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Zosammenfassung — Das 2'-Desoxytubercidin-Phosphoramidit 2 wurde aus 1 nach N*-Benzoylierung zu 3a,
O-5'-Dimethoxytritylierung zu 3b und Phosphitylierung mit Chlordiisopropylaminomethoxyphosphan
dargestellt. Kondensation von 2 mit O-3-silyliertem 3e fihrt Gber das vollgeschiitzte 4b zu
2-Desoxytubercidylyl(3' — 5')-2"-desoxytubercidin (4a). Das dem 2'-Desoxyadenosylyl(3’ — 5)-2'-
deoxyadenosin (d(ApA)) isostere 4a weist bei 270 nm cine Hypochromizitit von 119 und damit starke
stacking-Wechselwirkungen auf. Hydrolyse von 4a mit Nuclease S, erfolgt fiinfmal schneller als bei d(ApA).
Dies weist darauf hin, dass das Enzym neben seiner Einzelstrangspezifitit auch die Geometrie des
Basenstackings erkennt.

Abstract—The phosphoramidite of 2’-deoxytubercidin (2) has been prepared by phosphitylation of
compound 3b with chlorodiisopropylaminomethoxyphosphane. The intermediate 3b was obtained from 2'-
deoxytubercidin (1) by N*-benzoylation and subsequent O-5'-dimethoxytritylation. Condensation of
compound 2 with O-3'-silylated 3e gave the fully protected dimer 4b, which was converted into 2'-
deoxytubercidylyl(3’ — 5'}-2'-deoxytubercidin (4a). Compound 4aisoster with 2'-deoxyadenosylyl(3’ — 5)-2'-
deoxyadenosine (d(ApA)) exhibits a hypochromicity of 119 (270 nm) due to strong stacking interactions.
Cleavage of the dinucleoside monophosphate 4a with nuclease S, occurs five times faster than that of d(ApA).
This shows that the single strand specific enzyme recognises the geometry of the stacked nucleobases.
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Unter den Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-Nucleosiden®
spielt Tubercidin? eine besondere Rolle. Es ist ein
natiirlich vorkommendes Isoster des Adenosins, jedoch
mit anderen biologischen Eigenschaften.® Es ist nicht nur
antibiotisch, sondern auch antineoplastisch wirksam ;*
durch Enzyme wie Adenosin-Desaminase nicht mehr
umwandelbar® und vermag im Polynucleotidverband

Desoxyverbindung 1 bisher nicht aus natiirlichen
Quellen isoliert worden. Die Darstellung erfolgte
entweder enzymatisch als Triphosphat,”® durch
Partialsynthese aus der fermentativ gewonnenen b-
Riboverbindung® oder durch Totalsynthese mittels
Phasentransferglycosylierung  von  4-Amino-2-
methylthio-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin mit der ent-

nur Watson—Crick-, jedoch keine Hoogsteen- sprechenden Halogenose.!®
Basenpaare mehr auszubilden.® Seit einiger Zeit untersuchen wir den .Einbau
Im Gegensatz zu Tubercidin ist die 2- isosterer Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-Nucleoside in
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Oligo-'' und Polynucleotide.!> Diese gezielte
Modifikation einer DNA- oder RNA-Sequenz kann
Aufschliisse iiber die Sekundédr- und Tertiarstruktur
der Nucleinsdurehelix und auch iber ihre
Wechselwirkung mit  Enzymen  erbringen.'?
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'* durch Hydrolyse der glycosylischen
Bindung, so ist zu erwarten, dass diese bei 2'-
Desoxytubercidin-haltigen Sequenzen stark ein-
geschrinkt 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 Caruthers!® gezeigt, dass Nucleosid-
phosphoramidite in situ aktivierbare Spezies darstellen,
die entweder in Lsung oder am polymeren Tréger zur
Synthese von Oligonucieotiden eingesetzt werden
konnen.— Bisher hat man im wesentlichen Phosphoram-
idite von Nucleosiden mit reguldren Basen dargestelit.
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 Nucleinsduren eignet, jedoch
eine im Vergleich zu 2'-Desoxyadenosin hdohere
hydrolytische Stabilitait an der N-glycosylischen
Bindung besitzt.

2'-Desoxytubercidin (1) wurde zuerst an der 4-
Aminogruppe mit einer geeigneten Schutzgruppe
versehen. Wir wihlten, 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 temporar durch Trimethylsilylreste
geschiitzt werden.!® Die benzoylierte Verbindung
3a, die wir in 92% Ausbeute gewannen, ist im
Gegensatz zu N-Benzoyl-2'-desoxyadenosin hydro-
lysestabil und wird nicht ohne weiteres
an der N-glycosylischen Bindung gespalten. Die
Benzoylierung an der 4-Aminogruppe ergibt sich aus
der Hochfeldverschiebung der C-4-, C-4a- und C-5-
NMR-Signale (Tabelle 1). Allerdings ist nicht nur die
glycosylische, sondern auch die Amidbindung zum
Benzoylrest wesentlich stabiler als beim entsprechend
geschiitzten 2'-Desoxyadenosin. Da die grosse
Stabilitit der Amidbindung von 3a Probleme bei der
Abspaltung in der Oligonucleotid-Synthese bringen
kann, haben wir die Hydrolysegeschwindigkeit
gemessen und mit der von N®-Benzoyl-2-
desoxyadenosin verglichen.

Die Kinetik der Debenzoylierung von 3a und die
vergleichsweise bestimmte von NS®-Benzoyl-2'-
desoxyadenosin wurden UV-spektroskopisch bei 303
nm verfolgt. Bei dieser Wellenlange weisen Edukt und
Produkt erhebliche Unterschiede in der Extinktion auf
(Amax von 1: 270 nm; 4_,, von 3a: 303 nm). Die
Reaktion, in 0.2 N NaOH-Methanol (1: 1, v/v) bei 25°
durchgefiihrt, ergab fiir 3a eine Halbwertszeit von 269
min; der Wert fir die entsprechende Purin-
Verbindung lag bei 169 min (Lit.:'® 224 min bei 22°).
Eine Erhohung der Natronlauge-Konzentration er-
hohte die Hydrolysegeschwindigkeit von N®-Benzoyl-
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- 2-desoxyadenosin nur geringfiigig, von 3a praktisch

nicht. Dies unterstreicht, dass sowohl 3a als auch das
Purinnucleosid unter diesen Bedingungen gemass 1.
Ordnung debenzoyliert werden. Die erschwerte Reak-
tion von 3a gegeniiber der entsprechenden Purin-
Verbindung ldsst auch bei der Debenzoylierung im
Oligonucleotidverband lingere Abspaltzeiten fiir die
Schutzgruppe vermuten. Wir konnten bei verldngerter
Einwirkung von schwachen Basen wie Ammoniak die
vollstindige Debenzoylierung nachweisen.

Die 4,4'-Dimethoxytritylierung von 3a fihrte unter
Standardbedingungen in 76%, Ausbeute zu 3b. Die
Tritylierungsposition wird sowohl durch das Fehlen
des 5'-OH-Tripletts im 'H-NMR-Spektrum als auch
durch die Hochfeldverschiebung des 5'-C-Signals um 2
ppm im 3C.NMR-Spektrum angezeigt (Tabelle 1). Bei
der “flash”™-Chromatographie?° erwies es sich als giin-
stig, ein Dichlormethan—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
Sdulenchromatographie beobachtete Abspaltung des
4,4'-Dimethoxytritylirestes vollstindig. Die zuvor am
ungeschiitzten Nucleosid 1 durchgefiihrte Dimethoxy-
tritylierung zu 3c erbrachte stets geringere Ausbeuten
an der §'-geschiitzten Komponente, was wir auf die
geringere  Effektivitdit der chromatographischen
Trennung zurickfiihren.

Unmsetzung von 3b mit einer 4quimolaren Menge an
Chlordiisopropylaminomethoxyphosphan'® in absol.
Dichlormethan lieferte das Phosphoramidit 2, das
ebenfalls durch “flash”-Chromatographie gereinigt
wurde. Dies hat sich als giinstig erwiesen, obgleich das
Reaktionsgemisch aus der Phosphitylierung neben 2
eine geringe Spur an unumgesetztem 3b enthielt. Der
Verzicht auf eine vollstindige Umsetzung verhinderte,
dass unumgesetztes Phosphitylierungsreagenz hydro-
lysiert.?! Das dabei entstehende Reaktionsprodukt ist
dann viel schwerer aus dem Reaktionsansatz abzutren-
nen als eine Spur des Nucleosids 3b. Das farblose
amorphe Phosphoramidit 2 zeigt im 3!'P-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 dhn-
liche Konformation im glyconischen Rest. Allerdings
ist die N-glycosylische Bindung stark verkiirzt. Um
nachzuweisen, welchen Einfluss dies auf die
Eigenschaften von Oligonucleotiden hat, wurde das
Dinucleosidmonophosphat 4a synthetisiert. Zur
Synthese von 2’-Desoxytubercidylyl(3’ — 5')-2'-desoxy-
tubercidin (4a) (d(TupTu)) ist die Darstellung einer 3'-
terminal geschiitzten Komponente erforderlich. Als 3'-
terminale Schutzgruppe wihlten wir den von Ogilvie??
in die Oligonucleotid-Synthese eingefiihrten tert-
Butyldimethylsilylrest.?* Silylierung von 3b mit tert-
Butylchlordimethylsilan fiihrt zu 3d, das chroma-
tographisch gereinigt und analysenrein erhalten
wurde, wobei das !3C-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 3d nicht isoliert, sondern direkt der
Abspaltung des 4,4'-Dimethoxytritylrestes unterzogen
wurde,



Tabelle 1. 1*C-NMR-Verschiebungen (3-Werte, relativ zu Tetramethylsilan) von 2"-Desoxytubercidin-Derivaten in [D,]JDMSO
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(CHy), (CH;,C  C(CHy),

C-6 C-7a C-r C4 Cc-2 C-3 C-5 =0 CH,0

C-5

C-2 Cc4

Verbindung

254 173

—5.02
—526

25.5 174

-5.02
-5.07

614 165.5

726

152.0 109.3 103.1 124.2 150.0 87.3 827

1509

*In CDCl,-Triethylamin.

Die Kondensation von 2 mit 3e erfolgte in
Tetrahydrofuran durch Aktivierung von 2 mit frisch
sublimiertem Tetrazol. Verbindung 2 wurde dabei im
1.5fachem Uberschuss eingesetzt; ein geringerer
Uberschuss senkte die Ausbeute an Kondensations-
produkt. Es erwies sich als giinstig, eine Mischung aus
2, 3e und Tetrazol unter Argon-Atmosphire vorzu-
legen und auf das Gemisch absolutes Tetrahydrofuran
zu destillieren, wobei die Komponenten in Losung
gehen, Das intermedidr gebildete Phosphit wird mit
Tod-Wasser-Lutidin zum Phosphat 4b oxidiert.
Extraktion und “flash”-Chromatographie fithren zu
farblosem amorphem 4b, das 3!'P-NMR-Spektrum
zeigt bei § 001 und —0.05 ppm Signale eines
Diastereomerengemisches. Das 'H-NMR-Spektrum
bestitigt die Anwesenheit von zwei Tubercidylyl-
Resten sowie aller Schutzgruppen. Das UV-Maximum
von 304 nm (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 durchgefiihrt, 4c
als einziges Reaktionsprodukt ergab. Desilylierung mit
Tetrabutylammoniumfluorid lieferte 4d, von dem der
Tritylrest mit Trichloressigsaure 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° Gber 24 h
fihrte zur vollstindigen Abspaltung der Benzoylreste,
was durch eine Verschiebung des UV-Maximums auf
270 nm angezeigt wird. Zur Reinigung wird 4a an
DEAE-Sephadex A-25 chromatographiert.

Das Dinucleosidmonophosphat d4a wird durch
Schlangengift-Phosphodiesterase  in  2-Desoxy-
tubercidin (1) und 2’-Desoxytubercidin-5'-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 gleichen Chromato-
graphiesystem auf, die mit authentischen Proben
iibereinstimmten. Das 'H-NMR-Spektrum von 4a
liefert im Bereich von & 6.20-8.10 ppm jeweils zwei
separierte Signale fiir die Protonen 2-H, 5-H, 6-H und
1'-H.—Da das 6-Proton des 3'-terminalen Restes von
daindie Anisotropiesphire 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 1’-H-
Signal zum Pseudotriplett, das andere hingegen zum
doppelten Duplett aufgespalten. Dieses unter-
schiedliche Verhalten des 1'-H-Signals haben wir
immer dann beobachtet, wenn die 3'-Hydroxylgruppe
des  2-Desoxytubercidins  substituiert  wurde.
Ubertriagt man diese Befunde auf 4a, so kann das
Hochfeldsignal der 1’-Protonen dem 5'-terminalen, das
Tieffeldsignal 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 kann bestimmt werden, indem man 4a
in 0.1 M TRIS-HC}-Puffer pH 8.5 mit Schlangengift-
Phosphodiesterase spaltet und die Reaktion UV-
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spektroskopisch verfolgt. Nach Korrektur der durch
das Enzym verursachten UV-Absorption ergibt sich
fir 4a eine Hypochromizitit von 11.6%. Sie liegt damit
nur geringfiigig niedriger als die von 2-
Desoxyadenosylyl(3' — 5)-2'-desoxyadenosin  (d(ApA))
(12.1%).

Beim Vergleich der Hydrolysegeschwindigkeit von
4a mit d(ApA) durch die Einzelstrang-spezifische
Nuclease S, stellten wir fest, dass die Pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-Verbindung etwa fiinfmal schneller
hydrolysiert wird als die entsprechende Purin-
Verbindung. Somit unterscheidet das Enzym nicht nur
zwischen einzel- und doppelstringigen Strukturen,
sondern reagiert auch empfindlich auf die isostere
Modifikation der Nucleobase. Die grossen Unter-
schiede in den Hydrolysegeschwindigkeiten der
isosteren Dinucleosidmonophosphate fiihren wir auf
die unterschiedliche =n-Elektronenverteilung der
Aglycone in d(TupTu) und d(ApA) zuriick, die sich im
Oligomerenverband mit unterschiedlicher Geometrie
iiberlappen; ein Zustand, der offenbar vom Enzym
erkannt werden kann.

EXPERIMENTELLER TEIL

Schmelzpunkte (nicht korrigiert): Linstrdom-Apparat
(Wagner & Munz, Miinchen). Elementaranalysen: Mikro-
analytisches Labor Beller, Géttingen. 'H-, '3C- und *'P-
NMR-Spektren: Bruker-WM-250-Spektrometer; &-Werte
relativ zu Tetramethylsilan (*H und '3C in [D,]DMSO;
interner Standard), zu 3-(Trimethylsilyl)-propionsaure-D,-
Natriumsalz (*H in D,0; interner Standard) und zu 85proz.
Orthophosphorsdure (*!'P; externer Standard); positives
Vorzeichen bedeutet Tieffeldverschiebung zum jeweiligen
Standard. UV-Spektren: Kontron Uvicon-810- und
Shimadzu 210-A-Spektrometer. Diinnschichtchromato-
graphie (DC): Kieselgelplatten SIL G-25 UV,,, (Macherey-
Nagel, Diiren), Kieselgelplatten RP 18F,,s (Merck,
Darmstadt), PEI-Cellulose-Platten Polygram CEL 300
PEI/UV,,, (Macherey-Nagel, Diiren). Préparative
Saulenchromatographic: Kieselgel 60H (Merck, Darmstadt)
mit Arbeitsdruck 0.6 bar (N,); Amberlite XAD-4-Harz(Serva,
Heidelberg), Celluloscaustauscher DE-52 (Carbonatform,
Whatman, England).

Laufmittel: A (CHC1,~CH,O0H, 9: 1), B(CH,Cl,-Aceton,
98:2), C(CH,Cl,~Aceton, 95: 5), D(CH,Cl,-Aceton, 3: 1), E
(CH,Cl,~Aceton, 7:3), F (CH,Cl,-CH,OH-Triethylamin,
97.5:2:0.5), G(CH,Cl,-CH,;OH-Triethylamin, 93.5:6:0.5),
H (CH,Cl,-CH,OH-Triethylamin, 89.5:10:0.5), I
(CH,Cl1,-CH,OH-Triethylamin, 69.5:30:0.5), J (CH,Cl,-
Ethylacetat-Triethylamin, 45:45:10), K (CH,Cl,-
Triethylamin, 99.5:0.5), L (0.25 M wasser. LiCl), M (H,0-
CH,0H, 3:7). 1 M Triethylammoniumhydrogencarbonat
Puffer (TBK) wurde durch Einleiten von CO, in eine
Mischung von 4280 ml H,O und 720 ml Triethylamin bis zum
Erreichen von pH 7 hergestelit. Pyridin wurde mit
Toluolsulfochlorid unter Riickfluss gekocht, abdestilliert und
danach dber CaH, unter Argon erneut destilliert. Die
Absolutierung von Tetrahydrofuran erfolgte durch Kochen
mit Kalium-Natrium-Legierung (5:1) in Gegenwart von
Benzoylbiphenyl unter Argon. Schlangengift-Phospho-
diesterase (EC 3.1.4.1.) und Nuclease S, (EC 3.1.30.1.) wurden
von Boehringer, Mannheim bezogen.

4 - Benzoylamino - 7 - (2 - desoxy - B - D - erythro - pento-
SfuranosylyTH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (3a)

4 - Amino - 7 - (2 - desoxy - § - D - erythro - pentofuranosyl -
7H - pyrrolo[2,3 - d]pyrimidin (2’ - Desoxytubercidin) (1;1.0 g,
4.0 mmol)'® in 10 ml absol. Pyridin werden 2 h mit 5.2 ml (40.6
mmol) Trimethylchlorsilan bei Raumtemp geriihrt und
anschliessend mit 520 ul (4.1 mmol) frisch destilliertem
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Benzoyichlorid versetzt. Nach 2 h Riihren werden unter
Eiskiihlung 4 ml Wasser, nach weiteren 5 min 8 ml 25proz.
Ammoniak hinzugegeben und die Reaktionsmischung nach
30 min zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in 20 ml
Wasser aufgenommen und zweimal mit 30 ml Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wird zur Trockne cingeengt,
der Riickstand in Wasser aufgenommen und an Amberlite
XAD-4(Sdule 30 x 1.5cm) adsorbiert. Waschen mit 11 Wasser
und Elution mit 2 1 Wasser-McOH (3 : 2) trennt 3a ab. Nach
Einengen 16st man in wenig Methanol und kristallisiert durch
Zugabe von Wasser in farblosen Nadeln: 1.32 g (92%).
(Auslassen des Chromatographieschrittes fiihrt zu Aus-
beuteverlust) Schmp. 112°. DC (Kieselgel, A): R, =04.
UV (MeOH): A, 224, 303 nm (¢ = 26800, 9300) ; 4.,,;, 263 nm
(¢ = 6100). '"H-NMR ([D¢]DMSO): §2.27(m, 2'-H,), 2.54 (m,
2"-H,),3.56(m,5’-CH,), 3.86(m,4'-H),4.39(t, 3"-H,J = 2.7H32),
5.15(t,5'-OH, J = 7.5 Hz), 5.50(d, 3-OH, J = 3.8 Hz), 6.67 (t,
1'-H, J = 3.9 Hz und 9.5 Hz), 6.68 (d, 5-H, J = 3.9 Hz), 7.51-
8.08 (m, H-aromat.), 7.72 (d, 6-H, J = 3.7 Hz), 8.60 (s, 2-H),
11.16 ppm (NH, breit). (C,gH,sN,O, (354.4): Ber.: C, 61.00;
H, 5.13; N, 1581. Gef.: C, 61.04; H, 547; N, 15.61%.)

4 - Benzoylamino - 7 - (2 - desoxy - f - D - erythro -
pentofuranosyl) - 5' - O - dimethoxytrityl) - TH - pyrrolo[2,3 -
d}pyrimidin (3b)

Verbindung 3a 500 mg (1.42 mmol) in 10 ml absol. Pyridin
werden mit 0.5 ml N-Ethyldiisopropylamin versetzt und nach
Zugabe von 720 mg (2.14 mmol) 4,4-Dimethoxytriphenyl-
chlormethan 3 h bei Raumtemp geriihrt, danach mit 10 ml
Sproz. Natriumhydrogencarbonatlésung versetzt und
zweimal mit 15 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet,
eingeengt und der Riickstand an Kieselgel 60H (Sdule 7 x4
cm) mit 800 ml Solvens D und anschliessend mit 11 Solvens E
der “flash”™-Chromatographie?® unterworfen. Der nach
Abdampfen der Hauptzone erhaltene Riickstand liefert nach
mehrmaligem Einengen mit Aceton 710 mg (76%) farblose
amorphe Substanz. DC (Kieselgel, A): R, = 0.5. UV (McOH):
Amax 226,276, 282, 302 nm (¢ = 33900, 7700, 7800, 7200) ; A,
218,262,278,291 nm (¢ = 30700, 6300, 7600, 6800). 'H-NMR
([Dc]DMSO) 6 2.35, 2.65 (2m, 2'-H, und 2"-Hy), 3.27 (m, 5'-
CH,), 3.72(s,2 OCH,), 3.98 (m, 4'-H), 4.41 (m, 3"-H), 5.38(d,J
= 4.2 Hz, 3-OH), 6.69 (dd, J = 6.5 Hz und 3.8 Hz, 1'-H), 6.67
(d,J = 3.8Hz, 5-H), 6.81-8.08 (m, 19 arom. H und 6-H), 8.59 (s,
2-H), 11.16 ppm (s, NH).(C39H 3N O (656.8): Ber.: C, 71.32;
H, 5.54; N, 8.53. Gef.: C, 71.76,, H, 5.65; N, 8.29%,.)

4- Amino-7-(2-desoxy- B-D-erythro- pentofiranosyl)- 5 - O -
(4,4'-dimethoxytrityl) - TH - pyrrolo{2,3-d]pyrimidin (3c)

Verbindung 1 (250 mg, 1 mmol) in 5 ml absol. Pyridin
werden mit 200 ul N-Ethyldiisopropylamin und 510 mg (1.5
mmol) 4,4'-Dimethoxytriphenylchlormethan versetzt und 3 h
bei Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe von 10 m! Sproz.
NaHCO,-Lsg. wird zweimal mit Ethylacetat extrahiert, die
organischen Phasen werden eingeengt und durch “flash™
Chromatographie an Kieselgel 60H (Sdule 6 x 4 cm) mit 11
Solvens K und 11 Solvens F gewaschen und danach mit 11
Solvens G eluiert. Nach Finengen und anschliessender
Lyophilisation aus Dioxan 240 mg (43%) farbloses amorphes
3c. DC (Kieselgel, A): R, = 0.30. UV (MeOH): 4,,,, 230(Sh),
272 nm (¢ = 23800, 13100) ; A, 252 nm (¢ = 9200). '"H-NMR
([DsJDMSO) & 2.24, 2.57 (2m, 2'-H, und 2’-H,), 3.15 (m, 5'-
CH,), 3.73 (s, 2 OCH}), 3.93 (m, 4-H), 4.37 (m, 3'-H), 5.33 (d,
J =43 Hz 3¥-OH), 6.55(dd, J = 3.6 Hz und 6.7 Hz, 1-H), 6.58
(d,J = 3.5Hz,5-H),6.82-7.39(m,arom. H), 7.20(d,J = 3.5Hz,
6-H), 8.06 ppm (s, 2-H). (C5,H;,N,04(552.7): Ber.: C, 69.54;
H, 5.85; N, 10.14. Gef.: C, 69.29; H, 597; N, 9.99%,.)

4 - Benzoylamino - 3’ - O - (tert - butyldimethylsilyl) - 7 - (2 -
desoxy - B - D - erythro - pentofuranosyl) - 5' - O - (4,4’ -
dimethoxytrityl) - TH - pyrrolo[2,3-d)pyrimidin (3d)
Verbindung 3b (400 mg, 0.61 mmol), Imidazol (182 mg,
268 mmol) und tert-Butylchlordimethylsilan (202 mg,
1.34 mmol) werden in 8 ml absol. Dimethylformamid
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gelost und 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Man giesst
dic Reaktionslésung in 30 mi Sproz. wissr Natriumhydrogen-
carbonat und extrahiert mehrfach mit Dichlormethan. Die
organischen Phasen werden iber Na,SO, getrocknet,
eingeengt und der Riickstand an ciner 9x 2.5 cm Saule
(Kieselgel 60H, Sovens C) der “flash”-Chromatographie
unterworfen. Aus der eingeengten Hauptzone erhilt man 334
mg(71%)farbloses amorphes 3d. DC(Kieselgel, B): R, = 0.70.
UV (MeOH) : A, 234, 282, 301 nm (¢ = 42100, 10400, 9600) ;
Amin 217, 262, 291 nm (¢ = 37000, 8400, 9200). ‘H-NMR
([Ds]DMSO) 6 0.01, 0.05 [2s, (CH4),Si], 0.83 [s, (CH,),C],
2.36, 2.71 (2m, 2-H, und 2'-H,), 3.15 (m, 5-CH,), 3.71 (s,
OCH3,), 3.88 (m, 4'-H), 4.60 (m, 3-H), 6.66 (dd, J = 3.5 Hzund
6.5Hz,1'-H),6.68(d,J = 3.5Hz5-H),7.59(d,J = 3.7Hz,6-H),
6.82-8.08 (arom. H), 8.58 (s, 2-H), 11.16 ppm (s, NH).
(CesHsoN,OSi(771.1): Ber.: C,70.09; H, 6.55; N, 7.27. Gef. :
C,70.15; H, 6.58; N, 7.20%.)

4 - Benzoylamino - 3' - O - (tert - butyldimethylsilyl) - 7 - (2 -
desoxy - f - D - erythro - pentofuranosyl - TH - pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin (3e).

Verbindung 3b (500 mg, 0.76 mmol) in 5 ml absol.
Dimethylformamid werden mit Imidazol (228 mg, 3.35 mmol)
und 253 mg (1.68 mmol) zert-Butylchlordimethylsilan versetzt
und 10 h bei Raumtemp geriihrt danach in 40 ml Sproz. wassr.
Natriumhydrogencarbonat gegeben und mehrfach mit
Dichlormethan  extrahiert. Nach  Trocknen iiber
Natriumsulfat wird abgedampft und der Riickstand in 20 ml
Nitromethan aufgenommen. Die mit 5 g wasserfreiem
Zinkbromid versetzte Losung wird 1.5 h gerihrt und in 50 m]
Sproz.  wissr.  Natriumhydrogencarbonat  gegossen.
Mehrfache Extraktion mit Dichlormethan fiihrt nach
Vereinigung der organischen Phasen, Trocknen (ber
Natriumsulfat und Abdampfen zu einem amorphen
Riickstand. Dieser wird in CH,Cl, aufgenommen und an
Kieselgel 60H (Saule 9 x 4 cm, Solvens B) chromatographiert.
Nach Abdampfen der Hauptiraktion wird der Rickstand
durch mehrfaches Nachdampfen mit Aceton aufgeschaumt.
296 mg (84%;) farbloses amorphes 3e. DC (Kieselgel, B): R,
= 0.20. UV (MeOH): A, 224, 235 (Sh), 302 nm (& = 27400,
23800, 9800) ; A 262 nm (¢ = 6400). 'H-NMR ([D¢]DMSO)
40.13[s,(CH;),Si],0.91 [s,(CH,),C],2.25,2.65(2m, 2’-H, und
2"-Hy), 3.55(m, 5'-CH,), 3.85 (m, 4-H), 4.57 (m, 3-H), 5.04 (t,J
= 5.4 Hz, 5'-OH), 6.66 (dd, J = 6.5 Hz und 3.5 Hz, I'-H), 6.69
(d,J = 3.5Hz,5-H),7.51-8.09(m,arom. H), 7.72(d,J = 3.8 Hz,
6-H),8.61 (s,2-H), 11.14 ppm (s, NH).(C, H3,N,0,Si(468.7) :
Ber.: C, 61.50; H, 6.89; N, 11.96. Gef.: C, 61.43; H, 6.68; N,
11.73%.)

4 - Amino - 7 - (2 - desoxy - § - D - erythro - pentofuranosyl) -
TH - pyrrolo[2,3-d])pyrimidin - 5 - monophosphat, Triethyl-
ammoniumsalz (3f)

Verbindung 1 (50 mg, 0.2 mmol) in 2 ml Triethylphosphat
werden bei 4° mit 37 ul (0.4 mmol) POCI, versetzt und 5 h
bei gleicher Temp. aufbewahrt. Die Losung wird mit 1 ml
zerstossenem Eis versetzt, mit § M TBK neutralisiert und i.
Hochvak. eingedampft. Der Riickstand wird in Wasser geldst
und an DE-52-Cellulose (Sdule 45 x 3.5 cm) adsorbiert. Nach
Waschen mit Wasser wird mit 1000 ml 0.5 M TBK/1000 ml
Wasser (linearer Gradient) eluiert und dic bei 0.3 M TBK
abgetrennte Hauptzone eingeengt. Nachdampfen mit Wasser
und Lyophilisation liefert 1900 A,,,-Einheiten (78%)
amorphes farbloses 3f. DC (PEI-Cellulose, L : R, = 0.30. UV
(H;0): 4_, 270 nm (e = 12200). 3'P-NMR (H,0-D,0, pH
8.0,0.1 M EDTA) é 4.42. 1 Mol Phosphat/Mol 3f.!2

4 - Benzoylamino - 7 - (2 - desoxy - B - D - erythro -
pentofuranosyl) - 3' - O - (diisopropylmethylphosphoramidito) -
5'-O-(4,4 -dimethoxytrityl)- TH - pyrrolo[2,3-d]pyrimidin(2)

Verbindung 3b (500 mg, 0.76 mmol) in 4 ml absol.
Dichlormethan werden zuerst mit 294 ul (2.28 mmol) N-
Ethyldiisopropylamin und danach mit 150 u! (0.76 mmol)
Chlordiisopropylaminomethoxyphosphan'® bei Raumtemp
unter Rihren versetzt (Argon-Atmosphire). Nach 2 h werden
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10 ml wissr. Natriumhydrogencarbonatlésung zugegeben
und es wird mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Die iiber
Na,SO, getrocknete organische Phase wird eingeengt und der
Riickstand der “flash”-Chromatographie an Kieselgel 60H
(Sdule 7 x 2.5 cm, Solvens J)?* unterzogen. Nach Einengen der
Hauptzone und Abdampfen mit Aceton erhalt man 2 als
farblose amorphe Substanz in 729 (450 mg) Ausbeute. DC
(Kieselgel, J): R, = 0.90. 31P.NMR (CDCl,) 6 150.03, 149.92
ppm.

N* - Benzoyl - 5' - O - (4,4’ - dimethoxytrityl) - P - methyl - 2’ -
desoxytubercidylyl(3' — 5) - N* - benzoyl - 3’ - O - (tert -
butyldimethylsilyl) - 2’ - desoxytubercidin (4b)

Verbindung 2 (157 mg, 192 umol) 60 mg (128 gmol) 3e und
40.3mg (576 umol) Tetrazol werden unter Argon-Atmosphire
3 h in absol. Tetrahydrofuran bei Raumtemp geriihrt.
Anschliessend wird eine Losung von 100 mg (385 umol) Iod in
1 ml Tetrahydrofuran—Lutidin~Wasser (4:3:1) zugegeben
und weitere 30 min geriihrt. Man entfarbt mit Natriumdisulfit,
versetzt mit 20 ml Dichlormethan-Wasser (1 : 1) und schiitteit
beide Phasen intensiv. Nach Abtrennen der organischen
Phase, Extraktion mit Dichlormethan und Filtration wird
eingeengt. Nach zweimaligem Einengen mit Toluol wird der
Riickstand mittels “flash”-Chromatographic an Kieselgel
60H (Sdule 6x2.5 cm, Solvens D) pgereinigt. Aus der
Hauptzone erhilt man nach Eindampfen 103 mg (72%)
farbloses amorphes 4b. DC (Kieselgel, D): R, = 0.70. UV
(CH,Cl,) : Apay 304 nm (e = 19900). *H-NMR (CDCl,) 6 042
[s,(CH,),C],0.94[s,(CH;),8i],3.77(s,CH;0),6.88(d,J = 3.7
Hz, 5-H), 6.96 (d, J = 3.7 Hz, 6-H), 6.91 (d, J = 3.8 Hz, 5-H),
7.12(d, J = 3.8 Hz, 6-H), 8.39, 8.49 (2s, 2-H), 8.86 (breit, NH).
3SIP.NMR (CDCl,) § 001, —0.05 ppm. (Cg Hg,NgOoPSi x
2 H,0 (1239.5): Ber.: C, 62.01; H, 595; N, 9.04. Gef.: C,
62.01; H, 6.04; N, 8.96%.)

2" - Desoxytubercidylyl(3’ — 5) - 2' - desoxytubercidin,
Triethylammoniumsalz (48)

Verbindung 4b (60 mg, 48 umol) werden mit 3 ml einer
Mischung von Thiophenol-Triethylamin-Dioxan (1:1:2,
v/v/v) versetzt und 5 h bei Raumtemp gerihrt. Nach
Eindampfen i. Vak. wird der Riickstand in Dichlormethan
aufgenommen und an Kieselgel 60H (Séule 6 x 3 cm, Solvens
G) chromatographiert. Nach Abtrennen und Eindampfen der
Hauptzone erhilt man einen farblosen Riickstand 4c (DC
(Kieselgel, G): R; = 0.40; UV (CDCly): A, 304 nm). Man
nimmtin 5 ml Tetrahydrofuran-Pyridin (3 : 5) auf, versetzt mit
1.0 g Tetrabutylammoniumfluorid und rithrt 2 h bei
Raumtemp., wobei 4d als einheitliches Produkt entsteht (DC
(Kieselgel, I): R, =0.80). Die Lésung wird i. Vak.
eingedampft, in wenig Dichlormethan aufgenommen und mit
20 ml einer Sproz. Losung von Trichloressigsiure in
Dichlormethan versetzt. Nach 2 h wird die intensiv rot
gefarbte Losung mehrmals mit Wasser ausgeschiittelt und 4e
aus der wissrigen Phase durch Eindampfen gewonnen (DC
(Kieselgel, H): R, = 0.14; UV (MeOH): 4, 304 nm). Den
Riickstand bewahrt man 24 h in 40 ml Methanol-25proz.
Ammoniak (1:1) bei 50° auf, dampft ab, nimmt in 20 ml
Wasser auf und chromatographiert an DEAE-Sephadex A-25
(Sdule 15 x 1.5 cm). Nach Waschen mit 1 1 Wasser wird mit 800
ml 0.3 M TBK-H,O (linearer Gradient von 0-0.3 M) cluiert.
Die bei 0.11 M TBK abgetrennte Hauptzone wird eingeengt
und mit Wasser mehrmals nachgedampft. Man erhilt 4a als
Triethylammoniumsalz in 25proz. Ausbeute. DC (RP, 4, M):
R, = 0.33.UV(CH,0H):4,,,270nm. '"H-NMR(D,0)§6.22
(dd,J = 5.6 Hzund 8.7 Hz, 1-H), 6.41 (dd,J = 3.5Hz und 7.0
Hz, 1-H), 6.44 (d, } = 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 6-H), 7.95(s, 2-H),
8.01 ppm (s, 2-H).

Bestimmung der Hydrolysegeschwindigkeiten von d(ApA) und
d(TupTu) (4a) durch Nuclease S,

Das Dinucleosidmonophosphat (0.5 A,o-Einheiten
d(ApA)bzw.0.5 A ;;o-Einheiten d(TupTu)) wird in 1 m10.03 M
Natriumacetatpuffer pH 4.5, der 0.1 M Natriumchlorid und 1
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mM Zinksulfat enthalt, geldst und in einer l-cm-
Quarzkiivette im Photometer auf 37° temperiert. Man startet
die Reaktion durch Zugabe von Nuclease S, (10* units) und
registriert die Zunahme der Extinktion bei 260 nm [d(ApA)]
bzw. 270 nm [d(TupTu)].
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