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5’-Dimethoxytrityl-3’'-phosphite amides of deoxynucleosides are synthesized. Phosphite/phos-
phate is protected by the 2,2,2-trichloro-1,1-dimethyl-ethyl (TCB) group, heterocyclic bases by
the 2,2,2-trichloro-2,2-dimethyl-ethoxycarbonyl (TCBOC) group. Deoxyguanosine is also block-
ed by 6-O-trichloroethyl thus avoiding the difficulties observed with monoprotected guanine

residues.

Einleitung

Die ,,Phosphitmethode” zur Darstellung von
Oligonucleotiden [1] hat mit der Verwendung von
Phosphitamiden [2] als reaktiven Synthonen eine
weite Verbreitung gefunden. Der Wunsch nach sta-
bileren und einfacher zu handhabenden Phosphit-
amiden und nach spezifischeren Abspaltbedingun-
gen der Phosphatschutzgruppen hat eine Reihe von
Arbeitskreisen zu Modifikationen der Phosphitamid-
Reagentien angeregt [3—6]. In unserem Arbeitskreis
erproben wir die durch reduktive Fragmentierung
selektiv  abspaltbare 2,2,2-Trichlor-1,1-dimethyl-
ethoxygruppe (TCB) als Phosphatschutz [7].

Daneben haben wir die ebenfalls durch reduktive
Fragmentierung selektiv abspaltbare 2,2,2-Trichlor-
1,1-dimethyl-ethoxycarbonylgruppe (TCBOC) zum
Schutz der heterocyclischen Basen verwendet [8].

Die Notwendigkeit, Guanosin zusitzlich zum 2-N-
Schutz weiter zu blockieren, ist in den letzten Jahren
sehr deutlich geworden. Hierfiir hat sich 6-O-Schutz
bisher am besten bewéhrt [9—11].

In der vorliegenden Arbeit werden Synthesen von
Nucleosid-Synthesebausteinen fiir eine einheitliche
Schutzgruppenstrategie beschrieben; alle Schutz-
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gruppen sind durch reduktive Fragmentierung mit-
tels Co-I-Phthalocyanin [7a] abspaltbar.

Ergebnisse und Diskussion

Thymidin und die N-TCBOC-geschiitzten Deriva-
te von Desoxycytidin, -adenosin und -guanosin 1a—d
[8] werden in Analogie zu anderen geschiitzten Nu-
cleosiden mittels Dimethoxytritylchlorid in die 5'-Di-
methoxytritylderivate 2a—d tberfiihrt. Die Bildung
von 2a—c verlduft komplikationslos und in guten
Ausbeuten. Im Falle des 2-N-TCBOC-Desoxy-
guanosins (1d) erhélt man niedrigere Ausbeuten an
2d und kann bei vorsichtigem Aufarbeiten instabile
Produkte erhalten, die 1t. 'H-NMR-Spektrum das
8-H-Atom des Guanins nicht mehr enthalten. Diese
Tendenz wird im Falle des N-1-2-N-Bis-TCBOC-des-
oxyguanosins 1e verstirkt beobachtet.

Die Phosphorylierung von 2a—c mittels Phos-
phorigsdure-2,2,2-trichlor-1,1-dimethylethylester-di-
methylamid-chlorid (3) [7b] ergibt gute Ausbeuten.
Die Produkte werden durch schnelle Kurzsidulen-
chromatographie [4] gereinigt und mit Hexan gefillt.
Lt. *'P-NMR-Spektrum lassen sich die Phosphit-
amide 4a—c in guter Reinheit erhalten. Aus dem
Desoxyguanosinderivat 2d erhilt man so 4d in nur
20% Ausbeute neben sehr zersetzlichen, noch nicht
nadher charakterisierten Nebenprodukten.
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Zur Vermeidung dieser Schwierigkeiten wurden
6-O-geschiitzte Desoxyguanosinderivate hergestellt.
Desoxyguanosin wird in einer Eintopfreaktion nach
intermedidrer Silylierung mittels TCBOC-CI an 2-N
acyliert. Nach Abdestillieren des Losungsmittels Py-
ridin und Losen in Methylenchlorid iibersteht das

TMSO

3’,5'-Bistrimethylsilyl-2-N-TCBOC-desoxyguanosin
(5) eine vorsichtige wéiBrige Aufarbeitung und
schnelle Chromatographie.

In Analogie zu Jones’ Verfahren [11] 148t sich 5 an
6-O alkylieren:
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Durch Mesitylensulfochlorid/Triethylamin/DMAP
wird § in den 6-O-Sulfonsdureester tberfiihrt. Nach
Umsetzen mit Trimethylamin wird die Schutzgruppe
unter DABCO-Katalyse mittels Trichlorethanol
bzw. o-Nitrophenol eingefiihrt. Die 3'- und 5'-Silyl-
gruppen werden abschlieBend durch vorsichtige sau-
re Hydrolyse entfernt.

Kurzsdulenchromatographie ergibt 2-N-TCBOC-
6-trichlorethyl- bzw. 2-N-TCBOC-6-o-nitrophenyl-
desoxyguanosin (6a bzw. 6b) in 40% Ausbeute (be-
zogen auf Desoxyguanosin).

Der stabilisierende EinfluB3 des 6-O-Schutzes 148t
sich an den 3’,5'-Diacetaten 6e und 6c¢ und 6d zei-
gen. Im Gegensatz zu 3’-5'-Diacetyl-N-2-TCBOC-
desoxyguanosin (6e) sind die O-6-geschiitzten 6¢
und 6d gegen Acetanhydrid vollig stabil (DC). Re-
aktion mit Phosphorigsdure-2,2,2-trichlor-1,1-dime-
thylethylester-dimethylamid-chlorid (3), das 6e und
2d zu einem grof3en Teil zerstort, findet bei 6¢ und d
nur noch in Spuren statt. Gegen Phosphorigsiure-
diester-dimethylamid/Tetrazol sind sie vollig inert.

So gelingen auch die Uberfithrung in das 5’-Dime-
thoxytritylderivat 6f und das Phosphitamid 6g beim
6-O-geschiitzten Desoxyguanosinderivat ohne die
bei 1d und 1e beobachteten Nebenprodukte.

Bei der Tritylierung von 1d und 1e bilden sich It.
'"H-NMR Produkte, die die 8-CH-Gruppe nicht ent-
halten. Dies deutet auf eine Hydrolyse des Imidazol-
ringes nach Tritylierung an N-7 hin. Die entspre-
chenden Zwischenstufen konnten im Fall der Phos-
phorylierung mittels 2-Chlorphenyl-phosphorsiure-
bis-1,2,4-triazolid isoliert werden [12]. Die Beobach-
tung, daB O-6-Schutz den Guaninrest stabilisiert,
wihrend N-1-Acylierung ihn labil macht, wurde in
jiingster Zeit auch anhand der N-7-’N-NMR-Daten
von Guanosiderivaten nachgewiesen [13].

Mit den hier beschriebenen Nucleosidderivaten
sind Synthesebausteine fiir die Oligonucleotidsyn-
these zugéinglich, deren Schutzgruppen in einem ein-
zigen Deblockierungsschritt gemeinsam durch re-
duktive Fragmentierung abspaltbar sind.

Die Erprobung dieser Synthesebausteine bei Oli-
gonucleotidsynthesen ist noch nicht abgeschlossen.
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Experimentelles

Alle Reaktionen wurden in getrockneten Losungs-
mitteln unter Stickstoffatmosphédre durchgefiihrt.
'H-NMR-Spektren (CDCl;, TMS interner Standard)
wurden bei 200 MHz an einem Bruker WP200, 'P-
NMR-Spektren im gleichen Losungsmittel (H;PO,
externer Standard) an einem Jeol FX 90Q oder Bru-
ker HX90-Spektrometer gemessen. Kurzsdulenchro-
matografie erfolgte an TLC-Kieselgel 60H, 15 um,
der Fa. Merck.

Die 5'-Dimetoxytrityl-N-TCBOC-geschiitzten Nu-
cleoside 2a—d wurden in Analogie zu [7] zu den
Phosphitamiden 4a—d in 90, 70, 70 und 20% Aus-
beute phosphoryliert. Die *’P-NMR Spektren zeigen
die Signale der Diastereomeren bei 140,17 und
140,35 (4a), 140,41 und 140,90 (4b), 139,92 und
140,96 (4¢) und bei 139,76 und 140,72 (4d).

2-N-(2,2,2-Trichlor-1,1-dimethyl-ethoxycarbonyl)-
3',5'-bistrimethylsilyl-2'-desoxyguanosin (5)

1,43 g (5 mmol) Desoxyguanosin werden nach
zweimaligem Losen in je 10 ml Pyridin und Abdestil-
lieren im Vakuum in 50 ml Pyridin geldst und mit
4,5 ml (33 mmol) Trimethylchlorsilan versetzt. Nach
3 hist It. DC (Kieselgel, CHCI,/EtOH 7:3, R;=0,71)
die Silylierung vollstdndig. Nach Zugabe von 1,2 g
(5 mmol) TCBOC-CI wird iiber Nacht geriihrt. Das
Pyridin wird in vacuo abdestilliert, der Riickstand
in Toluol aufgenommen und zur Trockene einge-
engt. Der Riickstand wird nun in Methylenchlorid
aufgenommen und mit eiskalter Natriumhydrogen-
carbonatlosung gewaschen. Man erhilt in praktisch
quantitativer Ausbeute (3,0 g) ein It. DC (CHCly/
EtOH 9:1, R;=0,57) fast einheitliches Ol. Zur Cha-
rakterisierung kann es nach Kurzsdulenchromatogra-
fie im gleichen Laufmittel mit 50% Ausbeute rein
erhalten werden.

'H-NMR: 6=7,94 (s; 1H, 8-H), 7,91 (br.; 1H,
NH), 6,19 (t,/J=6,3 Hz; 1H, 1'-H), 4,45 (m; 1H, 3'-
H), 3,92 (m; 1H, 4'-H), 3,65 (m; 2H, 5'-H), 2,3 (m;
2H, 2'-H), 1,93 (s; 6H, TCBOC), 0,08, 0,07 (2s; je
9H, SiCHj;).

2-N-(2,2,2-Trichlor-1,1-dimethyl-ethoxycarbonyl)-6-
O-o-nitrophenyl-2'-desoxyguanosin (6a) und 2-N-
(2,2,2-Trichlor-1,1-dimethyl-ethoxycarbonyl)-6-O-
(2,2,2-trichlorethyl)-2'-desoxyguanosin (6b)

1,69 g (2,80 mmol) 5§ werden in 40 ml Methylen-
chlorid geldst und mit 1,95 ml (13,7 mmol) Triethyl-
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amin, 3,0 g (13,7 mmol) Mesitylensulfochlorid und
67 mg (0,50 mmol) Dimethylaminopyridin versetzt.
Nach 50 min Rihren wird mit conc. Natriumhydro-
gencarbonatldsung gewaschen. Die organische Phase
wird getrocknet, eingeengt, in 40 ml Methylenchlo-
rid geldst und mit 4,0 ml Trichlorethanol bzw. 5,7 g
o-Nitrophenol (41 mmol) versetzt. Bei 0 °C werden
3 ml Trimethylamin und nach 10 min 0,50 g
(4,1 mmol) DABCO zugesetzt. Nach 25 min wird
mit Natriumhydrogencarbonatlésung versetzt und
mehrfach mit Methylenchlorid extrahiert. Nach
Trocknen und Abdestillieren des LoOsungsmittels
wird mehrfach in Toluol gelést und abgedampft.
Der Riickstand wird in 40 ml einer Toluolsulfon-
sdurelosung (0,1 M in Methylenchlorid/Methanol 7:3)

[1] R. L. Letsinger und W. B. Lunsford, J. Am. chem.
Soc. 98, 3655 (1976).

[2] S. L. Beaucage und M. H. Caruthers, Tetr. Lett. 22,
1859 (1981).

[3] N. D. Sinha, J. Biernat, J. McManus und H. Koster,
Nuc. Acids. Res. 12, 4539 (1984).

[4] T. Dérper und E. L. Winnacker. Nuc. Ac. Res. 11,
2575 (1983).

[5] R. L. Letsinger, E. P. Groody und T. Tanaka, J. Am.
Chem. Soc. 104, 6805 (1982).

[6] N. Balgobin und J. Chattopadhyaya, Acta Chem.
Scand. B 39, 883 (1985).

[7a] H. A. Kellner, R. G. Schneiderwind, H. Eckert und
I. Ugi, Angew. Chem. 93, 581 (1981).

[7b] G. Hering, R. Stocklein-Schneiderwind, I. Ugi, T.
Pathak, N. Balgobin und J. Chattopadhyaya, Nu-
cleosides and Nucleotides 4, 169 (1985).

445

gelost und nach 1 min mit conc. Natriumhydrogen-
carbonatlosung neutralisiert.

Kurzsdulenchromatografie (CHCI;/EtOH 9:1) und
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