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&samm&asanug-Das 2’-Desoxytubercidin-Phosphoramidit 2 wurde aus 1 nach N4-Benxoylierung zu 39, 
0-5’-Dimethoxytritylierung xu 3h und Phosphitylierung mit Chlotdiisopropylaminomethoxyphosphan 
dargestellt. Kondensation von 2 mit 0-3’-silyliertem 3e fiihrt fiber das vollgeschiitxte 4h zu 
2-Desoxytubercidylyl(3’ + 5’~2’desoxytubercidin (4a). Das dem ZZ’Desoxyadenosylyl(3 -+ 5’@‘- 
da loxyadenosin @(ApA)) isostere 4a weist bei 270 nm eine Hypochromixitiit von 11% und damit starke 
stacking-Wechselwirkungen auf Hydrolyse von 4a mit Nuclease S, erfolgt fiiiimal schneller ah bei d(ApA). 
Dies weist darauf hin, dass das Enxym neben seiner Einxelstrangspezifitiit such die Geometric des 
Basenstackings erkennt. 

Abstract-The phosphoramidite of 2’deoxytubercidin (2) has been prepared by phosphitylation of 
compound 3b with chlorodiisopropylaminomethoxyphosphane. The intermediate XI was obtained from 2’- 
deoxytubercidin (1) by N’-benxoylation and subsequent 0-S’dimethoxytritylation. Condensation of 
compound 2 with 0-3’-silylated 3e gave the fully protected dimer 4b, which was converted into 2’- 
deoxytubercidylyl(3’ --* 5’~2’deoxytubercidin(4a). Compound4aisoster with 2’deoxyadenosylyl(3’ - 5’)2’- 
deoxyadenosine (d(ApA)) exhibits a hypochromicity of 11% (270 nm) due to strong stacking interactions. 
Cleavage of the dinucleoside monophosphate4a with nuclease S, occurs Eve times faster than that ofd(ApA). 
This shows that the single strand specific enzyme recognises the geometry of the stacked nucleobases. 

Unter den Pyrrolo[2,3_d]pyrimidin-Nucleosiden’ Desoxyverbindung 1 bisher nicht aus naturlichen 
spielt Tubercidin’ eine besondere Rolle. Es ist ein Quellen isoliert worden. Die Darstellung erfolgte 
natiirlich vorkommendes Isoster des Adenosins, jedoch entweder enzymatisch als Triphosphaf’ea durch 
mit anderen biologischen Eigenschafter~~ Es ist nicht mu Partialsynthese aus der fermentativ gewonnenen D- 
antibiotisch, sondem such antineoplastisch wirksam ;4 Riboverbindung’ oder durch Totalsynthese mittels 
durch Enzyme wie Adenosin-Desaminase nicht mehr Phasentransferglycosylierung von 4-Amino-2- 
umwandelbar’ und vermag im Polynucleotidverband methylthio-7H-pyrrolo[2,3-dlpyrimidin mit der ent- 
nur Watson-Crick-, jedoch keine Hoogsteen- sprechenden Halogenose.‘O 
Basenpaare mehr auszubilden.6 

Im Gegensatz zu Tubercidin ist die 
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Oligo-’ ’ und Polynucleotide.‘* Diese gezielte 
Moditikation einer DNA- oder RNA-Sequenz kann 
Aufschliisse iiber die Sekundiir- und Tertiirstruktur 
der Nucleinslurehelix und such iiber ihre 
Wechselwirkung mit Enzymen erbringen. ’ 3 
Andererseits stellt der Einbau einer “unnatiirlichen” 
Base in den DNA-Duplex eine Punktmutation dar, die 
im Normalfall wieder repariert werden kann. Erfolgt 
diese Reparatur nicht durch Hydrolyse der Inter- 
nucleotidbindung, sondern wie bei den Trans- 
glycolasen I4 durch Hydrolyse der glycosylischen 
Bindung, so ist zu erwarten, dass diese bei 2’- 
Desoxytubercidin-haltigen Sequenzen stark ein- 
geschrlnkt ist, da 1 im Gegensatz zu 2’- 
Desoxyadenosin eine relativ stabile N-glycosylische 
Bindung besitzt.” 

Vor einiger Zeit haben Beaucage und Caruthers” 
und McBride und Caruthersr’j gezeigt, dass Nucleosid- 
phosphoramidite in situ aktivierbare Spezks darstellen, 
die entweder in L&mg oder am polymeren Triiger zur 
Synthese von Oligonucleotiden eingesetzt werden 
kiinnen.-Bisher hat man im wesentlichen Phosphoram- 
idite von Nucleosiden mit regulken Basen dargestellt. 
Wir beschreiben im folgenden die Synthese des dem 
2’-Desoxyadenosin isosteren Phosphoramidites 2” 
und zeigen anhand der Darstellung des Dinucleosid- 
monophosphates 4a, dass es sich wie die Adenin- 
Stammverbindung als aktivierbare Spezies zur geziel- 
ten Modifikation von NucleinsZiuren eignet, jedoch 
eine im Vergleich zu 2’-Desoxyadenosin hbhere 
hydrolytische Stabilitlt an der N-glycosylischen 
Bindung be&t. 

2’Desoxytubercidin (1) wurde zuerst an der 4- 
Aminogruppe mit einer geeigneten Schutzgruppe 
versehen. Wir wiihlten, wie schon beim Tubercidin,’ ’ 
den Benzoylrest und stellten Verbindung 3a durch 
Reaktion von 1 mit Benzoylchlorid nach einem 
Verfahren dar, bei dem die glyconischen 
Hydroxylgruppen tempo& durch Trimethylsilylreste 
geschiitzt werden.‘s Die benzoylierte Verbindung 
3a, die. wir in 92% Ausbeute gewannen, ist im 
Gegensatz zu N6-Benzoyl-2’desoxyadenosin hydro- 
lysestabil und wird nicht ohne weiteres 
an der N-glycosylischen Bindung gespalten. Die 
Benzoylierung an der CAminogruppe ergibt sich aus 
der Hochfeldverschiebung der C-4, C-4a- und C-S- 
NMR-Signale (Tabelle 1). Allerdings ist nicht nur die 
glycosylische, sondern such die Amidbindung zum 
Benzoylrest wesentlich stabiler als beim entsprechend 
geschiitzten 2’-Desoxyadenosin. Da die grosse 
Stabililt der Amidbindung von 3~ Probleme bei der 
Abspaltung in der Oligonucleotid-Synthese bringen 
kann, haben wir die Hydrolysegeschwindigkeit 
gemessen und mit der von N6-Benzoyl-2’- 
desoxyadenosin verglichen. 

Die Kinetik der Debenzoylierung von 3a und die 
vergleichsweise bestimmte von N6-Benzoyl-2’- 
desoxyadenosin wurden UV-spektroskopisch bei 303 
nm verfolgt. Bei dieser Wellenliinge weisen Edukt und 
Produkt erhebliche Unterschiede in der Extinktion auf 
(&X von 1: 270 nm; I, von 3s: 303 nm). Die 
Reaktion, in 0.2 N NaOH-Methanol (1: 1, v/v) bei 25” 
durchgeffihrt, ergab fur 31 eine Halbwertszeit von 269 
min ; der Wert fur die entsprechende Purin- 
Verbindung lag bei 169 mm (Lit. :I9 224 min bei 22”). 
Eine Erhbhung der Natronlauge-Konzentration er- 
hohte die Hydrolysegeschwindigkeit von N6-Benzoyl- 

2’-desoxyadenosin nur geringfiigig, von 3a praktisch 
nicht. Dies unterstreicht, dass sowohl3a als such das 
Purinnucleosid unter diesen Bedingungen gem&s 1. 
Ordnung debenzoyliert werden. Die erschwerte Reak- 
tion von 3a gegeniiber der entsprechenden Purin- 
Verbindung lkst such bei der Debenzoylierung im 
Oligonucleotidverband llngere Abspaltzeiten fur die 
Schutzgruppe vermuten. Wir konnten bei verliingerter 
Einwirkung von schwachen Basen wie Ammoniak die 
vollstiindige Debenzoylierung nachweisen. 

Die 4,4’-Dimethoxytritylierung von 3a Ghrte unter 
Standardbedingungen in 76% Ausbeute zu 3b. Die 
Tritylierungsposition wird sowohl durch das Fehlen 
des S-OH-Tripletts im ‘H-NMR-Spektrum als such 
durch die Hochfeldverschiebung des S-C-Signals urn 2 
ppm im r3C-NMR-Spektrum ang&.eigt (Tabelle 1). Bei 
der “tIash”Chromatographic20 envies es sich als giin- 
stig, ein Dichlormeth~Aceton-Gemisch statt eines mit 
Triethylamin schwach basisch gemachten Laufmittels 
von Chloroform-Methanol zu verwenden. So verhin- 
dert die Abwesenheit von Methanol die bei der 
Slulenchromatographie beobachtete Abspaltung des 
4,4’-Dimethoxytritylrestes vollstiindig. Die znvor am 
ungeschiitzten Nucleosid 1 durchgefiihrte Dimethoxy- 
tritylierung zu 3c erbrachte stets geringere Ausbeuten 
an der 5’-geschiitzten Komponente, was wir auf die 
geringere Effektivitiit der chromatographischen 
Trennung zurbkfiihren. 

Umsetzung von 3b mit einer lquimolaren Menge an 
Chlordiisopropylaminomethoxyphosphanr6 in absol. 
Dichlonnethan lieferte das Phosphoramidit 2, das 
ebenfalls durch “flash”-Chromatographie gereinigt 
wurde. Dies hat sich als giinstig enviesen, obgleich das 
Reaktionsgemisch aus der Phosphitylierung neben 2 
eine geringe Spur an unumgesetztem 3b enthielt. Der 
Verzicht auf eine vollstlndige Umsetzung verhinderte, 
dass unumgesetztes Phosphitylierungsreagenz hydro- 
lysiert. *’ Das dabei entstehende Reaktionsprodukt ist 
dann vie1 schwerer aus dem Reaktionsansatz abzutren- 
nen als eine Spur des Nucleosids 3b. Das farblose 
amorphe Phosphoramidit 2 zeigt im 31P-NMR- 
Spektrum bei 149.92 und 150.03 ppm die Signale der 
Diastereomeren ohne Verunreinigung durch hydro- 
lysiertes Phophitylierungsreagenz. 

Rontgenstrukturdaten** zeigten bei 2’- 
Desoxytubercidin und 2’-Desoxyadenosin eine Ihn- 
lithe Konformation im glyconischen Rest. Allerdings 
ist die N-glycosylische Bindung stark verkiirzt. Urn 
nachzuweisen, welchen Einfluss dies auf die 
Eigenschaften von Oligonucleotiden hat, wurde das 
Dinucleosidmonophosphat 4a synthetisiert. Zur 
Synthese von 2’-Desoxytubercidylyl(3’ + SQ’desoxy- 
tube&din (4a) (d(TupTu)) ist die Darstellung einer 3’- 
terminal geschiitzten Komponente erforderhch. Als 3’- 
terminale Schutzgruppe wihlten wir den von 0gilvie23 
in die Oligonucleotid-Synthese eingeffihrten tmt- 
Butyldimethylsilylrest. 24 Silylierung von 3b mit tert- 
Butylchlordimethylsilan fiihrt zu &I, das chroma- 
tographisch gereinigt und analysenrein erhalten 
wurde, wobei das 13C-NMR-Spektrum die Silyl- 
ierung der glyconischen Komponente anzeigt 
(Tabelle 1). Die selektive Abspaltung des 4,4’-Di- 
methoxytritylrestes erfolgte mit Zinkbromid in Nitro- 
methan. Wie sich herausstellte, lagen die Ausbeuten 
stets hoher, wenn 36 nicht isoliert, sondem direkt der 
Abspaltung des 4,4’-Dimethoxytritylrestes untetzogen 
wurde. 
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Die Kondensation von 2 mit 3e erfolgte in 
Tetrahydrofuran durch Aktivierung von 2 mit f&h 
sublimiertem Tetrazol. Verbindung 2 wurde dabei im 
1.5fachem &rschuss eingesetzt; ein geringerer 
Uberschuss senkte die Ausbeute an Kondensations- 
produkt. Es envies sich als giinstig, eine M&hung aus 
2, 3e und Tetrazol unter Argon-Atmosphiire vorzu- 
legen und auf das Gemisch absolutes Tetrahydrofuran 
zu destillieren, wobei die Komponenten in Losung 
gehen. Das intermed& gebildete Phosphit wird mit 
fad-Wasser-Lutidin zum Phosphat 4b oxidiert. 
Extraktion und “flash”Chromatographie f(ihren zu 
farblosem amorphem 4h, das “‘P-NMR-Spektrum 
zeigt bei 6 0.01 und -0.05 ppm Signale eines 
Diastereomerengemisches. Das ‘H-NMR-Spektrum 
be&it&t die Anwesenheit von zwei Tubercidylyl- 
Resten sowie aller Schutzgruppen. Das UV-Maximum 
von 304 mn (CH,Cl,) zeigt das intakte Vorliegen der 
benzoylierten Aglycone an. 

Die Sequenz der Abspaltung der Schutzgruppen 
wurde mit der Demethylierung von 4b begonnen, die, in 
Thiophenol-Triethylamin-Dioxan durchgeftihrt, 4c 
als einziges Reaktionsprodukt ergab. Desilylierung mit 
Tetrabutylammoniumfluorid lieferte 4d, von dem der 
Tritylrest mit TrichloressigGrre unter Bildung von 4e 
entfernt wurden. Bis zu dieser Stufe wiesen die UV- 
Spektren der Reaktionsprodukte UV-Absorptions- 
maxima bei 304 nm auf. Die Behandlung von 4e mit 
konz, Ammoniak-Methanol (1: 1) bei 50” iiber 24 h 
fiihrte zur vollstlndigen Abspaltung der Benzoylreste, 
was durch eine Verschiebung des UV-Maximums auf 
270 nm angezeigt wird. Zur Reinigung wird 4s an 
DEAE-Sephadex A-25 chromatographiert. 

Das Dinucleosidmonophosphat 4~ wird durch 
Schlangengift-Phosphodiesterase in 2’-Desoxy- 
tubercidin (1) und 2’-Desoxytubercidin-S-O-mono- 
phosphat (3f) als die einzigen Reaktionsprodukte ge- 
spalten. Im Gegensatz zur Ausgangsverbindung 4a 
(DC (Kieselgel RP 18, M): R, = 0.33) weisen 1 und 3f 
Mobilititen von 0.50 bzw. 0.74 im gfeichen Chromato- 
graphiesystem auf, die mit a&hen&hen Proben 
iibereinstimmten. Das ‘H-NMR-Spektrum von 4a 
liefert im Bereich von 6 6.20-8.10 ppm jeweils zwei 
separierte Signale fur die Protonen 2-H, 5-H, 6-H und 
l’-H.-Da das 6-Proton des 3’-terminalen Restes von 
4a in die Anisotropiesphare des Phosphatrestes gelangt 
und dadurch eine Tieffeldverschiebung bewirkt wird, 
kann wie beim ApA das Tieffeldsignal dem 3’- 
terminalen Rest, das Hochfeldsignal dem 5’-terminalen 
Rest zugeordnet werden. Die Zuordnung der 2-H- und 
5-H-Signale kann so nicht ohne weiteres vorgenommen 
werden. Im ‘H-NMR-Spektrum von 4a wird ein l’-H- 
Signal zum Pseudotriplett, das andere hingegen zum 
doppelten Duplett aufgespalten. Dieses unter- 
schiedliche Verhalten des I’-H-Signals haben wir 
immer dann beobachtet, wenn die 3’-Hydroxylgruppe 
des 2’Desoxytubercidins substituiert wurde. 
Ubertragt man diese Befunde auf 4a, so kann das 
Hochfeldsignal der l’-Protonen dem 5’-terminalen, das 
Tie5eldsignal dem 3’-terminalen Rest zugeordnet 
werden. Obgleich die Lage der UV-Absorptions- 
maxima von 4a und 1 iibereinstimmt (270 nm), besitzt 
das Dinucleosidmonophosphat eine geringere 
Extinktion. Die durch Basenstacking hervorgerufene 
Hypochromizitit kamr bestimmt werden, indem man 4a 
in 0.1 M TRfS-HCl-Puffer pH 8.5 mit Schlangengift- 
Phosphodiesterase spaltet und die Reaktion UV- 
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gel6st und 2 h bei Raumtemp. gerilhrt. Man giesst 
die ReaktionslBsung in 30ml Sproz. w&r Natriumhydrogen- 
carbonat und extrahiert mehrfach mit Dichlormethan. Die 
organ&hen Phasen werden ilber Na,SO, getrocknet, 
eingeengt und der Riickstand an cincr 9x2.5 cm S&tle 
(Kieselgel 6OH, Sovens C) der “flash”Chromatottraphie 
unterworfen. Aus der eingee&ten Hauptzone erh8lt &n-334 
mn(710/,)farblosesamomhcsY.DCIKieselnel.B):R, = 0.70. 
uv‘(McOH, : & 2X,282,301 nm (e = 42iti. iti 9600) ; 
.&,. 217, 262, 291 nm (a = 37000, 8400, 9200). ‘H-NMR 
(p,]DMSO) 6 0.01, 0.05 [2-s. (CH,),Si], 0.83 [s. (CH,),C], 
2.36, 2.71 (2m, 2-H. und 2-H,), 3.15 (m. 5’-CH,), 3.71 (s, 
OCH,), 3.88 (m, 4-H), 4.6O(m, 3’-H), 6.66(dd, J = 3.5 Hz und 
6.5 Hz, l’-H), 6.68 (d, J = 3.5 Hq 5-H), 7.59(d, J = 3.7 Hz, 6-H). 
6.82-8.08 (arom. H), 8.58 (s, 2-H), 11.16 ppm (s, NH). 
(C,,H,,N,O,Si(771.1): Ber.:C,70.09;H,6.55;N,7.27.Gef.: 

10 ml w&r. NatriumhydrogencarbonatlBsung zugegeben 
und es wird mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Die ilher 
NaxSO,getrccknete organische Phase wirdeingeengt und der 
Rilckstanh der “flash”-Chromatographie an &s&l 60H 
(Slule 7 x 2.5 cm. Solvens J)25 untenoaen. Nach Emenaen der 
Hauptzone und. Abdampfen mit A&ton erhiilt m& 2 als 
farblose amorphe Substanz in 72% (450 mg) Ausbeute. DC 
(Kieselgel, J): R, = 0.90. x*P-NMR (CDCl,) 6 150.03,149.92 
ppm. 

N4 - Benzoyl- 5’ - 0 - (44 - dimethoxytrity[) - P - methyl - 2’ - 
desoxytubercidylvl(3’ + 5’) - N4 - benzovl - 3’ - 0 - (tert - 
butyl&nethyls~l$) - 2’ - d&oxytubercidin~(4b) 

. C, 70.15; H, 6.58; N, 7.20%.) 

4 - Benzoylamino - 3’ - 0 - (tert - butyldimethylsilyl) - 7 - (2 - 
desoxy - b - D - erythro - pentofuratwsyl - 7H - pyrrolo[2,3- 
dlpyrimidin (3e). 

Verbindung 3b (500 mg, 0.76 mmol) in 5 ml absol. 
Dimethylfotmamid we&n mit Imidazol(228 mg 3.35 mmol) 
und 253 mg( 1.68 mmol) tert-Butylchlordimethylsilan versetzt 
und 10 h bei Raumtemp gerilhrt danach in 40 ml Sproz w8ssr. 
Natriumhydrogencarbonat gegeben und mehrfach mit 
Dichlonnethan extrahiert. Nach Trocknen ilber 
Natriumsulfat wird abgedampft und der Riickstand in 20 ml 
Nitromethan aufgenommen. Die mit 5 g wasaerfreiem 
Zinkbromid versetzte L6sung wird 1.5 h geriihrt und in 50 ml 
Sproz. w&r. Natriumhydrogenca&mat gegossen. 
Mehrfache Extraktion mit Dichlormethan fiihrt nach 
Vereinigung der organischen Phasen, Trocknen fiber 
Natriumsulfat und Abdampfen zu einem amorphen 
Rilckstand. Dieser wird in CH,CI, aufgenommen und an 
Kieselgel6OH (SBule 9 x 4 cm, Solvens B) chromatographiert. 
Nach Abdampfen der Hauptfraktion wird der Rilckstand 
durch mehrfaches Nachdampfen mit Aceton aufgeschiiumt. 

Verbindung 2 (157 mg, 192 ~01) 60 mg (128 qtol) 3e und 
40.3 mg(576~mol)Tetrazol werden unter Argon-Atmosphire 
3 h in absol. Tetrahydrofuran bei Raumtemp geriihrt. 
Anschliessend wird eine LBsung von 100 mg(385 ~01) Iod in 
1 ml Tetrahydrofuran-Lutidin-Wasser (4: 3 : 1) zugegeben 
und weitere 3Omingeriihrt. Manentfilrbt mit Natriumdisulfit, 
versetzt mit 20 ml Dichlormethan-Wasser (I: 1) und schilttelt 
beide Phasen intensiv. Nach Abtrennen der organ&hen 
Phase, Extraktion mit Dichlormethan und Filtration wird 
eingeengt. Nach zweimaligem Einengen mit Toluol wird der 
Riickstand mittels “flash”-Chromatographie an Kieselgel 
60H (Siiule 6x2.5 cm, Solvens D) gereinigt. Aus der 
Hauptzone erhillt man nach Eindampfen 103 mtt (72%) 
farbloses amorphes 4b. DC (Kieselgel,‘D): R, = 030. UV 
(CH,cI,) : 5,304 nm (E = 19900). ‘H-NMR (CDCI,) 6 0.42 
[~(CH~),C],O.~~[~,(CH,),S~],~.~~(S,CH,O),~.~~(~,J = 3.7 
Hz, 5-H), 6.96 (d, J = 3.7 Hz, 6H), 6.91 (d, J = 3.8 Hz 5-H). 
7.12 Id. J = 3.8 Hz 6-HI. 8.39.8.49 (2s. 2-H). 8.86 (breit. NHl. 
“P-NMR (CDC13j 6 001, -0.05 &n. &H,,N,O$!Ii ; 
2 H,O (1239.5): Ber.: C. 62.01; H, 5.95; N, 9.04. Get: C, 
62.01; H, 6.04; N, 8.96%) 

2’ - Desoxytubercidylyl(3’ + 5’) - 2’ - desoxytubercidin, 
Triethylammoniumsalz (4a) 

296 mg (84%) farbloses amorphes 3e. DC (Kieselgel, B) : R, 
= 0.20. UV (MeGH): & 224,235 (Sh), 302 nm (e = 27400, 
23800.9800) ; A._.,. 262 mn (c = 6400). ‘H-NMR (l-DD,lDMSG) .- __ 
60.13 [s,(CH,),Si],0.91 [s~(CH,),C],2.25,2.65(2m,2’-H,und 
2-H,). 3.55 (m. 5’-CH,). 3.85 (m. 4-H). 4.57 (m. 3-H). 5.04 It. J 

“I. 

= 5.4 Hz, Y-dH), 6.&(dd, J‘=‘6.5 I& und3.i Hz, b-H), 6.69 
(d,J = 3.5Hz,5-H),7.51-8.09(m,arom.H),7.72(d,J = 3.8Hz, 
6-H), 8.61 (s,2-H), 11.14ppm (s,NH).(C2dH32Nb04Si(468.7): 
Ber.: C, 61.50; H,6.89;N, ll.%. Gef.: C, 61.43; H, 6.68; N. 
11.73X.) 

4 - Amino - 7 - (2 - desoxy - B - D - erythro - pentofianosy[) - 
7H - pyrrolo[2,3d]pyrimidin - 5’ - monophosphat. Triethyl- 
ammoniumsalz (3fJ 

Verbindung 1 (50 mg, 0.2 mmol) in 2 ml Triethylphosphat 
werden bei 4” mit 37 d(O.4 mmol) POCl, verse&i und 5 h 
bei gleicher Temp. aufbewahrt. Die L&unn wird mit 1 ml 
zersiossenem Eis-versetzt, mit 1 M TBK neutralisiert und i. 
Hochuak. eingedampft. Der Rilckstand wird in Wasser gel&t 
und an DE-52Cellulose (Slule 45 x 3.5 cm) adsorbiert. Nach 
Waschen mit Wasser wird mit 1000 ml 0.5 M TBK/lOOO ml 
Wasser (linearer Gradient) eluiert und die bei 0.3 M TBK 
abgetrennte Hauptzone eingeengt. Nachdampfen mit Wasser 
und Lyophilisation liefeg I900 Az,,-Eieiten (78%) 
amotuhes farbloses 3f. DC IPEI-Cellulose. L : R , = 0.30. UV 
(H,Oj: ,l_, 270 nm (e = 12200). “P-NMR (H;G-D,O, pH 
8.0.0.1 M EDTA) 6 4.42. 1 Mol Phosphat/Mol 3f.” 

4 - Benzoylamino - 7 - (2 - desoxy - /_I - D - erythro - 
pentofuranosyl) - 3’ - 0 - (diisopropybnethylphosphoramidito) - 
Y-O-(4,4 -dimethoxytrityl)-?H~-~yrrol~~2,~]pyrimidin(2) 

Verbindung 3h (500 mg, 0.76 mmol) in 4 ml absol. 

Verbindung 4b (60 mg 48 ~mol) werden mit 3 ml einer 
M&hung von Thiophenol-Triethylamin-Dioxan (I : 1: 2, 
v/v/v) versetzt und 5 h bei Raumtemp gerilhrt. Nach 
Eindampfen i. Vak. wird der Riickstand in Dichlormethan 
aufgenommen und an Kieselge16OH (Siiule 6 x 3 cm, Solvens 
G) chromatographiert. Nach Abtrennen und Eindampfen der 
Hauptzone erhi& man einen farblosen Rilckstand -4e (DC 
(Kieselael. G): R, = 0.40: UV (CDCl,): I,.. 304 nml. Man 
nimmt in 5 mlTetiahydrofuranLPyridin(3 :3$-auf, vers&t mit 
1.0 g Tetrabutylammoniumfluorid und riihrt 2 h bei 
Raumtemp., wobei 4I als einheitliches Produkt entsteht (DC 
(Kieselgel, I): R, = 0.80). Die L&ung wird i. Yak. 
eingedampft, in wenig Dichlormethan aufgenommen und mit 
20 ml einer Sproz. L&sung von Trichloressigsiiure in 
Dichlormethan versetzt. Nach 2 h wird die intensiv rot 
gel&bte Lijsung mehrmals mit Wasser ausgeschiittelt und 4e 
aus der wiissrigen Phase durch Eindampfen gewonnen (DC 
(Kieselgel, H): R, = 0.14; UV (MeGH): L 304 nm). Den 
Riickstand bewahrt man 24 h in 40 ml Methanol-25proz. 
Ammoniak (1: I) bei 50” auf, dampft ab, nimmt in 20 ml 
Wasser auf und chromatographiert an DEAE-Sephadex A-25 
(~ule15~1.5~~NachWaschcnmitllWasscrwirdmit800 
ml 0.3 M TBK-H,O (linearer Gradient von O-O.3 M) eluiert. 
Die bei 0.1 I M TBK abgetrennte Hauptzone wird eingeengt 
und mit Wasser mehrmals nachgedampft. Man erhiilt 4a als 
Triethylammoniumsalz in 25proz Ausbeute. DC (RP,,, M): 
R, = 0.33.UV(CH30H):1_270nm.‘H-NMR(D,O)d6.22 
(dd,J = 5.6Hzund 8.7Hq I’-H),6.41 (dd,J = 3.5Hzund 7.0 
Hq I’-H), 6.44 (d, J = 3.5 Hz, 5-H). 6.57 (d, J = 3.6 Hz, 5-H). 
7.21 (d,J = 3.7Hz_6-H).7.42(d. J = 3.7Hz.6Hl.7.95IS.2-Hl. 
8.01 ppm (s, 2-H): ‘. 

,. . . , 

Dichlormeth& we&en z&St mit 294 $ (2.28 mmol) N- 
Ethyldiisopropylamin und danach mit 150 4 (0.76 mmol) 
Chlordiisopropylaminomethoxyphosphan” bei Raumtemp 

Bestimmung der Hydrolysegeschwindigkeiten van d(ApA) und 
d(TupTu) (4a) durch N&ease S, 

Das Dinucleosidmonophosphat (0.5 A,,,-Einheiten 
d(ApA) bzw. 0.5 A,,,-Einheiten d(TupTu)) wird in 1 ml 0.03 M 

unter Rtihren verxetzt (Argon-AtmosphPre). Nach 2 h werden Natriumacetatpuffer pH 4.5, der 0.1 M Natriumchlorid und 1 
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mM Zinksulfat enthiilt, gelost und in einer lcm- 
Quarxkiivettc im Photometer auf 37” temperiert. Man startet 
die Reaktion durch Zugahe von Nuclease Sr (10’ units) und 
registriert die Zunahme der Extinktion hei 260 nm [d(ApA)] 
hxw. 270 nm [d(TupTu) J. 

Danksqpmg-Wir danken der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft fiir die finanxielle Unterstiitxung 
der Untersuchunaen sowie Fri. M. Auders fur kinctische 
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