die Oligonucleotide mussen mem- 
brangangig und gegen Nucleasen stabil sein, eine hohe Affnitat fur RNS zeigen (Hybridi- 
sierung, Bildung stabiler Duplex-Strukturen) und eine hohe Diskriminierung (Spezifitat) 
zwischen Zielsequenz und anderen Sequenzen aufweisen. Dies wird nur bei Verwendung 
von synthetisch abgewandelten Nucleinsauren zu erreichen sein [4]. 

Oligonucleotide mit Substitution der 2’-OH-Gruppe der Ribose-Einheit durch 2‘-0 - 
Methyl-, 2‘-O-Propyl- und 2’-0 -Allyl-Einheiten zeigen erhohte Nucleasestabilitaten 
ohne nennenswerte Affinitatsverlustel) [6]. Ein guter Zugang zu diesen bekannten 2’-0- 
Alkylribonucleosiden sowie anderen, neuen Derivaten wird hier beschrieben. Von den 
Oligonucleotiden, welche diese neuen Bausteine enthalten, zeigen insbesondere die Ethy- 
lenglycol- und Glycerin-Derivate uberraschende Eigenschaften, die ebenfalls hier disku- 
tiert werden. 

2. Synthese von 2-0-Alkylribonucleosiden. - Ribose 5 als Zwischenprodukt. Diverse 
Bemuhungen zur Methylierung der 2’-OH-Gruppe von Ribonucleosiden sind bekannt 
geworden: mittels Organozinn-Verbindungen [7], Diazomethan [8], MeI/Ag,O [9] und 
MeI/BEMP2) bzw. NaH [lo]. Um eine selektive Alkylierung in die 2’-Position zu errei- 
chen, wird oft die teure 3’,5’-uberbriickende Disiloxan-Schutzgruppe von Markiewicz 
[ 1 11 verwendet, so auch fur die Alkylierung mittels Allyl-bromid/BEMP oder Allyl-car- 
bonat/Pd” [12] sowie fur die Alkylierung mit Bromoessigester [ 131. Ein genereller Nachteil 
bei Verwendung von Ribonucleosiden als Ausgangsmaterial ist ausserdem die Beschran- 
kung auf die natiirlichen Ribonucleinbasen Uracil, Cytosin, Adenin und Guanin. 

’) 
*) 2-[( reit -Butyl)imino]-2-(diethylamino)perhydro- 1,3-dimethyI-l,3.2-diazaphosphorin. 

Im Falle der 2’-MeO-substituierten Oligonucleotide tritt eine Erhohung der Affinitat gegen RNS auf [6] .  
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Eine attraktive Alternative ist eine 2’,3’-differenziert substituierte Ribofuranose als 
Zwischenprodukt, die die Einfuhrung beliebiger Basen ermoglicht, es aber erlaubt, das 
Problem der Anomerisierung/Isomerisierung bei der Glycosylierungsreaktion zu umge- 
hen. Ausgangsprodukt sollte ein Ribofuranosyl-Derivat sein, welches in 2‘-Position eine 
dirigierende 0 -Acylgruppe’) und in 3’- und 5‘-Position eine bei der spateren Alkylierung 
nicht wandernde,) und stabile Schutzgruppe aufweist. 

Eine interessante regiospezifische Debenzylierung des einfach zuganglichen tris(4- 
chlorobenzy1)-substituierten Ribose-Derivates 1 zu 2 ist in [ 161 beschrieben. Aufgrund 
der gunstigeren Aufarbeitung in Vor- und Folgestufen (Kristallisation statt Chromato- 
graphie) verwendeten wir fur diese Reaktion die 2,4-Dichlorobenzyl-Schutzgruppe 
(BnC1,; vgl. Schema I, 3+4). Nach Acetylierung der freien 2’-OH-Gruppe in 4 steht mit 5 
eine kristalline Ribofuranose zur Verfugung, die den oben gestellten Anforderungen 
genugt. 

Schema 1 

OMe 

OR OR OR bH 

1 R = CClBn = 4-CICBH,CH, 
3 R = 2,4-C12Bn = 2.4-CI,C.H,CH2 

2 R = 6CIEn = 4-CIC,H,CH2 
4 R = 2,6CI,Bn = 2,4-C12C,H,CH, 

3 4 5 

a )  MeOH, H2S04, 4’. b )  2,4-Dichlorobenzyl-chlorid, NaH, DMF, 40”. c )  SnCl,, CH2C12, 3O. d )  Ac20, Pyridin, 
DMAP. 

2‘- 0-Alkylj3- D-ribofuranosylthymine. Die Ribosylierung von in situ erzeugtem 
Bis(trimethylsily1)thymin rnit 5 in Gegenwart von Trimethylsilyl-trifluoromethansulfo- 
nat (TfOSiMe,) nach der Methode von Vorbriiggen [ 171 lieferte in uber 70 YO Ausbeute das 
kristalline 6,  dessen N(3) anschliessend mit der [(Benzyloxy)methyl](BOM)-Gruppe ge- 
schutzt wurde (-+7). Nach der Abspaltung der 2’-O-standigen Acetyl-Gruppe mit 
NaOMe konnte die freie 2’-OH-Gruppe in 8 rnit einer grossen Zahl von Halogeniden 
oder Tosylaten in Gegenwart von NaH zu 9 alkyliert werden (vgl. Schema 2 und Tab. 1). 

Erwartungsgemass ergaben die 0 -Alkylierungen rnit aktivierten und primaren Bro- 
miden (bzw. Iodiden und Tosylaten) gute Ausbeuten. Diese sanken bei Venvendung von 

’) 

4, 

Nichtpartizipierende Gruppen in 2-Stellung wie H, Me0 etc. fuhren zu a/p-Gernischen [14] (ausser bei 
Verwendung von c( -Halogen-Verbindungen unter Bedingungen der SN2-Substitution). 
Die Disiloxan-Schutzgruppe nach Markiewicz [l 11 iiberlebt nach unseren Erfahrungen die Alkylierungsreak- 
tion mittels NaH nicht ohne betrachtliche Freisetzung der 3’-OH-Gruppe. Die 3‘- und 5’-0-Acyl-Schutzgrup- 
pen wandern im alkalischen Milieu in die freie 2’-OH-Position, vgl. z. B. [15]. 
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Chloriden und von sekundaren Halogeniden ab. Die nur massigen Ausbeuten im Falle 
der Isopropyliden-geschutzten Glycerin-Derivate ( = 2'-0-(2,2-Dimethyl- 1,3-dioxolan- 
4-y1)methyl-Derivate) 9k und 91 fuhren wir auf sterische Hinderung zuruck. Fur alle in 
Tab. 1 wiedergegebenen p -Ribosylthymin-Derivate weisen die kleinen Kopplungskon- 
stanten J(1'J') (W Hz) und die relativ grossen Kopplungskonstanten 5(3' ,4) (6-9 Hz) 
auf eine ausgepragte C(3')-endo -Konformation [ 181 hin. 

CI,BnO 

YqoMe OBnCI, O k  

5 

Srherntr 2 
0 0 

' dl 6 

BOM = BnOCH, OBnCI, OR 
9 8 

a )  Thymin, Bis(trimethylsily1)acetamid (BSA), TfOSiMe,, CICH,CH,CI, 70'. b )  (Benzy1oxy)methyl-chlorid 
(BOM-CI), 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU), MeCN. c )  NaOMe, MeOH. d )  RX, NaH, THF, 30-70". 

Tab. 1. Alkylierung (RX, NaH, THF, 40-70") von 8. Vgl. Schema 2.  

R X Aus- 'H-NMR(250 MHz,CDCI,)~) MS 
beute (CI oder FAB) 

H-C(1') typische Signale von R ["/.I 
9a 

b 

d 
C 

Me 
Pr 
CH,=CHCH, 
i-Pr 

e MeOCH2CH, 
f Me(OCH2CH,), 
g Me(OCH2CHd3 
h Me(OCH,CH,), 
i [(2R)-Oxiran-2-yl]methyl 
k [(4R)-2,2-Dimethyl-1,3- 

dioxolan-4- yllmethyl 
1 [(4S)-2,2-Dimcthyl-1,3- 

dioxolan-4-yl]methyl 
m 4-(Phthalimido)butyl 
n MeOOCCH, 
0 C I O H ~ I ( O C H S H ~ ) ~  

I 98 5,95 ( d , J  = 1,5) 
Br 67 5,96(s) 
Br 88 5,96(d, J < 1,5) 
Br 20 5,91 (d, J =4,5) 

Br 83 5,93 (s) 
Br 89 5,97 (s) 
Br 76 5,97 (s) 

CI 24 5,96 (s) 
TsO 72 5,91 (s) 
TsO 35 5,91 (s) 

TsO 34 5,92(.s) 

Br 64 5,93 (d, J < 1,5) 
Br 97 5,92 (s) 
Br 61 5,93 (d, J < 1,5 

3,60 (s, Me) 
0,90 ( t ,  Me) 

1,20, 1,25 
(2d,J  = 7, 2 Me) 
3,26 (s, Me) 
3,37 (s, Me) 
3,34 (s, Me) 
3,39 (.s, Me) 

1,33, 1,40 (2s,2 Me) 

1,33, 1,37 ( 2 s ,  2 Me) 

3,77 (s, Me) 
0,89 ( i ,  Me) 

726 [M + NH4]+ 
754 [M + NH4]+ 
752 [ M  + NH4]+ 
771 [M + Cl]- 

712 [ M  + NHJ 
8 14 [M + NH4]+ 
858 [ M  + NH4]+ 
902 [M + NH4]+ 

826 [ M  + NH4]+ 
785 [M + a ] -  

826 [ M  + NH4]+ 

913 [ M  + NH4]+ 
784 [ M  + NH4]+ 
967 [ M  + HI+ 

") 6 in ppm, J in Hz. 
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Die Epoxy-Verbindung 9i') envies sich als ein wertvolles Zwischenpodukt. Unter 
BF,-Katalyse liess sich H,O oder R O H  endstandig an 9i addieren (+9p, R=H, Me, 
Me(OCH,CH,),, C,,H,, etc. ; vgl. Schema 3 ) .  Die so erhaltenen Glycerin-Derivate 9p 
wurden zum Teil weiter zu 9q alkyliert. Mit NaBH,, ebenfalls unter Zusatz von BF,, 
wurde das Epoxid 9i ausschliesslich (endstandig) zum Propylenglycol-Derivat 9r redu- 
ziert, welches weiter zu 9s alkyliert wurde. Nach Entfernen der BOM-Schutzgruppe (H2, 

91 9p R ' = H  9q R'=R"=Me 
R ' = M e  
R' = C,,H, 
R' = C,,H, 
R' = Me(OCH,CH2), 

R' = C,,H,, R" = Me 
R' = R" = C,,H, 

9r 9s 

a )  R'OH, BF,. OEt,, CH,CI,. b )  R X ,  NaH, THF, 50-70°. c)  NaBH,, BF,' OEt,, THF. d )  MeI, NaH, THF, 30". 

Pd/C)6) und den BnC1,-Gruppen in 3'- und 5'-Position (H,, PdjC und NaOAc- oder 
MgO-Zusatz als HC1-Fanger)')') wurden die freien Nucleoside 11 zur Verwendung als 
Monomer-Bausteine fur die automatische Oligonucleotid-Synthese auf ubliche Art und 
Weise [ 191 trityliert (mit 4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl-~hlorid, (MeO),TrCl) und in 
ihre diastereoisomeren Phosphoramidite 12 ubergefuhrt (vgl. Schema 4 ) .  

Urnwandlung von 2'- 0-alkylierten Ribosylthyminen in 5-Methylcytidine. Statt der Ri- 
bosylierung von silyliertem Cytosin mit 5 und der Wiederholung der zu 6-12 analogen 
Stufen mit C statt T wurden die Ribosylthyminderivate 12 (Phosphoramidite!) mit 
1,2,4-1H-Triazol, POCl,, DMF und NEt, in THF direkt in die maskierten 5-Methylcyti- 
dine 13 ubergefuhrt') (Schema 4 ) .  Die Triazolyl-Funktion in 13 wurde im Oligonucleotid 

5, 

') 

') 
*) 

') 

Bei der Alkylierung mit (R)-Glycidyl-tosylat ( = (R)-Oxiranmethyl-tosylat) bleibt die Konfiguration am 
Epoxid-Ring in 9i erhalten, was durch die nachtragliche Transformation von 9i zu 9k bewiesen wurde. 
In den meisten Fallen musste das Hydriergemisch rnit NaOMe nachbehandelt werden, um die primar 
entstehende N-(Hydroxymethy1)-Verbindung zu zersetzen. 
Ohne Basenzusatz erfolgte die Reduktion unter gleichzeitiger (saurekatalysierter) Abspaltung von Thymin. 
Die Reihenfolge der Reduktionsschritte ist die folgende: als erstes werden alle 4 CI-Atome in 10 durch 
H-Atome ersetzt; dann wird die O'-Benzyl-Gruppe, am Schluss die 0"-Benzyl-Gruppe abgespalten. 
Diese Umwandlung wurde erstmals in [20] beschrieben. 
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Schema 4 
0 

10- 

N\\ 
QNP 

e) 

OR ), 7 OR 
N/P\O-CN 

12- 

A 
13- 

A 
a )  1. H,, 5% Pd/C, THF; 2. NaOMe, MeOH. 6) H,, 5% Pd/C, NaOAc oder MgO, MeOH, 3 bar, 45O. 
c) Dimethoxytrityl-chlorid ((Me0)2Tr-C1), Pyridin. d )  Diisopropylammonium-tetrazolid, (2-Cyanoethy1)- 
N,N,N’,N‘-tetraisopropylphosphorodiamidit, CH,Cl,. e )  I H-l,2,4-Tetrazol, NEt,, POCL,, MeCN. 

bei der ublichen Ammoniak-Behandlung in die NH,-Gruppe umgewandeltI0). In giinsti- 
gen Fallen liessen sich die Triazolyl-Derivate 13 rnit Hexan ausfallen; bei Vorhandensein 
von langeren Alkoxy-Ketten in der 2‘-Position wurde durch rasche Chromatographie an 
Kieselgel gereinigt. 

2’- 0-Alkyludenosine. Obwohl die direkte Ribosylierung von N6-geschutztem Adenin 
n i t  5 (in massigen Ausbeuten) moglich ist, traten bei der spateren Alkylierung der 
2’-OH-Funktion stets Probleme auf (N6-Alkylierung, Verlust der N6-Acyl-Schutzgruppe 
etc. ). Bessere Erfahrungen machten wir mit der Ribosylierung von Hypoxanthin zum 
entsprechenden Inosin-Derivat 14 (Schema 5). Die anschliessende Uberfuhrung in die 
6-Chloropurin-Verbindung 15”) verlief in quantitativer Ausbeute. Die Freisetzung der 
2’-OH-Gruppe mittels NaOMe/MeOH wurde am besten derart gefuhrt, dass gleichzeitig 
das 6-standige C1-Atom durch die MeO-Gruppe substituiert wurde (-+ 16). Verbindung 
16 eignete sich gut fur Alkylierungen der 2’-OH-Gruppe in Gegenwart von NaH als Base; 
rnit (Bromoethy1)-methyl-ether bildete sich so z. B. 17e. Behandlung von 17e rnit NH, bei 
120” (-+ 18e) und Entfernen der 2,4-Dichlorobenzyl-Schutzgruppen mittels H,/Pd/C in 
Gegenwart von MgO ergaben 19e’’). Die Umwandlung des freien Adenosins 19e in den 

Weder bei der Behandlung von 13 selbst noch von im Oligonucleotid eingehautem 13 rnit konz. NH,-Losung 
wurde die Konkurrenzreaktion (d. h. Riickreaktion) rnit H,O zu den entsprechenden Thymin-Derivaten 12 
beobachtet. 
Diese Verbindung liess sich auch direkt durch Glycosylierung von allerdings teurem 6-Chloropurin mit 5 
herstellen. 
Die Reihenfolge der NH,-Behandlung und die reduktive Entfernung der 3’,5’-Schutzgruppen kann auch 
umgekehrt werden. In der Folge wird der Ubersichtlichkeit wegen nur die Sequenz rnit der MeOCH,CH,O- 
Gruppe in 2’-Position diskutiert (e-Reihe). 
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fur die automatisierte Oligonucleotid-Synthese geeigneten Monomer-Baustein erfolgte 
am besten durch die Einfuhrung der von N-Methylpyrrolidin hergeleiteten Amidin- 
Schutzgruppe [21] an N6 rnit anschliessender Tritylierung und Uberfuhrung in das Phos- 
phoramidit 20e. 

- Schema 5 

1Se 

a )  Hypoxanthin, BSA, TfOSiMe,, CICH2CH2Cl, 70". b )  SOCI,, DMF, CH,C12, 5 5 O .  c)  NaOMe, MeOH, THF. 
d )  (2-Bromoethyl)-methyl-ether. NaH, THF, 60'. e )  NH,, MeOH, 120". f) H,, 5 %  Pd/C, MgO, MeOH, 3 bar, 
45'. g )  l-Methyl-2,2-dimethoxypyrrolidin, MeOH. h )  (MeO)2Tr-CI, Pyridin. i) (2-Cyanoethyl)-N,N,N,N- 
tetraisopropylphosphorodiamidit, Diisopropylammoniurn-tetrazolid, CH2CI,. 

2'- 0-Alkylguanosine. Die beste bekannte Synthese von 2'-O-Methyl- und 2'-0 -Allyl- 
guanosin ist die Biotransformation der entsprechenden 2-Aminoadenosine rnit Adeno- 
sindesaminase [lo] [12]. Da der Einfluss der Alkyl-Grosse in der 2'-O-Position auf die 
Erkennungsmoglichkeit des Enzyms und auf die kinetischen Grossen der enzymatischen 
Reaktion unbekannt ist, entschlossen wir uns zu einer chemischen Herstellung der Titel- 
verbindungen (Schema 6). Bald wurde klar, dass fur die 2'-0-Alkylierung (mittels NaH) 
von Guanosin das Schutzen der OH-Gruppe an C(6) notig und kritisch war; gute 
Erfahrungen machten wir rnit der basenstabilen Benzyl-Gruppe. So wurde vorgangig zur 
Ribosylierung das bekannte N2-Isobutyryl-9-acetyl-geschiitzte Guanin [22] in einer 
Mitsunobu-Reaktion rnit Benzylalkohol umgesetzt. Nach der Abspaltung der 9-Acetyl- 
Gruppe (-.21) wurde in situ silyliert, rnit 5 ribosyliert (+22) und mit gas-formigem NH, 
in MeOH in der 2'-0 -Position desacetyliert, wobei auch die N'-Isobutyryl-Gruppe abge- 
spalten wurde ( 423)13). Anschliessende Umsetzung von 23 rnit N-Methyl-2,Zdi- 
methoxypyrrolidin ergab in quantitativer Ausbeute das stabile Amidin 24, das fur die 
Alkylierung der 2'-OH-Funktion gut geeignet war. Die Reaktion rnit (2-Bromoethyl)-me- 
thyl-ether in Gegenwart von NaH lieferte das Methoxyethoxy-Derivat 25eI4). Die Entfer- 

1 3 )  Wurde fur die Freisetzung der 2'-0-Acetyl-Gruppe NaOMe statt NH, verwendet, wurde einerseits die 
Benzyloxy-Gruppe teilweise durch die MeO-Gruppe und andererseits die Isobutyryl-Gruppe durch die Ace- 
tyt-Gruppe ausgetauscht. 

14) In der Folge wird nur die e-Reihe mit der MeOCH,CH,O-Gruppe in 2'-Position diskutiert. 
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nung der 06-Renzyl-Gruppe mit H,//Pd in THF und die Freisetzung der 3’- und 5’-OH- 
Funktionen mit H,/Pd in Gegenwart von MgO in MeOH ergaben das teilweise ent- 
schiitzte Guanosin 27e, welches auf ubliche Art und Weise [19] in das entsprechende 
Phosphoramidit 28e iibergefiihrt wurde. 

Vor- und Nac.hteile der Syrzthese. Das auch in grossen Mengen”) gut zugangliche Ribofuranose-Derivat 5 ist 
ein geeignetes Ausgangsprodukt fur die Synthese einer Vielzahl von 2‘-0-Alkyl-substituierten -D-Ribonucleosi- 
den, Vorteilhaft wirken sich die stabilen 2,4-Dichlorobenzyl-Schutzgruppen in 3’- und 5‘-0-Position fur die 
Alkylierung der 2-OH-Gruppe einerseits und die Krjstallinitat vieler Zwischenprodukte andererseits aus. Im 
weiteren konnen neben den naturlichen auch unnaturliche Nucleinbasen (z. B. Thymin oder 5-Methylcytosin in der 
Ribose-Reihe) oder ‘exotische’ Heterocyclen mit 5 ribosyliert werden (letzteres ist hier nicht aufgezeigt). 

Ein Nachteil der 2,4-Dichlorobenzyl-Schutzgruppe liegt darin, dass sie reduktiv entfernt werden muss: 
2‘-0-Alkylreste, welche reduktionsempfindliche Funktionalitaten (z, B. Doppelbindungen, Epoxide etc.) enthal- 
ten, konnen nicht unverandert beibehalten werden. Auch reduktionsempfindliche Nucleinbasen wie z. B. Uracil 
und Cytosin sollten mit Vorteil nicht verwendet werden (teilweise his starke Hydrierung der (C(5)-C(6))-Bindung). 

Schemo 6 
O M  

26e 258 24 

A 28e 

a) BSA, TfOSiMe,, Toluol, 100”. h )  NH,(g), MeOH, 70”. c)  l-Methyl-2,2-dimethoxypyrrolidin, THF/MeOH. 
d )  (2-Bromoethyl)-methyl-ether, NaH, THF, 70”. e) H,, Pd/C, MeOH. .f) H,, Pd/C, MgO, MeOH. g) (MeO),Tr- 
CI, Pyridin, h )  (2-Cyanoethyl)-N,N,N,~-tetraisopropylphosphorodiamidit, Diisopropylammonium-tetrazolid, 
CH,CI,. 

3. Synthese der Oligonucleotide. - Die synthetisierten (2-Cyanoethyl)-phosphorami- 
dite wurden nach Standardprotokollen [23] auf einem automatischen ‘DNA synthesizer’ 
(ABZ 390) oligomerisiert. Bei Verwendung von modifizierten Nucleosiden wurde die 

1 5 )  Die Verhindungen 5 bzw. 6, 14 und 22 wurden in unserem ‘kg-Labor’ in kg- bzw. 500-g-Mengen pro Ansatz 
hergestellt. 



HELVET~CA CHIMICA ACTA ~ Vol. 78 (1995) 

Kupplungszeit auf 12 min verlangert. Die 5’-(MeO),Tr-geschutzten Oligonucleotide wur- 
den mittels ‘reversed-phase’ HPLC gereinigt. Nach Abspaltung der (MeO),Tr-Gruppe 
(80 % Essigsaure)16) und zweimaligem Lyophilisieren aus 50% EtOH wurden die Oligo- 
nucleotide mittels Kapillar-Gelelektrophorese auf ihre Reinheit hin kontrolliert (in allen 
Fallen grosser als 95 %) und mittels MALDI-TOFCmatrix-assisted laser-desorption- 
ionization time-of-flight’)-MS charakterisiert [24]. Fur die Sequenzanalyse wurden die 
Oligonucleotide stichprobenweise einer zeitabhangigen, enzymatischen Abbaureaktion 
unterworfen (Doppelexperiment: 5’- bzw. 3’-Abbau mit Kalbsmilz-Phosphodiesterase 
bzw. mit Schlangengift-Phosphodiesterase) [24]. Die von beiden Seiten her stetig verkurz- 
ten Oligonucleotide wurden wiederum der MALDI-TOF-MS-Analyse unterzogen. Die 
folgenden modifizierten Oligonucleotide wurden hergestellt”): 5’-d(T-T-T-T-t-C-T-C-T- 

t-G-t-C-C-G-C-A-t-C)-3’, S’-d(G-C-G-t-t-t-t-t-t-t-t-t-t-G-C-G)-3’ und 5’-d(t-t-t-t-t-c-t-c- 
t-c-t-c-t-c-T)-3’ fur Affinitatsbestimmungen, 5’-d(T-C-C-A-G-G-T-G-T-C-C-G-t-t-t-C)- 
3’ fur die Bestimmung der Nuclease-Stabilitat sowie 5’-d(C-T-C-G-T-A-C-C-t-T-T-C-C- 
G-G-T-C-C)-3’ fur Selektivitatsmessungen. 

4. Hybridisierung mit komplementarer RNS oder DNS. - Fur die Bestimmung der 
Affinitaten der hergestellten modifizierten Oligonucleotide zu komplementarer RNS 
verwendeten wir die spektrophotometrische Analyse. Die Absorbtions- vs. Temperatur- 
Profile (Schmelzkurven) wurden bei einer Einzel-Strang-Konzentration von je 4 p~ bei 
pH 7.0 in 10 mM Phosphatpuffer, 100 mM NaCl und 0.1 mM EDTA aufgenommen. Die 
Schmelztemperaturen ( Tm’s)18) wurden aus der Form der Schmelzkurven nach [25] be- 
stimmt. Als Vergleich zum verfremdeten Oligonucleotid (enthaltend 1-1 5 verfremdete 
Nucleoside) wurde jeweils auch die Schmelztemperatur des entsprechenden unmodifizier- 
ten Oligonucleotides (‘wild type’) mit dem RNS-Komplement bestimmt (T, wild). 

In den Tab. 2 4  sind die gemessenen T,- sowie die ATm- bzw. AT,/Modifikation”)- 
Werte von verschieden modifizierten Oligonucleotiden ~ bei jeweils gleicher Sequenz - 
aufgelistet. In der in Tab. 2 wiedergegebenen Sequenz wurde ein dT durch verschiedene 
2’-0-Alkyl-substituierte T (T(alk)T = t) ersetzt, in jenen der Tub. 3 und 4 je vier und in 
jener der Tab. 5 zehn. In der DNS von Tub. 6 wurden von 15 moglichen dT und dC 14 
durch T(alk)2’ und -m5C(alk)’ (m = Me) ersetzt. Dabei zeigen alle Oligonucleotide, in 
denen ein oder mehrere dT durch entsprechende 2’-MeO-Verbindungen ersetzt sind, die 
bekannte Affinitatserhohung [6] (dT,/Mod. ca. +0,7 bis +1,l0 je nach Sequenz). Uberra- 
schend ist die Affinitatssteigerung durch die Einfuhrung von Iangerkettigen, rnit 0-Funk- 
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C-T-C-T-C-T)-3’, 5’-d(C-T-C-C-T-A-C-t-t-t-t-C-C-G-G-T-C-C)-3’, 5’-d(t-C-C-A-G-G- 

16) Die Isopropyliden-Schutzgruppe in den Glycerin-Derivaten der k- und 1-Reihe liess sich gleichzeitig rnit der 
(Me0)2Tr-Schutzgruppe in Gegenwart von 80 % AcOH spalten. 

17) Kleinbuchstaben bedeuten 2 ‘ 4  -Alkyl-substituierte Ribonucleoside, trotz dem den Formeln jeweils vorge- 
stellten ‘d’ (2’-Deoxy). Das ‘d’ gilt jedoch fur die ubrigen Nucleoside (grosse Buchstaben). 

I*) Die Schmelztemperatur (T,) ist diejenige Temperatur, bei der die Halfte der eingesetzten Oligonucleotide als 
Doppelstrang vorliegt (bzw. bei der die Halfte des Doppelstranges in Einzelstrange dissoziert ist). 

19) d TJModifikation = [Tm-Tm(‘wild type’)]/n ; n = Anzahl der gleichartig verfremdeten Nucleinbausteine, die 
im rnodifizierten Oligonucleotid eingebaut sind. Der Ausdruck A T,/Mod. ist fur eine bestimmte Modifika- 
tion nicht konstant, sondern abhangig von der Sequenz des Oligonucleotids und innerhalb einer bestimmten 
Sequenz abhangig von der Position des eingebauten ‘fremden’ Nucleinbausteins (3’-Ende, Mitte etc.) .  Gleiche 
Modifikationen, in moglichst verschiedene Sequenzen eingebaut, erlaubten gleichwohl das Aufstellen einer 
Rangfolge des Einflusses verschiedener Modifikationen auf die Hybridisierungseigenschaften. 
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Tab.2. Hybridisierung von 5’-d(T-T-T-T-t-C-T-C- 
T-C- T-C- T-C- T )  -3’ ‘ I )  mit komplementarer RNS 

X a )  

H 
Me0 
i-Pr 
Me 0 C H , C H 0 
MeO(CH,CH20)2 
MeO(CH2CH20)3 
CHz(OH)CH(OH)CH20b) 
MeOCH(Me)CH20b) 

Tm F‘CI 

51,s 
53,O 
51,7 
53,O 
52,7 
52,9 
53,3 
53,4 

+1,2 
-0,l 
+1,2 
+0,9 
+ l , l  
+1,5 
+1,0 

“) Vgl. Formel t. b, (R)-Konfiguration 

Tab. 4. Hybridisierung von S-d(t-C-C-A-G-G-t-G- 
t-C-C-G-C-A-r-C) -3’ ”) rnit komplementarer RNS 

H 6 6 3  
Me0 70,9 + l , l  
MeOCH2CH20 70,l +0,9 
MeO(CH2CH20)3 71,3 +1,2 
CH2(OH)CH(OH)CH20b) 71,4 +1,2 

Tab. 3 .  Hybridisierung von 
S-d(C-T-C-G-T-A-C-t-t-t-t-C-C-G-G-T-C-C)-Y17) 

mit komplementarer RNS 

xa) Tnl AT, 
[“Cl [“C]/Mod. 

H 6 1 3  
Me0 65,O +0,8 
MeOCHzCH20 65,4 +0,9 

CH2(OH)CH(OH)CH20b) 65,5 +0,9 
MeO(CH,CH,O), 65,l +0,8 

”) Vgl. Formel t. ’) (R)-Konfiguration 

Tab. 5. Hybridisierung von S-d(G-C-G-t-t-t-t-t-1-t- 
t-t-t-G-C-G)-3’ 17) mil komplementarer RNS 

H 50,2 
Me0 61,2 +1,1 
MeOCHzCH20 62,3 +1,2 
MeO(CH,CH,0)3 62,4 +1,2 
CH,(OH)CH(OH)CH,O~) 6 2 s  +1,2 
i-Pro 46,2 -0,4 

”) Vgl. Formel t. b, (R)-Konfiguration. ”) Vgl. Formel t. b, (R)-Konfiguration. 

Tab. 6. Hybridisierung von 5’-d(r-t-t-t-t-c-t-c-t-c-t-c-t-c-T)-3’ ”) mit komplementarer RNS 

Base 

Thy, Cyt 
Ura, Cyt 
Thy, 5-MeCyt 
Thy, 5-MeCyt 
Thy, 5-MeCyt 
Thy, 5-MeCyt 

Thy, 5-MeCyt 
Thy, Cyt 

xa) 
H 
Me0 
Me0 
MeOCH2CH20 
MeO(CHzCHzO), 
MeOCH(Me)CH20b) 
H 
MeO(CH2CH20), 

Tm [“CI AT, [“C]/Mod. 

52,7 
64,7 +0,8 
71,6 +1,4 
76,9 +1,6 
76,8 +1,6 
76,9 +1,6 
62,2‘) 
9 3 3 )  +2,1 

~ 

”) Vgl. Formel t,c. b, (R)-Konfiguration. ”) In ‘physiologischem’ Puffer: 1 mM Spermin, 20 mM MOPS, 1 mM 
MgCI,, 140 mM KC1, 10 mM NaC1. 

Tab. I .  Hybridisierung von 5’-d(T-T-T-T-t-C-T-C- 
T- C- T- C- T-C- T )  -3’ ‘ 7, mit komplementarer DNS 

H 42,8 

MeO(CH2CH20), 39,8 -3,O 

MeO(CH2CH,0), 39,O -3,s 

MeOCH2CH,0 40,O -23 

MeO(CHZCH2O), 39,4 -3,4 

CH,(OH)CH(OH)CH20b) 40,6 -2,2 

”) Vgl. Formel t. b, (R)-Konfiguration. 

+IO 
t: now 

OH X 

t, :owB 
OH X 
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tionen versehenen Substituenten in 2‘-0 -Stellung, da bekannterweise die Schmelztempe- 
raturen von Oligonucleotiden, die langere 2’-0 -Alkyl-Ketten enthalten, rasch absinken 
[6]. So zeigt z. B. die 2’-O-Nonyl-Substitution eine Ernjedrigung der Schmelztemperatur 
von 2 bis 3”/Mod. [6], unsere etwa gleich lange 2-0-[Me(OCH,CH,),]-Substitution aber 
eine Erhohung um ca. 1,2O/Mod. Das Anbringen des ‘Glycerin’-Restes in die 2-Stellung 
bringt, trotz der Verzweigung der Kette2O), nochmals eine Verbesserung der Hybridisie- 
rungseigenschaften (AT, 1,2-1 ,5”/Mod.). 

Wird die 0-Funktion in der Ethylenglycol-Kette um eine Position verschoben (z. B. 
2‘-0 -(MeCH,OCH,) oder 2’-0-(MeOCH,CH,CH,) statt 2-0 -(MeOCH,CH,), so sinken 
die T,-Werte der entsprechenden Oligonucleotide auf jene Werte, die bei Verwendung 
der unverzweigten Alkoxy-Ketten (z. B. Me(CH,),O) typisch sind (Resultate nicht ge- 
zeigt). Der 0-Position innerhalb der 2’-O-Alkyl-Kette kommt demnach eine zentrale 
Rolle zu. Dasselbe gilt fur Oligonucleotide rnit 2’-O-Hydroxyalkyl-substituierten Alkyl- 
Ketten. Der Grund fur die erhohte Affinitat von Oligonucleotiden mit ‘Ethylenglyco1’- 
und ‘Glycerin’-Resten in 2-Stellung”) ist vorerst unklar. Wird aus dem Duplex H,O 
verdrangt oder H,O anders angeordnet? Werden Kationen komplexiert und damit die 
negativen Ladungen des Phosphat-Ruckgrats teilweise kompensiert2’)? 1st die Praorgani- 
sation des Einzelstranges geandert worden”)? Diese Fragen fuhren zu weiteren Untersu- 
chungen, die z. Z. im Gange sind. 

Nur wenig wirkt sich der Einfluss der relativ grossen Y-(i-PrO)-Gruppe auf die 
Hybridisierungseigenschaften aus: die Affinitat sinkt nicht stark ab23. 

Aus der Tab.6 sind neben dem Einfluss der 2’-0-Alkyl-Kette auch der zusatzliche 
Einfluss der Basenmodifikation auf die Hybridisierung ersichtlich. Der Ersatz von Uracil 
(Ura) durch Thymin (Thy) bzw. Cytosin (Cyt) durch 5-Methylcytosin bringt eine zusatz- 
Iiche Erhohung der AT,-Werte um ca. 0,3 bis 0,6”/Modifikation. Eine noch deutliche 
Steigerung bringt der Ersatz der 5-Methyl-Gruppe in den Pyrimidin-Nucleosiden durch 
den Propin-1-yl-Rest [30Iz5). 

In Tab. 7 sind die Affinitatsdaten von 5’-d(T-T-T-T-t-C-T-C-T-C-T-C-T-C-T)-3’ ge- 
gen sein DNS-Komplement zusammengestellt . Daraus ist ersichtlich, dass alle gemesse- 
nen modifizierten Oligonucleotide gegen DNS schlechter hybridisieren als unmodifizierte 
DNS. Zusatzlich ist die ‘Rangfolge’ eine andere als die aus der Messreihe der gleichen 
Sequenzen gegen RNS bestimmte (vgl. Tab. 5) .  Im Gegensatz zur Hybridisierung mit 
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Endstandige Verzweigung im Falle der 2‘-O-Allyl-substituierten Oligonucleotide hat den volligen Verlust der 
Affinitat zur Folge [26]. 
Die Kombination dieser Reste rnit der 2’-Stellung der Ribose ist entscheidend. Die Plazierung z.B. der 
‘Ethylenglycol’-Reste in andere Positionen des Oligonucleotids (5-Stellung von U, Riickgrat, 2’-Stellung in 
carbocyclischen 4-Desoxy-Analoga etc.) bringt keine Affnitatserhohung, im Gegenteil [27]. 
Einen Hinweis in diese Richtung geben die in Tub. 6 angegebenen Daten der Affinitatsmessung in physiologi- 
schem Puffer. Der T,-Wert des Oligonucleotides mit der 2’-[MeO(CH,CH20),]-Substitution steigt iiberpro- 
portional an. 
Uber die Bedeutung der (konformationell bedingten) Praorganisation fur die Hybridisierung vgl. [28]. 
Zum Vergleich: Oligonucleotide rnit 2’-0-[(r-Bu)Me2Si]-Substitution zeigen einen drastischen Abfall der 
Schmelztemperaturen (AT,/Mod. cu. -7O) [29]. Vgl. auch Fussnote 20. 
Wird (Propin-l-yl)’-dU statt dT in die Sequenzen der Tub.3-5 eingebaut, werden die AT,-Werte um 1,9 bis 
2,6”/Modifikation erhoht. Die Kombination des 5-Propin-Restes rnit ‘unseren’ neuen 2’-0-Alkyl-Resten 
bringt eine Erhohung der T,-Werte nm durchschnittlich 3,5”/Mod. (Daten nicht gezeigt). 
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RNS wirkt sich der Einfluss der 2’-‘Ethylenglyco1’- und 2’-‘Glycerin’-Substitutionen in 
modifizierten Oligonucleotiden gegen DNS ahnlich aus wie der Einfluss von unverzweig- 
ten 2’-0-Alkyl-Substituenten: je langer die Kette, desto schlechter die Affinitat [6]. Der 
punktuelle Ersatz der CH,-Gruppe in den Alkyl-Ketten durch ein 0-Atom bzw. die 
gezielte Substitution von H in den Alkyl-Ketten durch OH fuhrt demnach nur bei der 
Hybridisierung mit RNS zu dem gezeigten Effekt (Erhohung der Affinitat trotz langer 
Ke t te) . 

Daraus geht hervor, wie wichtig fur die Evaluation von modifizierten Oligonucleoti- 
den die Bestiinmung ihrer Hybridisierungseigenschaften gegen ihr RNS-Komplement 
istZ6). 

5. Spezifitat. - Neben einer hohen Affinitat (Hybridisierung) mussen Oligonucleotide 
fur den moglichen Einsatz als Therapeutika eine hohe Spezifitat, d. h. eine hohe Diskrimi- 
nierung zwischen Zielsequenz und anderen Sequenzen aufweisen. Spezifitat der Hybridi- 
sierung ist besonders kritisch bei Systemen, in welchen ein ‘Antisense’-Oligonucleotid 
zwischen zwei RNS-Sequenzen, die sich nur in einer einzigen Base unterscheiden, einge- 
setzt werden sollZ7). 

Da mit modifizierten Oligonucleotiden eine hohe Affinitat angestrebt wird, und diese 
durch den Einsatz der 2’-‘Ethylenglycol’- und 2’-‘Glycerin’-Derivate auch erreicht wird, 
besteht die Gefahr, dass derart modifizierte Oligonucleotide auch bei Fehlpaarung immer 
noch gute Hybridisierungseigenschaften zeigen. 

Ein gutes Mass fur die Spezifitat der Basenpaarung ist die Differenz der Schmelztem- 
peraturen zwischen dem korrekten Duplex und dem Duplex, in dem im RNS-Strang 
entweder eine falsche Base (‘mismatch) oder eine Base weniger (‘bulge’) eingebaut ist [32]. 

Die Spezifitat unserer modifizierten Oligonucleotide wurde wie folgt bestimmt : Mit 
der Oligonucleotid(DNS)-Sequenz 5’-d(C-T-C-G-T-A-C-C-t-T-T-C-C-G-G-T-C-C-)- 
3’17) mit modifiziertem T(a1k)’ (= t) in Position 9 wurden die Hybridisierungseigenschaf- 
ten mit verschiedenen RNS’s 3’-G-A-G-C-A-T-G-G-Y-A-A-G-G-C-C-A-G-G-5’, in 
welchen gegenuber Position 9 der Oligonucleotid-Sequenz ein fehlerhaftes Nucleosid (Y) 
eingebaut wurde, untersucht. Als Standard wurde jeweils die Hybridisierung rnit ‘korrek- 
ter’ RNS (Y = A) mitgemessen. 

Aus Tub.8 geht hervor, dass rnit den drei gezeigten Modifikationen (2’-[MeO- 
(CH,CH,O)n], n = 1 und 3,  und 2’-[CH,(OH)CH(OH)CH,O]) im Falle von (C + T)- und 
(U + T)-‘mismatch’ ein gleich grosser, und im Falle von (G + T)-‘mismatch’ und ‘bulge’ 
ein deutlich grosserer Affinitatsabfall als rnit dem naturlichen DNS-Substrat erreicht 
wird. 

Oligonucleotide, die in 2’-Stellung ‘Glycerin’- oder ‘Ethylenglycol’-Reste tragen, zei- 
gen demnach gesteigerte Spezifitatseigenschaften gegenuber naturlicher DNS, obwohl sie 

Viele Arbeitsgruppen vermessen die Paarungseigenschaften ihrer modifizierten Oligonucleotide gegen (leich- 
ter zu handhabende) DNS. Die Affinitatserhohung mit RNS-ahnlichen Oligonucleotiden gegen DNS diirfte 
kaum auftreten, da der DNS. RNS-Hybrid meist weniger stabil als der RNS. RNS-Duplex ist [31]. Zudem 
sind solche Daten fur eine mogliche Anwendung im Antisense-Gebiet bedeutungslos: DNS liegt als Doppel- 
strang vor; die modifizierten Oligonucleotide sollten allenfalls im Hinblick auf eine mogliche Triplex-Bildung 
untersucht werden. 
Z. B. kann der Unterschied zwischen einem normalen Proto-Onkogen und einem aktivierten Onkogen aus 
einer einzigen Punktmutation bestehen. 
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Tab. 8. Spezifitiit: Affinitatsverlust bei Puurung mit fehIerhafter R N S  (‘mismatch‘, ‘bulge’). 

5‘-d(C-T-C-G-T-A-C-C- t -T-T-C-C-G-G-T-C-C)-3”7) 
3‘-G-A-G-C-A-T-G-G-Y-A-A-G-G-C-C-A-G-G-5‘ 

Y t 

0 

A 63,3 65,0 64,l 65,O 
C 54,5 -8,s 55.8 -9,2 55,l -9,O 55,l -9,3 
G 61,6 -1,7 61,4 -3,6 59,5 -4,6 6O,6 -4,4 
U 55,s -7,5 57,5 -7,5 55.9 -8,2 56,4 -8,6 
(‘bulge’) 59,4 -3,9 51,s -1,2 56,4 -1,l 56,5 -8,5 

in ihren Hybridisierungseigenschaften fur komplementare RNS diejenigen von DNS 
deutlich ubertreffen28). 

6. Nuclease-Stabilitat. - Neben guten Hybridisierungseigenschaften und hoher Spezi- 
fitat ist die Bioverfugbarkeit der Oligonucleotide ein entscheidender Faktor fur die 
Realisierung der Antisens-Therapie, d.h. die modifizierten Oligonucleotide mussen zell- 
gangig und in biologischem Milieu (Serum, Cytoplasma) gegen Nucleasen stabil sein. Fur 
die Bestimmung der relativen Stabilitat gegen enzymatische Hydrolyse des Phosphor- 
diester-Ruckgrats wurden verschiedene Oligonucleotide der Sequenz 5’-d(T-C-C-A-G- 
G-T-G-T-C-C-G-t-t-t-C)-3’, in der drei dT durch modifizierte Nucleoside t ersetzt sind, 
mit Serum aus Kalbsfoten (enthalt potente 3’-Exonucleasen) bei 37” inkubiertZ9). Nach 
gewissen Zeitabschnitten wurden Proben entnommen, gequetscht und bis zur Messung 
bei -20” gelagert. Die Proben wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufge- 
trennt, und die jeweiligen Spaltprodukte wurden mittels P-Gehalt q~antifiziert’~). Das 
Verhaltnis der Summe der Konzentrationen des vollig intakten Oligonucleotids zur Zeit t 
(ci) und des durch Abspaltung des naturlichen C-Bausteins vom 3‘-Ende entstehenden 
Fragmentes zur Zeit t (ck,) zur Ausgangskonzentration des vollig intakten Oligonucleo- 
tids (cp”) wird gegen die Zeit graphisch aufgetragen (Fig.). Oligonucleotide, die mit der 
2’-(MeOCH,CH,O)- und der 2-[MeO(CH,CH,O),]-Gruppe versehen sind, zeigen eine 
extrem erhohte Stabilitat gegenuber der 2’-Deoxy-Reihe oder jene der mit der 2’-Me0- 
Gruppe substituierten Oligonucleotide. Wahrend in der naturlichen 2’-Deoxy-Reihe 
sowie den 2-MeO-Analogen nach wenigen h kein 16- bzw. 15-Mer vorhanden ist, sind 
nach 96 h vom [MeO(CH,CH,O),]-substituierten 16- und 15-Mer noch go%, vom 
(MeOCH,CH,O)-Derivat noch ca. 60 YO vorhanden. 

2 8 )  Beachte: Diese positiven Daten erlauben keine Aussage uber die Kinetik (‘on-rate’, ‘off-rate’) bei Fehlpaa- 
rung. Die Denaturisierungsgeschwindigkeit bei Fehlpaarung sollte extrem hoher sein als bei korrekter Paa- 
rung, sonst bleibt das Oligonucleotid im riesigen Uberschuss von ‘falscher’ RNS stecken. Dem kann teilweise 
durch Verwendung kurzerer Oligonucleotid-Strange entgegengewirkt werden [33]. 

,’) Fur experimentelle Details vgl. [34]. 
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I 
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Figur. Nucleasr4tubilitat von 5’-d( T-C-C-A-G-G-T-G-T-C-C-G-t-t-t-C)-3’ ”) in Kulbsfotenserum (nach [34]) 

7. Zusammenfassung. - Das einfach zugangliche Ribose-Derivat 5 ist ein gut geeigne- 
tes Zwischenprodukt fur die Synthese einer Vielzahl von 2’-0-Alkyl-substituierten Nu- 
cleosiden, wie dies im Falle von T- und m5C-Derivaten breit und im Falle der A- und 
G-Analogen punktuell gezeigt wurde. Der Einbau der neu hergestellten Monomeren, die 
in 2’-Stellung ‘Ethylenglyco1’- und ‘Glycerin’-Reste tragen, in Oligomere fiihrt zu einer 
neuen Klasse von Oligonucleotiden, die folgende Eigenschaften in sich vereinen: hohe 
Bindungsaffinitat zu RNS, hohe Spezifitat, d. h. hohe Diskriminierung zwischen Ziel- 
sequenz und anderen Sequenzen, und potente Nuclease-Stabilitat. Inwieweit diese Klasse 
neuer Oligonucleotide als Therapeutika Verwendung finden wird, hangt im weiteren von 
ihrer Zellmembran-Gangigkeit (die ‘Ethylenglycol’- und ‘Glycerin’-Derivate mit zusatz- 
lich angebrachten lipophilen Resten lassen dies erhoffen) und von ihrer biologischen 
Wirkung in verschiedenen Indikationen ab. Diese Untersuchungen sind z. Z. im Gange. 

Dr. Tammo Rfinkler danke ich fur die Interpretation von “C-NMR-Spektren sowie fur NOE-Messungen, Dr. 
Uwe Pieles fur die Herstellung, Reinigung und Charakterisierung der Oligonucleotide, Dr. Dieter Husken und Dr. 
Sue Freier, ISIS Phurmuceuticul, Carlsbad (Kalifornien), fur die Bestimmung der Schmelztemperaturen und der 
Nuclease-Stabilitaten, meinen beiden Laborantinnen, Gisela Bernauer und Claudia Kaltenbuch, fur ihren Einsatz in 
der Synthese der Monomeren, Dr. Eginhard Sreiner und Kurt Auer fur die Bereitstellung von 5 in kg-Mengen, sowie 
Dr. Heinz Moser und Dr. Karl-Heinz Altmann fur das stete Interesse und die vielen Diskussionen an und um diese 
Arbeit. 

Experimenteller Teil 

Allgemeines. S. [35]. Oligonucleotid-Synthese, s. [23]; Charakterisierung der Oligonucleotide, s. [24]; Bestim- 
mung der Schmelztemperaturen, s. [25]; Bestimmung der Nuclease-Stabilitat, s. [34]. 

Methyl-2,3,5-1ris- 0- ~2,4-dichlorobenzyl)~-D-ribofurunosid (3) .  Zur gekuhlten (0”) Lsg. von 25,O g (0,166 
mmol) D-Ribose in 500 ml MeOH werden 2,s ml konz. H,SO,-Lsg. getropft. Die Lsg. wird 16 h im Kuhlschrank 
(4”) stehen gelassen. Dann wird mit gas-formigem NH, neutralisiert, der gebildete Niederschlag abfiltriert und das 
Filtrat eingedampft. Das erhaltene farblose 81 (28,O g) wird in 280 ml DMF gelost und in eine Vorlage von 13,s g 
(0,563 mol) NaH in 130 ml DMF eingetragen und auf 60” erwamt. Nach Abklingen der H,-Entwicklung werden 
bei 40” 110,O g (0,563 mol) 2,4-Dichlorobenzyl-chlorid zugetropft. Das Gemisch wird 16 h weitergeruhrt und dann 
mit 15 ml MeOH versetzt und auf Eiswasser (600 ml) gegossen. Der klumpige Niederschlag wird abfiltriert und mit 
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MeCN digeriert: 83,11 g (76%) 3. Schmp. 89-90'? 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): 3,37 (s, MeO); 3,70 (m. CH2(5)); 
3,97 (d, J = 5, H-C(2)); 4.16 (m. H-C(3)); 4,37 (in, H-C(4)); 4,604,70 (3 AB, je CHI); 5,O (s, H-C(1)); 7,15-7,4 
(m, 9 arom. H). MS: 638 (M'). 

Methyl-3,5-bis-0-(2,4-dichlorobenzyl)-cc- o-ribofuranosid (4). Die Lsg. von 66,5 g (0,104 mol) 3 in 700 ml 
CH2CI2 wird auf 0' gekuhlt und tropfenweise rnit 27,l g (0,104 mol) SnCI, in 50 ml CH,CI, versetzt. Nach dem 
Zutropfen wird die Lsg. 26 h bei 3" stehen gelassen, dann erneut rnit 2 ml SnCI, versetzt und wieder bei 3" stehen 
gelassen. Nach insgesamt 35 h wird die Lsg. vorsichtig auf 700 ml ges. NaHC0,-Lsg. gegossen. Nach Verdiinnung 
rnit 400 ml CH2CI2 wird der Sn-haltige Niederschlag abfiltriert. Die org. Phase des Filtrates wird getrocknet 
(MgSO,) und eingedampft: 125,9 g rohes 4, das 2,4-Dichlorobenzyl-chlorid enthalt. Das Rohol wird direkt in die 
nachste Stufe eingesetzt. 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): 2,92 (d, J = 14, OH); 3,50 (s, MeO); 3,62 (m, CH,(5)); 3,85 
(m, CH); 4,20 (m, 2 H); 4,56,4,70 (ie AB, je CH,); 4,94 (d, J = 5 5 ,  H-C(1)); 7,l-7,4 (m, 6 arom. H). 

Methyl-2- 0-acetyl-3,S-bis- 0- (2.4-dichlorobenzyl)-a- o-ribofuranosid (5). Zur Lsg. von 125,9 g rohem 4 in 1 1 
Pyridin werden 25,5 g AcIO und 1 g 4-(Dimethylamino)pyridin gegeben. Nach 17 h Ruhren wird auf 1 1 H 2 0  
gegossen, rnit konz. HCI-Lsg. angesauert und rnit AcOEt extrahiert. Der Extrakt wird getrocknet (MgSO,) und 
eingedampft und der Ruckstand mit kaltem Hexan zur Kristallisation gebracht: 543 (79%, uber 2 Stufen). Schmp. 
65". 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): 2,16 (s, Ac); 3,47 (s, MeO); 3,60 ( A B  von ABX, CH2(5')); 4,08 (m, CH); 4,28 (m, 
CH);4,58,4,63 (ie AB,jeCH2);4,93 (dd,J = 5,7, H-C(2)); 5,12(d,J = 5, H-C(l));7,15-7,4(m, 6arom. H). MS: 
522 (M+) .  

1-[2'-O-Acetyl-3',S-bis-O-(2.4-dichlorobenzyl)-~-o-ribofuranosyl]thymin (6). Zur Aufschlammung von 
24,06 g (0,191 mol) Thymin in 100 ml Dichloroethan werden 116,4 g (0,572 mol) BSA (Bis(trimethy1silyl)acetamid) 
gegeben und 10 min unter Ruckfluss erhitzt. Die jetzt klare Lsg. wird auf 50° abgekiihlt, und dann werden 50,O g 
(95,4 mmol) 5 und 27,5 g (0,124 mol) TfOSiMe, (Trifluoromethansulfonsaure-(trimethylsilyl)ester) zugegeben. Die 
Lsg. wird 20 h bei 70" geruhrt, abgekiihlt und auf 300 ml ges. NaHC0,-Lsg. gegossen. Nach Filtration wird die org. 
Phase abgetrennt, getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Der Ruckstand wird mit wenig kaltem MeOH zur 
Kristallisation gebracht: 43.15 g (73%) 6. Schmp. 111-112". 'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 1,66 (s, Me); 2,13 (s, 
Ac); 3,82(ABvonABX, CHI(5'));4,22(m, H-C(4));4,30(m, H-C(3'));4,54,7 (2AB, 2 CH,); 5,38(dd,J = 4, 3, 
H-C(2')); 6,lO (d,  J = 5, H-C(1')); 7,2-7,45 (m, 7 arom. H); 8,26 (s, NH). MS: 616 ( M - ) ,  

I-[z '-  O-Aeetyl-Y,S-bis- 0- (2,4-dichlorobenzyl)-#- ~-ribofuranosyt]-3-[(benzyloxy)methyl/thyinin (7). Zu ei- 
ner Suspension von 70,O g (1 13 mmol) 6 in 700 ml MeCN werden unter Ruhren 20,7 g (136 mmol) DBU gegeben 
(+Lsg.). Dann werden innert 1 h 21,2 g (136 mmol) (Benzy1oxy)methyLchlorid (BOM-CI) zugegeben. Nach 10 h 
Weiterruhren werden erneut 5 ml DBU und 5 ml BOM-C1 zugegeben. Nach total 10 h Riihren wird das Gemisch 
auf H 2 0  gegossen und rnit AcOEt extrahiert (3 x 200 ml). Die org. Phase wird mit ges. NaC1-Lsg. und H 2 0  
gewaschen, getrocknet (MgSO,) und eingedampft: 89,l g ( > 100%; enthllt noch AcOEt) 7. Gelber Honig, der 
direkt in die nachste Reaktion eingesetzt werden kann. 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): 1,55 (s, Me); 2,12 (s, Ac); 
3,85(ABvon ABX,CH2(5'));4,24,35(m,H-C(4),H-C(3'));4,54,7(2AB,2CHI);5,39(dd,J = 4,3,H-C(2')); 
530 (s, CH,); 6,06 (d, J = 4, H-C(1')); 7,2-7,5 (m. 7 arom. H). MS: 771 ( [M + CII-). 

3-1 (Benzyloxy)methyl]-l-[3',S-bis- 0-(2.4-dichlorobenzyl)-~-o-ribofuranosyl]thymin (8). Die Lsg. von 61 ,O 
g (82,6 mmol) 7 und 15 ml 30% MeONa/MeOH-Lsg. in 200 ml MeOH wird 3 h bei RT. geriihrt. Nach dem 
Einengen um die Halfte wird auf H 2 0  gegossen und rnit AcOEt extrahiert. Der Extrakt wird rnit H 2 0  gewaschen, 
getrocknet (MgSO,) und eingedampft: 56,l g (98 YO) honigartiges 8, welches fur Alkylierungen direkt weiterver- 
wendet werden kann. 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): 1,69 (s, Me); 3,OO (d, J = 8, OH); 3,82 (ABvon ABX, CHI(5')); 
4,154,3 (m, H-C(4), H-C(3'), H-C(2'));4,54,8 (m, 2 CH,); 5,48 (AB, CH,); 5,92 (d, J = 5,5 ,  H-C(1')); 7,2-7,4 
(m, 7 arom. H). MS: 694 (M+) .  

Alkylierung von 8: Allgemeine Vorschrft. Die Lsg. von 12,O g (I  7 mmol) 8 in 120 ml THF wird rnit 0,41 g NaH 
(100%) auf 60" erwamt, bis keine H,-Entwicklung mehr beobachtbar ist. Dann wird auf RT. abgekiihlt und 
17 mmol Alkylierungsmittel zugetropft (bei Feststoffen in wenig THF gelost). Je nach Reaktivitat wird die 
Reaktionstemp. zwischen 20 und 70' gehalten. Oftmals ist eine nachtragliche Zugabe von NaH und Alkylierungs- 
mittel notwendig, um die Reaktion zu Ende zu bringen. Das Gemisch wird dann auf H 2 0  gegossen und mit AcOEt 
extrahiert. Der Extrakt wird getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Der Ruckstand wird iiber Kieselgel chromato- 
graphiert. Die erhaltenen Verbindungen 9 sind aus Tab. 1 ersichtlich. 

BF,-Katalysierte Addition von R'OH an das Epoxid 9i: Allgemeine Vorschrif. Zur Vorlage von 5,1 g (6,78 
mmol) 94 20 mmol Alkohol R O H  (bzw. H,O) und 50 ml CH,CI, werden bei RT. 0.96 g (6,78 mmol) BF,.0Et2 
getropft (Spritze). Nach 16 h Weiterruhren wird die Lsg. auf H 2 0  gegossen und die org. Phase getrocknet 
(MgSO,) und eingedampft. Der Ruckstand wird uber Kieselgel chromatographiert. Eine allrallige Uberfuh- 
rung der erhaltenen 1-12'- 0-(3-Alkoxy-bhydroxypropy1)-3',S-bis- 0-(2,4-dichlorobenzyl)-~- ~-ribofuranosy1]-3- 
[(benzyloxy)methyl]thymine (9p) in 1-[2'-O-(3-Alkoxy-2-alkoxypropyl)-~,S-bis-O-(2,4-dichlorobenzyl)~-~- 
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ribqfuranosyt]-3-[(heizzyloxyJmefhyl]fhymine (99) wird unter Bedingungen, wie sie fur die Alkylierung van 8 
beschrieben sind, durchgefuhrt. Resultate: Tub. 9. 

Tab. 9. Hersfellung und Dafen von 9p und 9q 

R' R Isolierte 'H-NMR (250 MHz, CDCI,) MS 
AUS- 
beute 
["/.I 

H-C(1') H-C(6) Me-C(5) BnOCH, Ubrige 
(s) ($1 -N(3) Me 

( A B )  

9P H - 

Me - 

C16H33 

C18H37 

- 

- 

Me(OCH,CH,), - 

9q Me Me 

C16H33 Me 

C18H37 C18H37 

89 
97 

62 
53 
88 
94 

96 

55 

5,93 (s) 7,63 1,58 
5,94 7,65 1,62 
(d,  J = 1,5) 
5,92(s) 7,62 1,60 
5,94(s) 7,64 1,64 
5,98 (s) 7,65 1,59 
5,94 7,64 1.61 
(d ,  J = 1,s) 
5,92 (s) 7,63 1,59 

5,93 (s) 7,64 1,62 

5,48 
5.50 

5,47 
5,50 
5,48 
5.50 

5.44 

5,50 

786 ( [ M  + NH,]+) 
817 ( [ M  +a]-) 

1027 ( [ M  + a ] - )  
1020 ( M - )  
888 ( [ M  + NH$) 
831 ( [ M  + C1]-) 

1024 ( [ M  + NH4]+) 

1292 ( [ M  + NH,]+) 

3 - 1  (Benzyl(~xy)methyl]-I-  {3',5'- bis -0-  (2,4-dichlorobenzyl/ -7-0-1 ( R)-2-hydroxypropyl]$- D-ribofuraizo- 
sy1)thymin (9r). Zur Lsg. van 7.1 g (9,44 mmol) 9i in 70 ml THF werden 0,43 g (1 1,33 mmol) NaBH, gegeben. Dann 
werden 0,s g (3,52 mmol) BF,.0Et2 zugespritzt. Das Gemisch wird 26 h bei RT. geruhrt, dann auf H20 gegeben 
und mit AcOEt extrahiert. Der Extrakt wird getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Der Ruckstand wird uber 
Kieselgel (Hexan/AcOEt 1:l) filtriert. Eindampfen ergibt 6,92 g (97%) 9r. 61. 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): u.a. 
1,16 (d ,  J = 7, Me); 1,62 (s, Me); 5,47 (AB,  NCH,O); 5,92 (s,  H-C(1')); 7,68 (s, H-C(6)). MS: 787 ( [M + Cl]-). 

3 -[ (Benzyloxy) methyl]- 1 - {3',5'- bis- 0 - (2,4-dichlorobenzyI) -2'- 0-1 ( R)-2-methoxypropyl]-~- D-ribofurano- 
syl}thymin (9s). Die Lsg. van 638 g (9,15 mmol) 9r in 70 ml THF wird rnit 0,27 g (1 1 mmol) NaH (100%) versetzt 
und 30 min auf 60" erwamt. Dann wird auf 35" gekuhlt und 1,58 g (11 mmol) Me1 zugegeben. Nach 3 h 
Weiterruhren werden erneut 0,2 g NaH und 0,5 g Me1 zugegeben. Nach total 5 h Ruhren bei 35" wird das Gemisch 
auf H,O gegossen und mit AcOEt extrahiert. Der Extrakt wird rnit ges. NaC1-Lsg. und H 2 0  gewaschen, getrocknet 
(MgSO,) und eingedampft. Der Ruckstand wird uber Kieselgel chromatographiert (Hexan/AcOEt 1:l). 5,91 g 
(84%) 9s. Sirup. 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): u.a. 1,13 (d ,  J = 7, Me); 1,60 (s, Me); 3,33 (s, MeO); 5,49 (AB,  

Entfernung iier BOM-Schutzgruppe von 9: Allgemeine Vorschriff. Das Gemisch aus 10 mmol9.70 ml THF und 
0,7 g 5 YO PdjC wird bei RT. und Normaldruck hydriert. Nach dem Abfiltrieren des Katalysators wird das Filtrat 
eingedampft. Der Ruckstand wird fur die Abspaltung der CH,OH-Gruppe an N(3) in 60 ml MeOH aufgenommen, 
mit 30% NaOMe/MeOH auf pH 11 gestellt und bei RT. uber Nacht geriihrt. Die Lsg. wird auf H,O gegossen, rnit 
2~ HCI auf pH 5 gestellt und rnit AcOEt extrahiert. Der Extrakt wird getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Die 
Ausbeuten an 10 sind quantitativ. Daten der 1-[2'-O-Alkyl-3',5'-bis-O-(2,4-dichlorohenzyl)-~- D-ribofurano- 
sylllhymine 10: Tab. 10. 

Entfernung der 2,4-Diehlorobenzyl-Schutzgruppen in 10: Allgemeine Vorschrift. Die Isg. van 10 mmol 10 in 
175 rnl MeOH wird rnit 44 minol NaOAc (H,O-frei) oder 30 mmol MgO und uber l ,2 g 5% Pd/C bei 45" unter 
Normaldruck hydriert. Das Hydriergemisch wird filtriert und das Filtrat eingedampft. Der Ruckstand wird zur 
Entfernung van Salzen uber Kieselgel (AcOEt/MeOH 4:l) filtriert und das Filtrat eingedampft: 1-(2'-O-Alkyl$- 
D-rihojurunosy~)fhymine 11. Resultate: Tub. 11. 

Tritylierung von 11: Allgemeine Vorschrift. Vor der eigentlichen Tritylierung werden 10 mmol 11 in 50 ml 
Pyridin aufgenonimen und wieder eingedampft. Dieser Vorgang wird wiederholt. Der Ruckstand wird in 35 mi 
Pyridin aufgenonimen und rnit 10 mmol4,4-Dimethoxytrityl-chlorid versetzt. Das Gemisch wird bei RT. geruhrt, 
his kein Edukt mehr vorhanden ist (normalerweise ca. 5 h; DC: Toluol/AcOEt 1:l + 1 Ye NEt,). Das Geinisch wird 
auf H20 gegossen und mit CH2Cl2 extrahiert, der Extrakt getrocknet (MgSO,) und eingedampft und der Ruck- 
stand uber Kieselgel (Toluol/AcOEt 1:l + I % NEt,) chromatographiert. Ausbeuten: 47-91 %. 

NCH20); 5,95 (d, J = 1,5, H-C(l')); 7.64 (s, H-C(6)). MS: 784 ( [M + NH,]'). 
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Tab. 10. Duten von 10 

50 1 

R 'H-NMR (250 MHz, CDCI,) 

H-C(I') H-C(6) Me-C(5) 
(d, J = 1-2 Hz) 

MS (CI oder FAB) 

10a Me 
b Pr 
d i-Pr 
e MeOCH,CH, 
f Me(OCH,CH2)2 

h Me(OCH,CH2), 
k [(4R)-2,2-Dimethyl-l,3-dioxolan-4-yl]methyl 
I [(4S)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl]methyl 

q MeOCH2CH(MeO)CH2 

s MeCH(MeO)CH2 

g Me(0CH2CH2)3 

C10H21(0CH2CH2)3 

C,6H330CH,CH(MeO)CH, 

5,98 
5,97 
5.92 
5,98 
5,98 
5,96 
$97 
5,94 
5,94 
5,89 
5,98 
5,97 
6,OO 

7,63 1,62 
7,66 1,61 
7,64 1,61 
7,64 1,60 
7,62 1,62 
7,61 1,60 
7,63 1,63 
7,65 1.61 
7,65 1,61 
7,54 134 
7,62 1,61 
7,62 1,62 
7,64 1,62 

606 ( [ M  + NH4]+) 
634 ( [M + NH4]+) 

650 ( [M + NH4]+) 
694([M +NH,]+) 
738([M +NH,]+) 

706 ( [M + NH4]+) 
706 ( [M + NH4]+) 
864 ( [M + NH4]+) 

904 ( [ M  + NH,]') 

634([M +NH,]+) 

782([M +NH,]+) 

675 ( [ M  - HI-) 

645 ( [M - HI-) 

Tab. 1 1. Herstellung und Daten von 11 

R 'H-NMR (250 MHz, CDCI,) MS (CI oder FAB) 

Aus- H-C(l') H-C(6) Me-C(5) 
beute 
1%1 

(d, J = 5-6 Hz) 

~ ~ ~- 
l l a  Me 84 5,777 7,69a), 1,66=) 271 ( [M - HI-) 

b Pr 95 5,72b) 7,53b) 1,9Zb) 318 ( [M + NH4]+) 
d i-Pr 95 5,60a) 7,67a) 1,58a) 335 (fM + a ] - )  

f Me(OCH2CH2)2 91 5,737 7,63b) 1,9Ib) 378 ( [ M  + NH4]+) 
g Me(OCH2CH2h 71 5,76') 7,7OC) 1,69') 422 ( [M + NH4]+) 
h Me(OCH2CH2), 78 5,86') 7,83') 1,78') 468 ( [M + NH4]+) 

e MeOCH2CH2 94 5,85a) 7,8Ia) 1,78a) 317 ( [M - HI-) 

k [(4R)-2,2-Dimethyl-l,3-dioxolan- 89 5,7lC) 7,7lC) 1,62') 371 ( [M - HI-) 

1 [(4S)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan- 83 5,66b) 7,48b) 1,93b) 371 ( [ M  - HI-) 

0 C10H21(0CH2CH2)3 86 5,63a) 7,57a) 1,56') 529 ( [M - HI-) 
q MeOCH,CH(MeO)CH, 73 5,78a) 7,757 1,66a) 359 ( [M - Hl-) 

Ci,H3,0CH2CH(MeO)CH2 76 5,84a) 7,76a) 1,72a) 569 ( [ M  - HI-) 
s MeCH(MeO)CH2 92 5,83a) 7,78") 1,74a) 329 ( [ M  - HI-) 

4-yllmethyl 

4-yllmethyl 

') DMSO. b, CDCh. ') MeOD. 

l -[T-  0-Alkyl-S- 0- (4,4'-dimethoxytrityl) -p- ~-ribofuranosyl]ihymin-3'-[ (2-cyunoethylJ- N, N-diisopropyl- 
phosphorumidite] 12: Allgemeine Vorschrift. Zur vorgelegten Lsg. von 6,6 mmol Diisopropylammonium-tetrazolid 
und 6,1 mmol (2-Cyanoethyl)-N,N,N',"-tetraisopropylphosphordiamidit in 50 ml CH2C12 werden 5,5 mmol 
trityliertes 11 in 50 ml CH2C12 getropft. Dann wird bei RT. geruhrt, bis nach DC (Toluol/AcOEt 4:l + 1 % NEt,) 
kein Edukt mehr vorhanden ist. Das Gemisch wird mit CH2C12 verdiinnt und auf eine ges. NaHC0,-Lsg. gegossen, 
die org. Phase getrocknet (MgS04) und eingedampft und der Ruckstand chromatographiert (Kieselgel, Laufmiltel 
wie DC). Das erhaltene olige Diastereoisomerengemisch (1:l) wird in t-BuOMe gelost und mit Pentan in der Kalte 
ausgefallt: 12. "P-NMR (Ausbeute in Klammern; CDCI,): 12a (96%): 150.86, 150,25; 12b (83%): 150,14,149,95; 
1Zd (78%): 149,95, 149,63; 12e (89%): 150,14, 150,02; 121(83%): 150,07, 149.75; 12g (72%): 149,95, 149,88; 12h 
(88%): 150,14, 150,03; 12k (87%); 150,09, 150,02; 121 (83%): 150,08, 149,91; 120 (91%): 150,12, 150,06; 1214 
(R = MeOCH2CH(MeO)CH2; 73%): 150,92, 150,76; 12q (R = CI6H3,OCH,CH(MeO)CH2; 95%): 150,10, 
150,02; 12s (90%): 150,82. 150,74. 

^. 
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I -[2-0-AIk)rl-5’-0- (4,4‘-dimethoxytrityI) -p-~-ribofuranosyl]-S-methyI-4-( I H-1.2,4-triazo1-l-yl)pyrimidin- 
2(1 H)-on-3‘-[ (2-cynnoethy1)- N, N-diisopropylphosphoramidite] 13: Allgemeine Vorschrift. Zu einer gekiihlten 
Vorlage von 3,82 mmoll2, 6,17 g (89,4 mmol) 1,2,4-1H-Triazol- und 9,4 g (93 mmol) NEt, in 50 ml MeCNwerden 
1,53 g (9,Y mmol) POCI, getropft (Temp. sollte 30” nicht iihersteigen). Die weisse Suspension wird 16 h hei RT. 
geruhrt. Das Gernisch wird auf eine ges. NaHC0,-Lsg. gegossen und mit AcOEt extrahiert, der Extrakt rnit 
ges. NaC1-Lsg. und H,O gewaschen, getrocknet (MgSO,) und eingedampft und der Ruckstand aus CH2C12 mit 
Pentan gefallt oder uber Kieselgel (Toluol/AcOEt 4.1 + 1 % NEt,) chromatographiert: 13. “P-NMR (CDCI,; 
Ausbeute in Klammern): 13a (92%): 150,67, 149,71; 13b (63%): 150,49, 149,75; 13e (90%): 150,25, 

(R = C,,H330CH,CH(MeO)CH2; 73 %): 150,73, 149,33; 13s (76%): 150,30, 150,07. 
9-[2’-O-Acetyl-3’,5’-bis-0-(2,4-dichlorobenzyl)-~-~-ribofurunosyl]hypoxanfhin ( = 2- O-Acetyl-3’,5’-bis-O- 

(2,4-dichlorobenzyl)inosin ; 14). Zu einer Suspension von 2,6 g (19,08 mmol) Hypoxanthin in SO ml Dichloroethan 
werden S,8 g (28,6 mmol) BSA gegeben und 30 min unter Riicktluss gehalten. Die jetzt klare Lsg. wird auf 40” 
gekuhlt und rnit 5,0 g (9,54 mmol) 5 und 2,8 g (12,4 mmol) TfOSiMe, versetzt. Nach 7 h Riihren bei 70” wird (nach 
Abkiihlen) das Gemisch auf ges. NaHC0,-Lsg. gegossen. Die Sn-haltigen Niederschlage werden abfiltriert. Die 
org. Phase des Filtrats wird getrocknet (MgSO,) und eingedampft und der Ruckstand uber Kieselgel chromatogra- 
phiert (AcOEt/MeOH 2:l): 3,8 g (63%) 14. Weisses Pulver. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): 8,25, 8,14 (2s, H-C(2), 
H-C(6)); 7.15-7,4 (m. 6 arom. H); 6,22 (d, J = 4, H-C(1’)); 5,74 (t. H-C(2’)); 4,3-4,7 (m, 6 H); 3,XO (AB von 
A B X ,  CH,(S’)); 2,14 (s, Me). MS: 625 ( [ M  - HI-). 

9-(2- O-Acetyl-3’,5‘-his- 0-(2,4-dichlorohenzyl)-~- ~-ribofuranosyl]-6-chloro-9H-purin (15). Zu einer kochen- 
den Lsg. von 33,7 g (53,6 mmol) 14 in 900 ml C H Q ,  werden gleichzeitig je 21,25 in1 DMF und 42,s ml SOCI, 
getropft. Nach 2,s h werden erneut 10 ml SOCI, und 5 ml DMF zugetropft. Nach insgesamt 5,5 h Kochen wird 
abgekiihlt und das Gemisch auf ges. NaHC0,-Lsg. gegossen. Die org. Phase wird mit H 2 0  gewaschen, getrocknet 
(MgSO,) und eingedampft: 33,3 g (96%) rohes 15. Sirup. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): X,74, 8,46 (2s, H-C(2), 
H-C(8)); 7,15-7,4 (m, 6 arom. H); 6,31 (d, J = 4, H-C(1’)); 532 (dd, J = 4, 5 ,  H-C(2’)); 4 , 3 4 7  (m, 6 H); 3,XO 
(AB von ABX, CH2(5’)); 2,16 (s, Me). MS: 644 (M+). 

9-(3:5’-Bis- 0-(2,4-dichlorobenzyl)-~- ~-ribofuranosyl]-6-methoxy-9H-purin (1 6). Zur Lsg. von 30,4 g (47 
mmol) 15 in 100 ml THF und 200 ml MeOH wird eine Lsg. von 16,9 g NaOMe in MeOH (30%) getropft und 3 h hei 
RT. geruhrt. Das Gemisch wird auf H 2 0  gegossen und rnit AcOEt extrahiert. Der Extrakt wird getrocknet 
(MgSO,) und eingedampft: 25,4 g (90%) 16. Sirup. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): 8,49, 8,17 (2s, H-C(2), 
H-C(X)); 7,15-7,4 (m, 6 arom. H); 6,10 (d, J = 6, H-C(1‘)); 4,404,XO (m, 8 H); 4,20 (s, Me), 3,75 (AB von ABX, 
CH,(5’)). MS: 598 (M’). 

9-[3’.5’-Bis-C~-(2,4-dichlorohenzyl)-2’-0-(2-methoxyethyl)~-~-ribofuranosyl]-6-methoxy-9H-purin (17e). 
Zu einer 60” heissen Aufschlammung von 1,17 g (48,7 mmol) NaH (100 YO) in SO ml THF werden 25,4 g (42,3 mmol) 
16 in 200 ml THF innert 30 min getropft. Dann werden 6,76 g (48,7 mmol) (2-Bromoethyl)-methyl-ether zuge- 
tropft. Nach 4 h uiid ndch 8 h Riihren bei 60” werden erneut je 0,s g NaH und 1,9 ml Bromid zugegeben. Nach total 
9 h Riihren wird das Gemisch nach Abkuhlen vorsichtig auf H 2 0  gegossen und mit AcOEt extrahiert. Der 
eingedampfte Extrakt wird chromatographiert (Kieselgel, Hexan/Aceton 2:l): 21,7 g (78 %) 17e. Schweres 0 1 .  
’H-NMR (250 MHz, CDCI,): 8,52, 8,24 (2s, H-C(2), H-C(8)); 7,15-7,s (m, 6 arom. H); 6,27 (d, J = 43,  
H-C(1’)); 4,44,7 (m, 8 H); 4,20 (s, Me); 3,74,0 (m, CH,, CH,(S’)); 3,50 (m, CH,); 3,37 (J, Me). MS: 656 (M-) .  

3’,5’-Bis-0-(2,4-dichlorobenzyl) -2’-O-f2-methoxyethyl)arienosiiz (18e). Der Lsg. von 12,27 g (18,6 mmol) 17e 
in 400 ml MeOH wird im I-I-Autoklaven 200 ml gas-formiges NH, aufgedriickt, Nach 6 h Erhitzen auf 120” (max. 
45 bar) wird das abgekiihlte Gemisch eingedampft und chromatographiert (Kieselgel, AcOEt/MeOH 9 :I):  10,62 g 
(89%) 18e. Weisser Schaum. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): 8,33, 8,14 (2.7, H-C(2), H-C(8)); 7,15-7,50 (m, 6 
arom. H); 6,21 (d, .I = 4, H-C(1’)); 5,22 (br. s, NH,); 4 , 3 4 3  (m, 8 H); 3,70-3,95 (m, CH,, CH,(S’)); 335 (m. CH,); 
3,28 (s, Me). MS: 641. 

2’-0-(2-Methoxyethyljadenosin (19e). Die Lsg. aus 3,15 g (4,89 mmol) 18e und 50 ml MeOH wird bei 3S0/3 
bar uber 0,6 g 5 %  PdjC und rnit 0,587 g (14,7 mrnol) MgO-Zusatz hydriert. Nach 30 h wird erneut 0,6 g Pd/C 
zugegeben. Nach total 65 h sind 100% H2 aufgenommen worden. Man filtriert und dampft ein. Der Ruckstand 
wird chromatographiert (Kieselgel, AcOEt/MeOH 4:l): 1,47 g (92%) 19e. Weisses Pulver. ‘H-NMR (250 MHz, 
(D,)DMSO): 8,49, 8,13 (2s, H-C(2), H-C(X)); 7,47 (br. s, NH,); 5,99 (d, J = 7, H-C(I’)j; S,44 ( t ,  OH-C(5’)); 
S,18 (d, OH-C(3’)); 3,5-4,6 (m, 9 H); 3,3S (s, Me). MS: 360 ( [M + CI-). 

5’-0- (4,4-Dimethoxytrit.yl) -2- 0- (2-methoxyethyl) - N6- (I -methylpyrrolidin-2-yliden) udenosin-3‘-[ (2-cyano- 
ethyl)-N, N-diisopxopylphosphoraInjdjtJ (toe). Zuerst werden 1,44 g (4,43 mmol) 19e in 50 ml Pyridin gelost und 
wieder eingedampft. Dieser Vorgang wird wiederholt. Der Riickstand wird in 15 ml MeOH gelost und mit 0,84 g 
(5.76 mmol) 2,2-Dirnethoxy-l-methylpyrrolidin versetzt. Nach 19 h Riihren bei RT. wird die Lsg. eingedampft. 

149,43; 13g (98%0): 150,34, 149,47; 13k (92%): 150,80, 149,61; 130 (96%): 150,48, 149,60; 13q 
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Zur Entfernung von MeOH wird erneut 2 ma1 in Pyridin aufgenommen und eingedampft. Der Ruckstand wird 
in 15 ml Pyridin gelost und rnit 1.50 g (MeO),Tr-Cl versetzt. Das Gemisch wird 20 h bei RT. geriihrt, dann auf 
H 2 0  gegossen und rnit AcOEt extrahiert. Der eingedampfte Extrakt wird chromatographiert (Kieselgel, 
AcOEt/MeOH/NEt, 90:lO:l). Der erhaltene Schaum (1,71 g) wird in 6 ml CH,Cl, gelost und zu einer Suspen- 
sion aus 1,52 g (4,84 mmol) (2-Cyanoethyl)-N,N,N,~-tetraisopropylphosphorodiamidit, 0,96 g (5,6 mmol) 
Diisopropylammonium-tetrazolid und 6 ml CH,Cl, getropft. Nach 7 h wird erneut 0,2 Phosphorodiamidit 
und 0,12 g Tetrazolid zugegeben. Nach total 72 h Riihren wird das Gemisch auf ges. NaHC0,-Lsg. gegossen, die 
wassr. Phase rnit AcOEt extrahiert und die vereinigte org. Phase getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Chromato- 
graphie (Kieselgel, AcOEt/NEt3: 98/2) ergibt 2Oe als Diastereoisomerengemisch (1 :l), das aus CH,Cl, rnit Pentan- 
Zusatz als weisses Pulver anfdlt (1,95 g, 49%). ”P-NMR (250 MHz, CDCl,): 150,427, 149,874. MS: 909 
( [ M  + HI+). 

06-Benzyl-Nz-isohutyrylguunin (21). Zu einer Suspension von 23,65 g (0,09 mol) 9-Acetyl-N2-isobutyryl- 
guanin [22], 14,6 g (0,135 mol) Benzylalkohol, 35,4 g (0,135 mol) PPh, und 860 ml Dioxan werden unter Riihren 
23,s g (0,135 niol) Diethyl-azodicarboxylat in 40 ml Dioxan getropft. Nach 48 h Weiterruhren bei RT. wird das 
Gemisch filtriert und das Filtrat eingedampft. Der Ruckstand wird in 1 1 EtOH/H,O 1:l aufgenommen und 1 h 
riickflussiert, die heisse Suspension abfiltriert und der Kristallkuchen rnit Et,O gewaschen und getrocknet: 11,61 g 
(42%) 21. Schmp 132-133”. ‘H-NMR (250 MHz, (D,)DMSO): 10,23 (s, NH); 8,11 (s, H-C(8)); 7,2-7,45 (m, 5 
arom. H); 5,48 (s, CH,); 3,lO (br. s, NH); 2.72 (sept., Me,CH); 0.96 (d, J = 7, Me,CH). MS: 322 ( [ M  + NH,]’). 

2’- 0-Acetyl- O6-henzyl-3’,5’-bis- 0- (2,4-dichlorobenzylj- N’-isobutyrylguunosin (22). Unter Riihren werden 
zur Suspension aus 7,97 g (25,6 mmol) 21 in 140 ml Toluol 31,25 g (153,6 mmol) BSA gegeben und auf 100” 
erwamt. Nach 1 h tritt Lsg. ein; es werden 13,4 g (25,6 mmol) 5 und 7,4 g (33,2 mrnol) TfOSiMe, zugegeben. Das 
Gemisch wird weitere 3 h auf 100” gehalten. Nach dem Abkiihlen wird auf 250 ml ges. NaHC0,-Lsg. gegossen, die 
org. Phase klarfiltriert (von 337 g (45%) nicht reagiertem 21), die wissr. Lsg. mit AcOEt extrahiert und der 
Extrakt rnit obiger filtrierter Phase vereinigt, getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Der Ruckstand wird uber 
Kieselgel chromatographiert (Toluol/AcOEt 4: 1): 9,6 g (47%) 22. Weisser Schaum. ‘H-NMR (250 MHz, CDCl,): 
8,02 (s, H-C(8)); 7,83 (s, NH); 7.15-7,55 (m. 11 arom. H); 6,lO (d, J = 4, H-C(1’)); 5,78 (dd, H-C(2’)); 5,62 ( A B ,  
CH,); 5,05,4.35 (2m, 2 CH); 4,73,4,61 (ie AB, je CH,); 3,87 (ABvon ABX,  CH2(5’)); 3,OO (sept., Me,CH); 2.13 (s, 

06-Benzyl-3’,S-bis-0-(2,4-dIchlorohenzyl)guanosin (23). Im I-1-Autoklaven werden zu 7,60 g (9,s mrnol) 22 in 
270 ml MeOH 60 g gas-formiges NH, aufgedruckt und 48 h bei 70” gehalten (max. 8 bar). Die Lsg. wird klarfiltriert 
und eingedampft. Der Ruckstand wird iiber Kieselgel chromatographiert (Toluol/AcOEt 2:l): 5,2 g (80%) 23. 
Weisser Schaum. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): 7,83 (s, H-C(8)); 7,15-7,55 (m. 11 arom. H); 5,96 (d, J = 7, 
H-C(1’)); 5,55 ( A B ,  CH,); 4,93 (br. s, NH,); 4,504,80 (m. 5 H); 4,30 ( m ,  3 H); 3,73 (AB von ABX, CH,(S’)). MS: 
690 ([M +HI+). 

O6-Benzyl-3’,5’-his- 0- (2,4-dichlorobenzyl)- N2-( 1-methylpyrrolidin-2-y1iden)guanosin (24). Zu einer Lsg. von 
23,s g (34 mmol) 23 in 200 ml MeOH und 50 ml THF werden 5,4 g (37 mmol) 2,2-Dimethoxy-l-methylpyrrolidin 
gegeben und bei RT. geruhrt. Nach 16 h werdeii erneut 2,7 g des Pyrrolidins zugegeben. Nach total 24 h Riihren 
wird die Lsg. eingedampft: 28,O g ( > 100%) 24. Gelbes Harz, welches direkt in die folgende Stufe eingesetzt 
werden kann. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): u. a. 8,Ol (s, H-C(8)); 6,14 (d, J = 5,5 ,  H-C(1’)); 5.57 (s, C,H,CH,); 
3,757 ( A B  von ABX,  CH2(5’)); 3.02 (s, MeN). MS: 771 ([M + HI+). 

06-Benzyl-3’,S-his- 0- (2,4-dichlorobenzyl) -2- 0- (2-methoxyethyl) - N2- (I-methylpyrrolidin-2-y1iden)guunosin 
(25e). Die Suspension von 12,91 g (16,7 mmol) 24, 140 ml THF und 0,48 g (20,l mmol) NaH wird 10 min geruhrt 
und dann rnit 2,80 g (20,l mmol) (2-Bromoethyl)-methyI-ether versetzt. Danach wird 18 h unter Ruckfluss erhitzt, 
und erneut werden 0.24 g NaH und 1,4 g Bromid zugegeben. Nach total 23 h wird abgekuhlt und das Gemisch auf 
200 ml H,O gegossen und rnit AcOEt extrabiert. Der Extrakt wird rnit ges. NaC1-Lsg. gewaschen, getrocknet 
(MgS0,) und eingedampft: 12,9 g (93%) 25e. Gelbes Harz. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): u.a. 8.08 (s, H-C(8)); 
6,31 (d, J = 43,  H-C(l’)}; 5,62 (s, C,H,CH,); 3,28 (s, MeO); 3,l 1 (MeN). MS: 829 ([M + HI+). 

3’.5’-Bis- 0- (2,4-dichlorohenzylj-2’- 0- (2-methoxyethyl) - N2- (1-methylpyrrolidin-2-yliden)guanosin (26e). Die 
Lsg. von 12,6 g (15,16 mmol) 25e in 150 ml MeOH wird uber 2,s g 5 %  PdjC bei RT. und Normaldruck hydriert. 
Nach 1 h wird kein weiteres H, aufgenommen. Das Gemisch wird klarfiltriert und eingedampft: 11,OS g (98 %) 26e. 
Braunes Harz. ‘H-NMR (250 MHz, CDCI,): 9,13 (br. s, NH); 7,92 (s, H-C(8)); 6,09 (d, J = 43 ,  H-C(1’)); 3,28 (s, 
MeO); 3,04 (s, MeN). MS: 739 ( [ M  + HI+). 

2’-0-(2-Methoxyetliylj-N2-~1-methylpyrrolidin-2-ylidenjguanosin (27e). Die Lsg. von 5,29 g (7,14 mmol) 26e 
und 100 ml MeOH wird uber 857 mg MgO und 0,s g 1004 PdjC bei Normaldruck und RT. hydriert. Nach 
Aufnahme von 98 Yo H, kommt die Hydrierung zum Stillstand. Das Gemisch wird filtriert und eingedampft und 
der Ruckstand iiber Kieselgel chromatographiert (AcOEt/MeOH 4:l): 2,08 g (69 YO) 27e. Weisser Schaum. 

Ac); 1,25 (d, J = 7, MeZCH). MS: 802 ([M + HI’). 
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‘H-NMR (250 MHz, (D,)DMSO): u.a. 8.02 (s, H-C(8)); 5,77 (d, J = 6, H-C(1’)); 3,12 (s, MeO); 2,91 (s, MeN). 

5’- 0- (4,4‘-Dimethoxytrityl) -7- 0- (2-methoxyethyl) - N2- (I-methylpyrrolidin-2-yliden/guunosin-3‘-[ (2-cyuno- 
ethyl)- N, N-diisopropylphosphoramidit] (28e). Wie fur 12 und 20e beschrieben, wird 27e in 28e ubergefuhrt. 
3’P-NMR (250 MHz, CDCI,): 150,798, 150,474. MS: 925 ( [ M  + HI’). 

MS: 421 ([M-HI-). 
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