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Zusammenfassung—Es wird der Schutz der heterocyclischen funktionellen Gruppen der Nucleoside mittels der
2,2,2-Trichlor-t-butyloxycarbonyl-Gruppe (TCBOC) beschrieben. Diese N-Schutzgruppe ist gegeniiber den in
Oligonucleotidsynthesen verwendeten Bedingungen geniigend stabil und mit Cobalt(I)-Phthalocyanin bei 0°-20° in

neutraler Losung selektiv abspaltbar.

Abstract—The protection of the heterocyclic groups of nucleosides by the 2,2,2-trichloro--butoxycarbonyl group
(TCBOC) is described. This N-protecting group is sufficiently stable against the conditions used in oligonucleotide
synthesis, and is selectively removed by cobalt(I) phthalocyanine at 0°-20° in rieutral solution.

Die TCBOC-Gruppe wurde als N-terminale Schutz-
gruppe fiir Peptidsynthesen eingefiihrt.' Ihre besonderen
Vorziige bestehen in einer bemerkenswerten Stabilitat
des TCBOC-Schutzes von Aminogruppen gegeniiber den
Spaltbedingungen anderer Schutzgruppen und ihrer
schonenden und selektiven Abspaltbarkeit mittels
Cobalt(I)-Phthalocyanin-Anion bei 0°-20° in neutralem
Milieu.”

Kiirzlich wurde am Beispiel des Adenosins gezeigt,
dass sich die TCBOC-Gruppe auch zum Schutz der
heterocyclischen Basen von  Nucleosiden  bei
Oligonucleotidsynthesen eignet® und gegeniiber den
iiblichen Schutzgruppen*® spezielle Vorteile hat, ins-
besondere beim Schutz der Imidfunktion des Uracils.*”

Herstellung der TCBOC-Derivate von
Nucleosiden. Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Acy-
lierung der stickstoffhaltigen funktionellen Gruppen und
der Hydroxylgruppen des Zuckeranteils von Nucleosiden
unterscheiden sich nicht geniigend, um die N-Acyl-
Derivate der Nucleoside durch eine direkte Acylierung
herstellen zu konnen, wenngleich auch selektive N-Acy-
lierungen des Cytidins beschrieben wurden.’

In Serien von Vorversuchen setzten wir die stabilen
heterocyclischen N-Acyl-Onium-Salze 1 und 2 als
Reagenzien fiir die Ubertragung der Acyl-Gruppe in
wissrigem Medium ein.® Wir stellten fest, dass sich in
Pyridin-Wasser (1:1, v/v) die Reaktionsgeschwindig-
keiten der N- und O’-Acylierung besonders stark un-
terscheiden, dass aber auch hier die Unterschiede fiir
eine praparative Nutzung nicht gross genug sind.
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Die selektive O'-Silylierung von Nucleosiden mit
anschliessender N-Acylierung und O'-Desilylierung steht
als Methode zur Darstellung von N-Acyl-Nucleosiden
zur Wahl.” Uns ist es jedoch nicht gelungen auf diese
Weise die TCBOC-Derivate der Nucleoside zu gewin-
nen.—Auch die selektive N-Deacetylierung vollstandig
acetylierter Nucleoside mittels ZnBr3 mit nachfolgendem
N-TCBOC-Schutz und O'-Deacetylierung ergab keine
zufriedenstellende Methode zur priparativen Darstellung
von N-TCBOC-Nucleosiden.

Die einzige Methode, die sich in allen Fillen bewibhrte,
besteht in der vollstindigen Acylierung der Nucleoside 3
mittels TCBOC-Chlorid 6 in Pyridin in Kombination mit
einer selektiven Abspaltung des O'-TCBOC-Restes (vgl.
lit.>) gemiiss nachfolgendem Schema.
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Tabelle 1. Priparative Daten der vollstiindig acylierten Nucleoside 4

Nucleosid- Ausb. 3chmp. Summenformel Ber. (») Gef. (&)
Derivat & (%) (°c) o H c E
R =H 4a 83% 125 C25H28019N509 24,85 3,28 32.32 3.66
4b 84 110 C24H28C19N§O’IO 34,42 3,37 3u,58 3,72
4c 88 225 C%OH’S}CI‘IZNSO'IZ 33,32 3,08 x2,72 R,08
R =0'-TCBOC
4a 91 120 050H350112N5012 33.33 3,08 233,54 3.1
4 86 227 0291'15301,]2N5(),]5 32.95 3,15 22.74 3,15
4c 94 263 055H58C1’|5N5015 32.%2 2.95 32,45 2.95

Die praparativen Daten der vollstandig durch TCBOC-
Reste geschiitzten Nucleoside 4 sind in Tabelle 1 zu-
sammengestellt.

Die O'-Deacylierung der TCBOC-Derivate 4 wurde
mittels 2 N NaOH bei 0° durchgefithrt und mit Dowex
50 W x 8 (Pyridiniumform) abgestoppt. Hierbei wird eine
vorziigliche destruktive Selektivitat® beobachtet, die
vermutlich darauf zuriickzufithren ist, dass die Urethan-
gruppe in stark alkalischem Milieu als relativ hydroly-
sestabiles Anion vorliegt, wihrend die Kohlensiurees-
tergruppen ihre volle Reaktivitat behalten (vgl. Tabelle
2). Dies erklart die, in Tabelle 3 angegebenen recht guten
Ausbeuten an N-TCBOC-Nucleosiden 5.

Gemessen an den Ergebnissen von Koster'® scheint
die Hydrolysestabilitat der TCBOC-Urethangruppierung
von 5 hoher zu sein, als die der iblichen N-Acyl-
Derivate mit Benzoyl-, Anisoyl-, Isobutyryl- oder
Acetylgruppen.

Eine genaue Charakterisierung der Nucleosid-Derivate
4 und 5 erfolgte durch 'H-NMR-, IR- und Analysen-
daten. Im 'H-NMR trug die Intensititsinderung der
Protonen der Ribose (Bereich 2.5-6.5ppm) und des
TCBOC-Restes (2.0 ppm), sowie das Fehlen der NH,-
Funktion der heterocyclischen Base (Guanin 6.5 ppm:
Adenin 7.3 ppm; Cytosin 7.5 ppm) zur Identifizierung von
4 und § bei. Im Falle des Guanosins 4¢ (R=H, O'-

Tabelle 2. Abhingigkeit der Reaktionszeit der O'-Deacylierung von der NaOH-Konzentration am Beispiel des
Adenosins 4a (R = O-TCBOC) und Guanosins 4c (R = O’-TCBOC)

Konzentration Abspaltungszeit (min)
der NaOH 48—y 58 4c —» 5S¢
0.5 N 90 135
1 N 50 105
2 N 10 60

Tabelle 3. Priparative Daten der N-TCBOC-Nucleoside §

Nucleosid- Reaktions- Ausb. Schmp. Summenformel* Ber. (%) Gef. (%)
Derivat S zeit (min) (%) (°c) (x Hy0) c H c H
R=H Sa 20 82 168 C,|5H18C13N505 38.11 4.26 38.65 4.07
5b 95 o5 156 C14H18C13N306 37,48 4,49 37.68 4.51
Sc 75 72 240 C20H25016N508 34,71 3.64 35.54  3.36
R=0H 5Sa 10 74 161 015};180131“506 36,87 4.13 37.56 4,04
5bv 80 68 125 cﬂ4H1BCI3N3O7 36.19 4.34 36.10 4.12
Sc 60 75 256 C20H25C16N509 33,92 3,56 33,79 3.58

+

Berechnung der Analysen mit 1 "Kristallwasser"
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TCBOC) konnte auf diese Weise eine Sfache bzw. bei 5¢
(R =H, OH) eine 2fache Acylierung beobachtet werden.
Dies bestétigten auch die Analysendaten. Eine eindeutige
Aussage, ob die heterocyclische Base Guanin am N-|
oder 0-6 acyliert ist, konnte jedoch nicht getroffen wer-
den. Aufgrund der Bedingungen der O'-Deacylierung, der
IR-Daten und des Tautomeriegleichgewichtes zugunsten
der Ketoform des Guanins,'' ist eine N-1-TCBOC-
Gruppierung aber wahrscheinlicher.—Charakteristische
Absorptionshanden im IR-Spektrum traten vor allem im
Carbonyl-Bereich auf. Die vollstindig acylierten
Nucleoside 4 zeigten Schwingungen bei v (ar-O-C0O-0-
al)=1805cm ™’ und v (NH-CO-0)=1755cm™' (4a, 4b;
R=H, O-TCBOC) bzw. bei v (ar-O-CO-O-al) =
1750cm™ und v (NH-CO-0)=1805cm™' (4c; R=H,
O’-TCBOC). Dem Nucleosid 4¢ konnte bei 1720cm™
eine weitere schwache Carbonylschwingung zugeordnet
werden. Nach O'-Deacylierung fehlte die Bande bei
1805¢cm™' {8a, 5b; R=H, OH) bzw. 1750cm ' (5¢; R =
H, OH). Hingegen erschienen im Bereich von 3680
3100cm™ » (OH) Schwingungen. Weitere charak-
teristische Absorptionsbanden waren bei v (CH) = 3000,
2960cm ™', 8 (NH)=1600cm ™" und » (C-C) =800cm '
zu verzeichnen.—Alle Verbindungen des Typs 4 und §
zeigten jeweils einen Fleck bei der DC (Kieselgel 60 Fsa,
Fa. Merck; Laufmittel CHCI;/MeOH 9:1 v/v): R;=0.92
fir 4 und R,=0.2 fir 5.°—Anhand von Modellver-
suchen wurde auch sichergestellt, dass die N-TCBOC-
Nucleoside § unter chromatographischen Bedingungen
(Kieselgel, Sephadex, Cellulose; 24 h, 20°) stabil sind.
Von Eisessig (24 h, 20°), Dichloressigsiure (4 d, 20°) und
in methanolischer HC)-Losung (24 h, 20°) wurden die
geschiitzten Nucleoside § nicht zersetzt.
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Neben den N-TCBOC-Nucleosiden § wurden 3-0-
TCBOC-2-Deoxythymidin (7} und N¢, 0%, O"-Tr-
TCBOC-Adenosin (8) aus den entsprechenden 5'-O-Tri-
tyl-Nucleosiden durch Umsetzung mit TCBOC-Chlorid 6
in Pyridin und anschliessender Abspaltung des Trityl-
restes mittels Dichloressigsiure dargestellt.

Aus dem Tetra-TCBOC-Adenosin (4a, R = O-TCBOC)
liess sich durch selektive N-Deacylierung mittels ZnBr,
in CHClLi-MeOH (1:4, v/v)* das Tri-O'-TCBOC-
Adenosin 9 erhalten.

A

TCBOC-0  0-TCBOC
3
Die Deblockierung von N-TCBOC-Nucleosiden. Ein

besonderer Vorteil der TCBOC-Gruppe ist, dass sie un-
ter extrem milden Bedingungen abgespalten werden
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kann, unter denen andere Schutzgruppen nicht ange-
griffen werden. Ebenso iibersteht die TCBOC-Gruppe
die Abspaltung der meisten anderen Schutzgruppen, d.h.
die TCBOC-Gruppe ist zu den anderen Schutzgruppen
beziiglich der Deblockierungsbedingungen *“orthogonal®.
Die gezielte Deblockierung ist nach folgenden Methoden
moglich:

(1) Die TCBOC-Gruppe lasst sich generell, schon in
wenigen Minuten, schonend bei 0°-20° in neutraler
Lésung mittels des sugernuclcophi]en [Co(I)PcINa oder
[Co(I)Pc]Li abspalten.

{2) Sie kann aber ebenso durch Reduktion mit Zink""
oder

(3) durch Elektroreduktion'® an einer Pb-Kathode
(Grundelektrolyt THF/Bu,NBF,) bei einem Halbpeak-
potential von E, ,,, = —2.4 V entfernt werden.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die 'H-NMR-Spekiren wurden mit dem Varian-Gerit EM 360 (60
MHz) aufgezeichnet. Die chemische Verschiebung ist in ppm auf
der 8-Skala ausgedriickt. Fiir die IR-Spektren stand ein Perkin-
Elmer-Gerit Infracord 177 zur Verfiigung. Chromatographiert
wurde in einer Quarzglassiule mit Kieselgel 60 Fass der Fa.
Merck. Die aufgefihrten Stoffe sind durch 'H-NMR-, IR-Spek-
tren und Elementaranalysen charakterisiert.

Darstellung der vollstindig acylierten Nucleoside 4

Allgemeine Arbeitsvorschrift. Unter Rithren und Eiskiihlung
werden die Nucleoside 3 (20 mmol) in Pyridin (150 mi) mit den
entsprechenden Aquivalenten (geringer Uberschuss) TCBOC-
Chlorid 6 in CH,Cl; (40 ml) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird
langsam auf 20° gebracht und 3 h nachgerithrt. Man giesst die
Losung auf Eiswasser (300 ml) und extrahiert die wissrige Phase
mehrmals mit CH,Cl. Die vereinigten organischen Phasen wer-
den iiber Na;SO, getrocknet und i. Vak. eingeengt. Die Reinigung
des Rohproduktes kann sowoh! chromatographisch (Laufmittel
CHCI,-MeOH 9:1), als auch durch Umkristailisation aus
Aceton/H:0, Aceton/Hexan oder CHCli/Pentan erfolgen (vgl.
Daten in Tabelle 1).
O*-Deacylierung:Darstellung  der N-TCBOC
Nucleoside §

Allgemeine  Arbeitsvorschrift. Unter Eiskihlung wird 4
(1 mmol) in MeOH (1Sml) geldst und mit 2 N NaOH (3 ml)
versetzt. Die Reaktion wird nach den in Tabelle 3 angegebenen
Zeiten mit dem Kationenaustauscher Dowex SOW x 8 (Pyri-
diniumform) abgestoppt. Der abfiltrierte lonenaustauscher wird
griindlich mit MeOH ausgewaschen, das Losungsmittel i, Vak.
eingeengt und der Riickstand in H;O und Ether aufgenommen.
Aus der H,0O-Phase kristallisiert § als farblose feine Nadeln (vgl.
Daten in Tabelle 3).

geschiitzten

N-Deacylierung:" Darstellung von 0%, 0%, 0%-Tr-TCBOC-
Adenosin (9)

4a (R=0-TCBOC; 2g, 2mmol) wird mit einer 1-molaren
Losung von ZnBr, (18 g, 80 mmol) in CHCL,-MeOH (1:4, v/v)
versetzt und 14 d bei 20° geriihrt. Das Losungsmittel wird i. Vak.
eingeengt und 9 mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel 60
Fasa (Laufmittel CHCL-MeOH 9:1) isoliert. Ausbeute 78%.
Schmp. 132°C. Ca:H2xCloNsO1o (877.60) Gef. C, 33.41; H, 3.64:
Ber. C, 34.21; H, 3.22%.—'H-NMR (CDCL,, TMS intern) 5 = 1.95
(18 H, s, TCBOC); 4.5-6.25 (6 H, m, Ribose); 7.3 (2H, s, NH2);
8.0 (1 H. s, H-2); 835 (1 H, s, H-8).—IR (KBr): » (NH,) 3360,
3180, » (CH) 3000, 2960, » (C=0) 1750, § (NH,, NH) 1630, 1590, »
(C-Cl) 800cm™'. R;=0.69 (Kieselgel 60 Fr, CHCh-MeOH
9:1).

Darstellung von 3-0-TCBOC-2'-Deoxythymidin (7) und N®, 07,
O"-Tri-TCBOC-Adenosin (8)

Allgemeine Arbeitsvorschrift. Unter Eiskithlung werden die
entsprechenden S‘-{}-Trityl-Nuc_:Ieoside'S (Immol) in Pyridin
(15ml) mit den berechneten Aquivalenten TCBOC-Chiorid 6
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(geringer Uberschuss) in CH,Cly (10mi) versetzt. Das Reak-
tionsgemisch wird auf 20° gebracht und 3 h geridthrt. Man giesst
die Losung auf Eiswasser (30 ml) und extrahiert mehrmals mit
CH:Cl.. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Na;SO4 getrocknet und i Vak. eingeengt. Zur Detritylierung
werden die vollstindig geschiitzten Nucleoside mit Dichloressig-
sdure {7 ml) bei 20° anschliessend 3 h gerithrt. Nach Verdiinnen
der Reaktionsidsung mit CHCl: (20 ml) wischt man mit H;0 und
gesdttigter NaHCO;-Losung neutral, trocknet die organische
Phase Uber Na;SO, und engt i. Vak. ein. Nach Umkristallisation
mit Aceton/Hexan erhilt man 7 und 8 in Ausbeuten von 60-65%.

7 Schmp. 115° C|5H|9C]3N307 (44568) Gef. C, 40.04; H, 4.]6;
Ber. C, 40.42; H, 4.30%.—'H-NMR (CDCl;, TMS intern) 5 =1.9
(6H,s, TCBOC): 2.1 (3 H, s, CH3); 2.5-6.2 (TH, m, Ribose); 7.25
{1H, s, H6).— IR (KBr): » (OH) 3500, breit, » {(CH) 2960, v
{C=0) 1800, v (C-CI) 800cm ™' —Ry=0.68 (Kieselgel 60 Fas,
CHCL/MeOH 9:1).

8: Schmp 205°; C2sH2CloNsOyp (877.60) Gef. C. 34.90; H, 3.45;
Ber. C, 34.21; H, 3.22%.—'H-NMR (CDCl;, TMS intern) 5 = 1.9-
2.0 (18H, 3 s, TCBOC): 3.9-6.2 (TH, m, Ribose): 8.1 (1H, s,
H-2); 87 (1 H, s, H-8).—IR (KBr): » (OH) 3400, breit, » (CH)
3000, 2960, v (C=0) 1805, » (C-Cl) 800 cm ~'—Rq = 074 (Kiesel-
gel 60 F:_w. CHC];—MCOH 9: 1)

Deacylierung N-TCBOC-geschiitzter Nucleoside/Nucleotide

Allgemeine  Arbeitsvorschrift am  Beispiel N°®-TCBOC-
Adenosin (58} (R= OH) Unter Stickstoff werden LiCo(D)Pc
2.5g. 2.8 mmol)’ und das N-TCBOC-geschiitzte
Nucleosid/Nucleotid {1 mmol} in Methanol {15ml) 1 h bei 20°
gerithrt. Das tiefgriine Gemisch wird bei 0° mit Wasser (20 ml)
und konz. Essigsiure (0.17 ml, 3 mmol) versetzt. Man filtriert den
tiefblauen Niederschlag ab, wischt mit Methanol-Wasser (1:1,
viv) nach und engt i. Vak. ein.

Die Isolierung des Produktes erfolgt je nach seinem Loslich-
keitsverhalten durch Extraktion des Riickstandes (LiCl und
Produkt) mit dem entsprechenden Losungsmittel. Das eingeengte
Filtrat wurde in diesem Fall mit wenig Wasser aufgenommen,
wobei Adenosin auskristallisierte (Identifizierung durch IR-und
'H-NMR-Spektren.) Die Ausbeute lag bei 86%.
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