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1. Einleitung

Aminonukleoside wie 5'-Amino-5'-desoxythymidin (1) und 3'-Amino-3'-desoxythymidin
(2) sind isoelektronische Analoga des natiirlich vorkommenden Nukleosids Thymidin
(Abbildung 1). Aminonukleoside werden seit Jahrzehnten fiir bioorganische Studien
verwendet. Sowohl 5'-Amino-2'-deoxythymidin als auch 3'-Amino-3'-desoxythymidin wurden
erstmals 1962 von Horwitz und Mitarbeitern beschrieben.' Letsinger und Mitarbeiter
konnten = Anfang der  1970er  Jahre  zeigen, dass DNA-Analoga  mit
Phosphorsdureamidgruppierungen im Riickgrat, die aus Aminonukleosiden synthetisiert
werden, von Polymerasen erkannt werden.>* Dies belegt wie strukturell dhnlich solche DNA-
Analoga zu ihren natiirlichen Vorbildern sind. Eine Literatursuche im Web of Science’ nach
Phosphorsdureamiden (phosphoramidate, engl.) ergibt iiber 700 Eintrége, viele davon sind

iiber Oligonukleotidanaloga. Dies zeigt, wie aktiv diese Verbindungen erforscht werden.
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Abbildung 1: Die zu Thymidin isoelektronischen Aminonukleoside 5'-Amino-5'-desoxythymidin und 3'-Amino-

3'-desoxythymidin.

Oligonukleotide mit Phosphorsdureamid-Riickgrat zeigen interessante Eigenschaften als
Antisense-Inhibitoren der Genexpression. Gryaznov und Kollegen konnten in den letzten 15
Jahren eine ganze Reihe von Verbindungen mit N3'-P5'-Phosphorsdureamid-Riickgrat
vorstellen, die in der biologischen Testung erfolgreich waren. Insbesondere Verbindungen mit
2'-Arabino-2'-fluor-N3'-P5'-Einheiten® werden von der Firma Geron (Menlo Park, USA)
weiter zu Pharmaka entwickelt. Das besondere Interesse an Oligonukleotiden mit N3'-P5'-
Phosphorsdureamid-Riickgrat beruht auf der Beobachtung, dass diese stabilere Duplexe mit
DNA-und RNA-Gegenstrangen ausbilden als die entsprechenden N5'-P3'-Derivate.” Einige
pharmakologisch interessante Phosphorsédureamid-Riickgratstrukturen sind in Abbildung 2

dargestellt.
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Abbildung 2: Ausschnitte aus den Strukturen von Oligonukleotid-Stringen, die von der Firma Geron fiir
pharmakologische Anwendungen entwickelten wurden: a) 2'-Arabino-2’-fluor-N3'-P5'-Phosphorsdureamid b) 2'-
Ribo-2'-fluor-N3'-P5'-Phosphorsdaureamid c¢) N3'-P5'-Phosphorsdureamid (Stammverbindung) d) N3'-P5'-

Phosphorséureamidthioat.

Die Entwicklung der 2'-Arabino-2'-fluor-N3'-P5'-Oligonucleotide® (Abbildung 2a) wurde
durch die Beobachtung motiviert, dass es bei Synthesen der 2'-Ribofluor-N3'-P5'-Derivaten
(Abbildung 2b) wihrend der ammoniakalischen Abspaltung des Stranges von der festen Phase
zur Bildung von Anhydroderivaten der Pyrimidine kam.”'® Dieser RingschluB geschieht nach
Sn2 unter Abspaltung eines Fluoridiones durch einen intramolekularen Angriff des
Sauerstoffatoms an der 2-Position der Kernbase. Die Positionierung des Fluorsubstituenten in
der Arabinoposition verhindert diese Nebenreaktion. Weiterhin zu sehen sind die N3'-P5'-
Phosphorsidureamide'"'*'*!'* (Abbildung 2c¢) und die von diesen abgeleiteten N3'-P5'-
Phosphorsiureamidthioate'® (Abbildung 2d). Die Synthesen der ersten Generation auf N3'-
P5'-Phosphorsdureamidtbindungen basierender Antisense-Oligonukleotide (den N3'-P5'-
Phosphorsdureamide, Abbildung 2c¢), beinhalteten anfangs eine oxidative Kupplung von 5'-
DMT-geschiitzten 3'-Aminonukleosiden (Abbildung 3a) an H-Phosphonate.'® Spitere
Synthesen und solche der nachfolgenden Generationen wurden mit 5'-Phosphitamiden
durchgefiihrt. In Abbildung 3b sind hierzu beispielhaft die von Hirschbein und Mitarbeitern
beschriebenen 5'-Phosphitamide'” zur Synthese der N3'-P5'-Phosphorsiureamide dargestellt.
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Abbildung 3: Nukleoside, die zur Synthese von N3'-P5'-Phosphorsdureamid-Antisense-Oligonnukleotiden
eingesetzte wurden. a) 5'-DMT-geschiitzte 3'-Aminonukleoside fiir den Kettenaufbau mittels oxidativer
Kupplung, b) 3'-Aminotritylphosphitamid zur Kettenverlingerung mittels Phosphitamidmethode; SG =
Schutzgruppe.

Phosphorsdureamide sind gegeniiber enzymatischer Hydrolyse durch Exonukleasen
stabiler als ihre Phosphordiester-Analoga. Dies ist fiir die Anwendung in vivo vorteilhaft. Dies
gilt auch fiir andere Oligonukleotidanaloga, die als Antisense-Inhibitoren eingesetzt werden
und ein verdndertes Riickgrat enthalten.'® Es sind dies etwa die Phosphorthioate, die "Locked

Nucleic Acids" (LNA)" sowie "Peptide Nucleic Acids" (PNA)*® (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Riickgratmodifizierte Oligonukleotide die als Antisense Medikamente diskutiert werden. a)

Ausschnitt aus einem Phosphorthioat-verbriickten DNA-Strang, b) Ausschnitt aus einem LNA-Strang c)
Ausschnitt aus einem PNA-Strang. B=A, C, G, T.

DNA-Analoga mit Phosphorsdureamidgruppen im Riickgrat sind chemisch jedoch labiler
als unmodifizierte DNA Stringe. Sie konnen unter méBig sauren Bedingungen (z.B. 80%ige
Essigsdure)®'* unter Strangbruch zu freien Aminen und Phosphat-terminierten Fragmenten
hydrolysiert werden. Dies hat Phosphorsidureamide fiir Anwendungen in der Diagnostik, zum
Beispiel fiir die Genotypisierung” oder zur Sequenzierung** interessant gemacht. Mit dieser
Motivation wurden Festphasensynthesen fiir Phosphorsdureamide bereits Ende der 1980er

Jahre beschrieben (Abbildung 5).23:26
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Abbildung 5: Synthese eines Oligonukleotids mit einer N5'-P3'-Phosphorsédureamidbindung unter Verwendung

eines 5'-MMT-geschiitzten 5'-Aminophosphitamides nach Bannwarth.>2¢

Bei diesen Festphasensynthesen wird das Amin der Phosphorsdureamid-Einheit durch 5'-

MMT-geschiitzte ~Aminophosphitamide eingefiihrt. Die zu der Synthese solcher
Phosphitamide benétigten 5'-Aminonukleoside sind synthetisch anspruchsvolle Zielmolekiile.
Dies wird daran deutlich, dass die Synthese des letzten kanonischen Bausteins, dem freien 5'-
Amino-2',5'-dideoxyguanosin, erst 42 Jahre nach der Publikation der Synthese des 5'-Amino-
5'-deoxythymidins durch Horwitz und Mitarbeiter' publiziert wurde.** Eine effiziente
Synthese eines 3'-Phosphitamides des 5'-Amino-2',5'-didesoxyguanosin wurde von der

hiesigen Gruppe im Jahre 2004 publiziert.?” Diese Synthese ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Synthese des 3'-Phosphitamides von 5'-MMT-geschiitztem 5'-Amino-2',5'-didesoxyguanosin.”’



Umsetzungen mit Aminonukleosiden, beziehungsweise Nukleotiden, sind auch im
Zusammenhang mit chemischen Replikationsvorgédngen untersucht worden. Orgel und
Mitarbeiter konnten seit 1976 mehrfach zeigen, dass Aminonukleotide wie die 2'-Amino-2'-
deoxyribonukleotide  schneller —auf einem  Templatstrang oligomerisieren  als
Ribonukleotidderivate, denen diese aliphatische Aminogruppe fehlt.”**°>%3! Eines der ersten

Reaktionssystemen von Orgel und Mitarbeitern ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Stark vereinfachte Darstellung eines Reaktionssystems zur enzymfreien Replikation von Orgel
und Mitarbeitern.”® In dessen erstem Schritt wird ein als Imidazolid aktiviertes 2'-Amino-2'-desoxyuridin-
phosphat in Lésung polymerisiert. Die entstandenen Oligomere fungierten im niachstem Schritt als Templat fiir

die Polymerisation eines ebenfalls als Imidazolid aktivierten 2'-Amino-2'-desoxyadenosinphosphats.

In diesem Experiment wurde in einem ersten Schritt, das als Imidazolid aktivierte, 2'-

Amin-2'-desoxyuridinphosphat in Losung polymerisiert. Die hieraus erhaltenen Stringe
fungierten im néchsten Schritt als Template fiir die templatgesteuerte Polymerisation des
aktivierten 2'-Amino-2'-desoxy-adenosinphosphats.
Auch in der hiesigen Arbeitsgruppe wird intensiv an templatgesteuerten, enzymfreien
Primerverldngerungsreaktionen gearbeitet. Hierbei steht aber nicht die mdglichst vollstdndige
Replikation von Homosequenzen im Vordergrund, sondern das effiziente Auslesen von
genetischer Information bei DNA in einem beliebigen Sequenzzusammenhang.

In ersten Experimenten wurden enzymfreie Verldngerungsreaktionen an 3'-Aminoprimern
mit Methylimidazoliden von 2'-Desoxynucleosid-5'-monophosphaten an der 5'-terminalen
Position eines DNA-Templats untersucht.*> Es konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart
verschiedener 5'-Substituenten am Templat, die als "molekulare Kappen" fungieren, die

Selektivitdt und Effizienz der Primerverlangerung erhoht werden kann (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung einer templatgesteuerten chemischen Verldngerung eines 3'-Amino-3'-
desoxy-terminierten Primers in Gegenwart eines an der 5'-terminalen Position mit einer Kappe versehenen DNA

Templats.”” (R = "molekulare Kappe", B, B = A, C, G oder T)

Solche "molekulare Kappen" imitieren, in einer sehr schlichten Form, das aktive Zentrum
einer Polymerase. Mit den in einer umfangreichen Studie getesteten Acylsubstituenten konnte
eine bis zu 20-fache Beschleunigung der Reaktion, im Vergleich zu der Kontrolle, erreicht
werden.*® Die bei diesen Reaktionen erreichten Halbwertszeiten lagen zwischen 1 und 19
Stunden.

Ein sich unmittelbar "downstream" auf dem Templat befindliches Oligonukleotid, das auch
als "Helper-Oligonukleotid" bezeichnet wird (Abbildung 9a), kann einen dhnlichen Effekt wie
die oben beschriebenen 5'-Acylsubstituenten haben. Der Helper-Strang bildet mit dem
Templat und dem 3'-Aminoprimer eine einfache Bindungstasche fiir das einzubauende
aktivierte Monomer. Dies kann zu einer 44-fachen Beschleunigung der Reaktion im Vergleich

zu der Kontrollreaktion ohne "Helper" fithren.**
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Abbildung 9: a) Dreistrang-DNA-System mit einem "Helper-Oligonukleotid." b) Als OAt-Ester aktivierte 5'-
Monophosphate. B=A,C,G, T,B'=A,C, G, T.

Die zur Aktivierung des Phosphats eingesetzte Abgangsgruppe spielt im Hinblick auf
Reaktionsgeschwindigkeiten ebenfalls eine wichtige Rolle.”® Ein "Screening” von
verschiedenen = Abgangsgruppen  mit  nachfolgender  pH-Optimierung  fiir  die
nichtenzymatische Primerverldngerungsreaktion ergab die in Abbildung 9b dargestellten
HOAt-Aktivester als verbesserte Monomere fiir die chemische Primerverlingerung.

Die Kombination aus Helper-Oligonukleotid und HOAt-Aktivester bei pH 8.9 ergab eine
bis zu 79-fache Beschleunigung der Primerverldngerungsreaktion gegeniiber der analogen
Umsetzung mit Methylimidazoliden in Abwesenheit eines dritten Strangs bei pH 7.9. Dies
fiihrt zu Halbwertszeiten filir solche Reaktionen von weit unter 30 Minuten. Da diese
Reaktionen sequenzspezifisch erfolgen, wobei jeweils das komplementire Nukleotid zur
Templatbase mit dem Primerterminus reagiert, konnen sie zur Nukleotidbestimmung
eingesetzt werden. Einzelnukleotid-Polymorphismen stellen die wichtigste Form der
genetischen Variationen im menschlichen Genom dar und ihre Bestimmung ist deshalb eine
wichtige diagnostische Aufgabe.

Das oben beschriebene Reaktionssystem zur Sequenzbestimmung erfordert eine Auslesung
des Nukleotids im Templat per Massenspektrometrie. Da jedoch optische Chip-Scanner fiir
das Auslesen von Microarrays, mit denen massiv parallele Bestimmungen durchgefiihrt
werden konnen, preiswerter und verbreiteter sind als MALDI-TOF-Massenspektrometer,
wurden 1m hiesigen Arbeitskreis auch fluorophormarkierte Aktivester von Nukleotiden

36,37

synthetisiert. Mit einem Satz basenspezifisch fluorophormarkierter Mononukleotide ist ein



optisches Auslesen von Kernbasen in zu analysierenden DNA-Stringen moglich. Vier
farbstoffmarkierte Nukleotide aus der hiesigen Arbeitsgruppe sind in Abbildung 10
dargestellt.

= —1 \ O Cy3 n=1
,Cy_Cy3.5 O N n N Cy5 n=2

Wowww
o mn

Abbildung 10: Mit vier verschiedenen Farbstoffen markierte HOAt-Aktivester der Nukleotide mit den
kanonischen Basen A, C, G und T, die zur chemischen Primerverlangerung mit anschlieBendem Auslesen mittels

Microarray und Chip-Scanner eingesetzt wurden.®

Die Synthese der gezeigten fluorophormarkierten HOAt-Aktivester gelang in
Festphasensynthesen ~ mit  Phosphitamid-Bausteinen.®® Nach  der  enzymfreien
Primerverldngerung in Losung erfolgte eine Hybridisierung auf einem DNA-Microarray und
die Spot-spezifische Analyse mittels des oben erwdhnten Chip-Scanners, der dhnlich wie ein
Laserscanningmikroskop arbeitet.

Um das Auslesen ganzer Sequenzabschnitte  mittels  nichtenzymatischer
Primerverldngerung zu erreichen, sollen photolabil geschiitzte Aminonukleotid-Monomere
eingesetzt werden. Ein hierzu entwickeltes Funktionsmolekiil ist in Abbildung 11 dargestellt.
Fir dessen Einbau ist, ebenso wie bei den weiter oben beschriebenen Reaktionen, die
Verfiigbarkeit von Aminoprimern jedweder Sequenz wiinschenswert. Diese stellt auch eine
Voraussetzung fiir die Kommerzialisierung der chemischen Primerverlingerung zur

Sequenzbestimmung dar.
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Abbildung 11: 3'-Aminonukleosid-5'-monophosphat mit einem photolabilen Linker zu einem fluoreszierenden
Cyaninfarbstoff. Durch Bestrahlung mit UV-Licht kann der Linker gespalten werden und somit die

Aminofunktion freigesetzt werden.
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2. Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleoside zugénglich zu
machen. Diese sollten als Ausgangsmaterialien fiir die Synthese von Oligonukleotiden mit
einem 3'-terminalen 3'-Aminonukleosid dienen. Die zu entwickelnden Synthesen sollten auch
in groBem Mafstab zuverldssig zu den Aminonukleosiden fiihren. Dieses Kriterium war fiir
die Nukleoside mit allen vier kanonischen Kernbasen (A, C, G und T) zu erfiillen (Abbildung
12). Desweiteren war eine Methodik zu etablieren, mit der die 3'-Aminonukleoside auf
Controlled Pore Glass (CPG) als Trager flir die Festphasensynthese immobilisiert werden
konnen. Ausgehend von diesen festen Tragern sollten mittels konventioneller DNA-Synthese
Oligonukleotide generiert werden, die als Primer fiir enzymfreie Replikationsschritte
fungieren sollten. SchlieBlich war ein Zugang zu 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleosid-5'-
monophosphaten zu erarbeiten. Diese Aminophosphorsdurebausteine sind fiir die Herstellung

von Monomeren fiir die mehrfache chemische Primerverlingerung von Bedeutung.

® O
BSG Na HO3PO BSG

e e

NH, NH,

DMTO

Abbildung 12: 3'-Aminonukleoside (links) und 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleosid-5'-monophosphate (rechts)

der vier kanonischen Kernbasen. B¢ = A®?, ¢ G und T.



—11 -

3. Theoretischer Teil

3.1. Synthese von 3'-Aminoprimern

3.1.1. Allgemeine Retrosynthetische Betrachtungen

Ein Ziel dieser Arbeit war die Synthese von Oligodesoxynukleotiden mit einem 3'-

terminalen 2',3'-didesoxynukleotid (3). Diese werden bei chemischen Primerverldngerungs-
reaktionen verwendet und auch als "3'-Aminoprimer" bezeichnet. Sie sollten iiber zwei
verschiedene Syntheserouten zugénglich sein.
Abbildung 13 zeigt retrosynthetische Betrachtungen zur ersten moglichen Route zu dessen
Synthese. Der Strangaufbau erfolgt hier im Gegensatz zu einer Standard-DNA-Synthese in
5'>3'-Richtung. Ein solches Vorgehen wird deshalb auch als "Reversed-DNA-Synthese"
bezeichnet.

HO, R OH
_BSG _BSG

B —BS¢ — —BSC
| o ~~_ |8 | BSG

PO, s o~
| S
O B NH, 3' o o
2 / O%
NH,
3 4 5
+
= §—NHTY
Y e
| 0
o
R

6,7

Abbildung 13: Retrosynthetische Betrachtungen zur Synthese des 3'-Aminoprimers 3 durch "Reversed-DNA-
Synthese. SG =Schutzgruppe.

Der 3'-Aminoprimer sollte aus dem festphasengebundenen Oligonukleotid 4 durch
Abspaltung von der festen Phase und Entschiitzung der als Phthalimid maskierten oder
tritylgeschiitzten Aminofunktion erhiltlich sein. Das immobilisierte Oligodesoxynukleotid 4

sollte durch Kupplung eines der Phosphitamide (6 oder 7) an das immobilisierte
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Oligodesoxynukleotid 5 zugdnglich sein. Oligodesoxynukleotid 5 wére durch DNA-Synthese
mit 3'-Phosphitamiden erhéltlich.

Die retrosynthetischen Betrachtungen zur Synthese des 3'-Aminoprimers 3 in

BSG
@

0
0
Np e

Y

herkémmlicher 3'—>5'-Richtung sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Retrosynthetische Betrachtung der Synthese eines 3'-Aminoprimers 3 durch Standard DNA —
Synthese. SG = Schutzgruppe.

Der 3'-Aminoprimer 3 sollte aus dem festphasengebundenen Vorldaufer 8 durch Abspaltung
und Entschiitzung der 5'-Alkoholfunktion zugénglich sein. Das immobilisierte Oligonukleotid
8 sollte durch DNA-Synthese nach der Phosphitamidmethode mit 3'-Phosphitamiden (9)
ausgehend vom immobilisierten Aminonukleosid 10 erhéltlich sein.

Weitere retrosynthetische Betrachtungen sollen der besseren Ubersicht halber in den

einzelnen Kapiteln niher besprochen werden.

3.1.2. Synthese von 3'-Aminoprimern mit 5'-Phosphitamiden

Aus den retrosynthetischen Betrachtungen im vorherigen Abschnitt wurde ersichtlich, dass
zur Synthese von 3'-Aminoprimern Phosphitamide mit einer geschiitzten Aminofunktion an
der 3'-Position benotigt werden. In Abbildung 15 sind zwei dafiir potentiell einsetzbare
Phosphitamide  dargestellt, die 3'-Tritylaminophosphitamide 11a-t'" und die 3'-
Phthalimidophosphitamide 12a-t.
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Abbildung 15: Aus den retrosynthetischen Uberlegungen zur Synthese von 3'-Aminoprimern mit 5'-

Phosphitamiden resultierende Zielmolekiile.

Zum Beginn dieser Arbeit waren die Synthesen der 3'-Aminotritylphosphitamide (11a-t)
zwar literaturbekannt,'” doch waren sie nicht kommerziell erhiltlich. Die Synthesen der 3'-
Phthalimidophosphitamide (12a-t) waren nicht bekannt. Eine Aufgabe dieser Arbeit war es,
die Phosphitamide 1la-t oder 12a-t der hiesigen Gruppe fiir weiterfiihrende Studien
zugénglich zu machen. Bei der Entscheidung welche der beiden Arten der Phosphitamide
synthetisiert werden sollten, fiel die Wahl auf die 3'-Phthalimidophosphitamide (12a-t), da
durch Verwendung von Phthalimid als maskiertes Amin die Synthesen um mindestens zwei
Stufen kiirzer wéren, da die Hydrierung des Azids und die Tritylierung des Amins bei diesen
Synthesen entfallen wiirden. Der Einsatz von Phthalimid als maskiertes Amin zur Synthese
aminomodifizierter Oligodesoxynukleotide war bis zu diesem Zeitpunkt auf an 2'-
Seitenketten des Zuckers®® oder an Kernbasen angebrachte Amine beschrinkt.” Zur
Etablierung der Phthalimidogruppe in der Synthese von 3'-Aminoprimern sollte hierbei zuerst
das Thymidinderivat 12t synthetisiert und zur Synthese eines 3'-Aminoprimers eingesetzt
werden, da dieses Derivat mit dem kleinsten synthetischen Aufwand verbunden ist und in
diesem Fall keine Schutzgruppe fiir die Kernbase notwendig ist.

In Abbildung 16 ist die geplante Synthese dieses 3'-Phthalimidophosphitamides 12t

schematisch dargestellt.
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Abbildung 16: Syntheseplan zur Synthese von 3'-Phthalimido-3'-desoxythymidin-5'-O-cyanoethyldiisopropyl-
phosphitamid 12t.

Die Synthese sollte ausgehend von Thymidin 12 iiber das literaturbekannte Anhydroderivat™
14 stattfinden, welches durch eine doppelte Mitsunobu-Reaktion erhiltlich sein sollte. Dieses
sollte durch Offnung mit dem Kaliumsalz des Phthalimides in das 5'-geschiitzte 3'-
Phthalimidothymidin 15 iiberfiihrt werden. Die letzten zwei Schritte der Synthese wiren die
alkalische Entschiitzung der 5'-Hydroxyl-funktion und die Phosphitylierung dieser zum 3'-
Phthalimidophosphitamid 12t.

Das Anhydroderivat 14 wurde nach Literaturprotokollen*' in 76 % Ausbeute erhalten. Es
wurde  versucht, die Phthalimidofunktion analog der Azideinfiihrung unter
Refluxbedingungen mit dem Kaliumsalz von Phthalimid durchzufiihren. Jedoch konnte auch
nach 10 Stunden Refluxieren keine Offnung von Verbindung 14 zum 5'-geschiitzten 3'-
Phthalimidothymidin (15) beobachtet werden. Durch den Wechsel des Losungsmittels von
DMF auf NMP konnte die maximal mogliche Reaktionstemperatur von 170 auf 210 °C erhoht
werden. Dies fiihrte jedoch auch zu keinen detektierbaren Mengen an Verbindung 15. Die
Erhohung der Loslichkeit des Kaliumsalzes durch Zugabe von Kronenether flihrte ebenfalls
zu keinem Erfolg. Der Einsatz von Lewissduren, um die Ringoffnung von
Anhydronukleosiden zu erleichtern, ist bekannt. In eigenen Experimenten konnte jedoch auch

nach der Zugabe von LiCl oder BF;-Etherat keine Verbesserung im Hinblick auf die Offnung
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von Verbindung 14 beobachtet werden. Es ist in diesem Fall davon auszugehen, dass die
Lewissduren durch Koordination an das Phthalimidat dessen Nukleophilie vermindern.
Durchfiithrung der Reaktion unter Mikrowellenbedingungen ergab lediglich Zersetzung des
Eduktes schon innerhalb von Minuten. Die Verbindung 15 konnte hierbei nicht einmal
massenspektrometrisch aus der Rohmischung nachgewiesen werden. Die beobachtete
Zersetzung des Eduktes ist auf lokale Uberhitzung der Losung zuriickzufiihren. Dies ist vor
allem bei hohen Salzkonzentrationen ein haufig auftretendes Phdnomen.

Da die kiirzest mogliche Route zum Zielmolekiil 12t somit nicht durchfiihrbar war, wurden
andere Syntheserouten untersucht. Eine Alternative ist die in Abbildung 17 dargestellte
Synthese von 3'-Phthalimido-3'-desoxythymidine (19) nach Fox und Mitarbeitern.* Die
Einfiihrung der Phthalimido-funktion erfolgt auch hier iiber ein in situ gebildetes 2,3'-
Anhydronukleosid 17.

0 0 o
NH O NHO [T ] K O N
- \[Ll 1. Tr-Cl 5 \[Ll | N ) )‘\J]/
N° "0 2 Mscl N™ 70 0
%071 %071
DMF
o O NP O

720
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13 16 17
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| N K DMF
¢}

0 0
\EJ\NH \EU\NH
HO | N/go TrO | N/go
j@v’ @
N o AcOH, EtOH 0N o
19 18

Abbildung 17: Synthese von 3'-Phthalimid-3'desoxythymidin 19 nach Fox und Mitarbeitern.**

Uber die Hintergriinde, warum sich Verbindung 17 im Gegensatz zu Verbindung 14 6ffnen
lassen sollte, kann nur spekuliert werden. Eine mogliche Erklarung konnte die Verbesserung
der Abgangsgruppenqualitét des Alkoholates durch Protonierung des

Briickensauerstoffatomes oder der N3-Position sein, welche durch das beim Ringschluf3
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freiwerdende Proton ermoglicht wird. Jedoch ist hierbei zu bedenken, dass mit drei
eingesetzten Aquivalenten Kaliumphthalimidat ein Uberschuss an Base vorhanden ist.

Die Verbindung 16 wurde ausgehend von Thymidin (13) nach Literaturvorschrift* in 72%
Ausbeute erhalten. Umsetzung mit Kaliumphthalimidat ergab das gewiinschte 3'-
Phthalimidonukleosid (18) welches nach wissriger Aufarbeitung direkt in der nachfolgenden
Detritylierung mit Essigsdure in Ethanol eingesetzt wurde. Die Verbindung 19 konnte {iber
zwei Stufen in 24 % erhalten werden. Phosphitylierung von 19 ergab das 3'-
Phthalimidophosphitamid (12t) in einer Gesamtausbeute von 14 % iiber 4 Stufen (Abbildung
18).

AN
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}17‘ - 7 \ 0
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19 12t

Abbildung 18: Synthese von 3'-Phthalimido-3'-desoxythymidin-5'-O-cyanoethyldiisopropylphosphit-amid 12t.

Unter Verwendung des nun erhaltenen Phosphitamides 12t konnte ein 3'-Aminoprimer der
Sequenz 5'-CTGT-3' durch Synthese mit 5'-Phosphitamiden synthetisiert werden. Bei der
massen-spektrometrischen Routinekontrolle der ammoniakalischen Entschiitzungslosung
musste jedoch festgestellt werden, dass das Amin nicht vollstindig freigesetzt wurde. Es
wurde eine Masse detektiert, die der des Produktes zuziiglich der des halb gedffneten
Phthalimides entspricht. Eine Verldngerung der Entschiitzungsdauer auf vier Tage bei
Raumtemperatur oder die Durchfiihrung der Abspaltung bei hoheren Temperaturen (55°C
iiber Nacht) verbesserten das Ergebnis nur geringfiigig. Der Grund fiir dieses Problem ist
vermutlich die Deaktivierung der verbliebenen Amidbindung gegeniiber Nukleophilen durch
den elektronenschiebenden Effekt der Carboxylatfunktion. Weiterhin konnte es moglich sein,
dass ein Angriff durch repulsive Wechselwirkungen zwischen der Carboxylatgruppe und dem

Nukleophil zusitzlich erschwert wird.



_17-

Da dies ein bekanntes Problem ist, gibt es zur Freisetzung von Aminen aus Phthalimiden
auf Oligonukleotidniveau optimierte Protokolle. Eine Moglichkeit hierfiir ist der Einsatz einer
Mischung aus konzentrierter Ammoniaklosung und 40% Methylamin in Wasser (1:1). Diese
Mischung wird auch als AMA-Losung* bezeichnet und dient normalerweise zur schnellen
Entschiitzung von Oligonukleotiden die Isobutyrylgruppen als Schutzgruppe fiir die
exocyclische Aminofunktion von Guanosin enthalten. Bei Anwendung dieser Mischung zur
Entschiitzung des 3'-Aminoprimers wurden deutlich bessere Ergebnisse als bei der
konventionellen Entschiitzung erhalten. Der 3'-Aminoprimer konnte nach Aufreinigung in

20% Ausbeute erhalten werden.

Zusammenfassung

Ausgehend von Thymidin (13) konnte das 3'-Phthalimidophosphitamid (12t) in 4 Stufen in
14% Gesamtausbeute synthetisiert werden. Durch die Synthese eines 3'-Aminoprimers der
Sequenz 5'-CTGT-3' konnte gezeigt werden, dass das Phosphitamid 12t zur Synthese eines 3'-
Aminoprimers mit Thymidin als terminaler Base geeignet ist. Der synthetisierte 3'-
Aminoprimer konnte in der hiesigen Gruppe erfolgreich in  chemischen
Primerverldngerungsreaktionen eingesetzt werden. Es war somit moglich die
Phthalimidofunktion als maskiertes 3'-Amin fiir die Synthese von 3'-Aminoprimern zu
etablieren.
Da jedoch im September 2005 erstmals die 3'-Tritylaminophosphitamide 11a-t'” von der
Firma Transgenomics (Glasgow, Schottland) auf den Markt gebracht wurden, musste von
einer weiteren Verfolgung der Phthalimidrouten aus Griinden der Wirtschaftlichkeit
abgesehen werden. Vorarbeiten welche zu den Purinen gemacht und bei den Synthese der im
ndchsten Abschnitt besprochenen 3'-Amino-5-DMT-2',3'-didesoxynukleoside eingesetzt
werden konnten, werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im nichsten Abschnitt

besprochen
3.1.3. Synthese von 3'-Aminoprimern mit 3'-Phosphitamiden

Wie im vorherigen Abschnitt erwihnt, waren die 3'-Aminotritylphosphitamide (11a-t)'” zu
Beginn der Arbeiten an diesem Projekt kommerziell verfiigbar. Bei genaueren Recherchen
musste jedoch festgestellt werden, dass diese nur als Auftragssynthesen fiir die Firma Geron
hergestellt wurden. Somit musste davon ausgegangen werden, dass eine dauerhafte

Verfiigbarkeit dieser teuren Substanzen nicht gewahrleistet sein wiirde. Dies erwies sich bei
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der Einstellung der Syntheseaktivititen durch die Firma Transgenomics im Jahre 2006 als
richtig. Es war deshalb wiinschenswert diese Substrate zu umgehen. Dies wire durch DNA-
Synthese mit 3'-Phosphitamiden, die von einem auf einer festen Phase immobilisierten 3'-

Aminonukleosid ausgeht moglich (Abbildung 19).

DMTO. BSG
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Abbildung 19: Retrosynthetische Betrachtung zur Synthese einer festen Phase fiir die Synthese von 3'-

Aminoprimern. SG = Schutzgruppe.

Der hierzu benétigte Support (20) konnte aus den 5'-DMT-geschiitzten Aminonukleosiden
(22) und einem entsprechenden Tréger 21 zuganglich sein. Die Kupplung zu 20 sollte hierbei
iiber Standard-Acylierungschemie moglich sein.

In diesem Abschnitt sollen nun zunichst die Synthesen der benétigten 5'-DMT-geschiitzten
Aminonukleoside 23-26 besprochen werden (Abbildung 20). Das Kapitel wird aufgrund der
unterschiedlichen Routen in einen Abschnitt iiber Pyrimidine und einen solchen iiber die
Purine aufgeteilt. AnschlieBend soll iiber die Synthese eines Linkers und eines neuen Supports

zur Immobilisierung von 3'-Aminonukleosiden berichtet werden.
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Abbildung 20: 3'-Aminonukleoside 23-26. Die Zielmolekiile dieses Abschnitts. SG = Schutzgruppe.
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Synthese des 3'-Aminothymidins

Die Synthese des Thymidinderivates 23 sollte in Anlehnung an die 1995 publizierte
Synthese von Gryaznov und Mitarbeitern'® durchgefiihrt werden, die in Abbildung 21
dargestellt ist. 0

% i
NH N
| lJT
DMTO N/&O DAST, CH,Cl, DMTO O)\N
%oyl > L[-oy

OH
27 28
NaN3 DMF, HMPA l
o] 0]
NH NH
\fj\/g NaBHy, Isopropanol \fL/J%
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Abbildung 21: Synthese von 3'-Amino-5'-O-dimethoxytrityl-3'-desoxythymidin 23 nach Gryaznov und

Mitarbeitern.

Diese Synthese geht von 5'-DMT-geschiitztem Thymidin 27 aus und fiihrt tiber das
Anhydronukleosid 28. Der RingschluB zum Anhydronukleosid wird in diesem Fall mit
Diethylamino-schwefeltrifluorid (DAST) durchgefiihrt.* Die Einfiihrung der Azidofunktion
erfolgt mit Natriumazid in einer Mischung aus DMF/HMPA. Die Reduktion von Azid 29 zu
Amin 23 erfolgt in dieser Syntheseroute mit Natriumborhydrid in Isopropanol.

Das Anhydronukleosid 28 konnte ausgehend von Thymidin (13) nach einer abgewandelten
Vorschrift von Pfleiderer und Mitarbeitern*® in 78 % Ausbeute erhalten werden (Abbildung

22). Bei dieser Synthese wurde nur das Endprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt.

1 DMT-CI, Pyridin
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[ NH N
2. DBU, CH.ClI |
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0 - UoJ
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OH
13 28

Abbildung 22: Synthese des 5'-geschiitzten Anhydronukleosides 28 nach einer abgewandelten Vorschrift von

Pfleiderer und Mitarbeitern.*®
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Da zur Offnung des Anhydronukleosides 28 zum 3'-Azidonukleosid 29 weder
Hexamethylphosphorsiureamid (HMPA) noch Lithiumazid in Frage kamen’, wurde diese mit
Natriumazid in DMF durchgefiihrt. Hierbei waren Reaktionstemperaturen von 130°C, anstelle
der beim Einsatz von HMPA oder Lithiumazid iiblichen 100°C, notwendig. Weiterhin waren
Reaktionsdauern von iiber zehn Stunden notwendig, wobei erhebliche Nebenreaktionen
beobachtet wurden. Diese sind vermutlich auf die thermische Instabilitdt der
Dimethoxytritylschutzgruppe (DMT) zuriickzufithren. Verbindung 29 konnte nach
aufwendiger sdulenchromatographischer Aufreinigung in 75% erhalten werden. Der Grund
fiir die Trennprobleme bei der Sdulenchromatographie ist die verringerte Trennleistung der
Sdule durch die Passivierung des Kieselgels mit Triethylamin, das fiir den Erhalt der DMT-
Schutzgruppe notwendig ist.

Da sich diese Synthese aufgrund der aufwendigen Saulenchromatographie als sehr
arbeitsintensiv erwies, wurde nach einer Synthese des 5'-DMT geschiitzten Azidonukleosids
28 mit einfacherer Durchfiihrung gesucht. Als eine interessante Alternative wurde die in
Abbildung 23 dargestellte Syntheseroute identifiziert. Diese beinhaltet eine doppelte
Mitsunobu-Reaktion mit Benzoesdure und dem Sauerstoffatom in der 2-Position von
Thymidin als Nukleophile zum Anhydronukleosid 29. Die Einfiihrung der Azidofunktion und
Freisetzung der 5'-Alkoholfunktion sollte das 3'-Azidonukleosid 30 ergeben. Dieses sollte an
der 5'-Position DMT-geschiitzt und durch Reduktion mit Natriumborhydrid zur

Zielverbindung umgesetzt werden.

* Der Einsatz von HMPA ist aufgrund von Regulierungen nicht im grofen Maf3stab moglich. Lithiumazid ist wegen der Explosionsgefahr nur noch als wiéssrige Losung kommerziell

erhiltlich.
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Abbildung 23: Syntheseplan zur Synthese von 3'-Amino-5'-O-DMT-3'-desoxythymidin 23.

Diese Route hat den Vorteil, dass die DMT-Schutzgruppe erst in der vorletzten Stufe
eingefiihrt wird, wodurch die Aufreinigung der Zwischenstufen erleichtert wird. Die Synthese
von AZT (30) nach Valerie und Mitarbeitern®’ wurde weiterhin bereits routinemiBig im
Fortgeschrittenen-Praktikum im hiesigen Institut durchgefiihrt, was ihre Robustheit belegt.
Die Umsetzung von 30 mit DMT-CI in Pyridin gefolgt von der Reduktion des Azids mit
Natriumborhydrid in Isopropanol®®, ergab das Zielmolekiil 23 in 88% Ausbeute iiber zwei
Stufen. Die erhaltene Gesamtausbeute ist geringer als die zuvor publizierten,'® jedoch ist bei

der gewéhlten Versuchsdurchfiihrung nur eine sdulenchromatographische Aufreinigung in der

gesamten Synthesesequenz notwendig.

Die in Abbildung 24 dargestellte Synthese'® des 2'-Desoxycytidinderivates 24 nach

Gryaznov und Mitarbeitern ist weitgehend analog zu der des Thymidinderivates 23.
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Abbildung 24: Synthese von 3'-Amino-N4-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxycytidin 24 nach

Gryaznov und Mitarbeitern.'®

Die Umwandlung zum Anhydronukleosid 32 geschieht hier jedoch nicht mit Diethylamino-
schwefeltrifluorid (DAST) sondern {iber das 3'-Mesylat, gefolgt vom Ringschlul mit
Kaliumphthalimidat als Base nach Fox und Mitarbeitern.*> Die Reduktion des Azids 33 zum
Amin 24 erfolgt hier nicht mit Natriumborhydrid in Isopropanol sondern mit
Schwefelwasserstoff in einer Mischung aus Pyridin und Triethylamin.

In den eigenen Experimenten konnte das 5'-DMT geschiitzte Nukleosid 31 ausgehend von
N4-Benzoyl-2'-desoxycytidin nach Literaturprotokollen®’ in 93% erhalten werden. Das
Anhydronukleosid 32 wurde jedoch nicht durch Mesylierung der 3'-Hydroxylgruppe und
Umsetzung mit Kaliumphthalimidat, sondern durch eine intramolekulare Mitsunobu-Reaktion
mit Triphenylphosphin und DIAD erhalten.® Die Ausbeute betrug hierbei 87% fiir den
Ringschlufl und somit 81 % iiber zwei Stufen. Versuche die Azideinfiihrung mit Natriumazid
in DMF durchzufiihren, ergaben wie im Thymidinfall, erhebliche Nebenreaktionen. Beim 2'-
Desoxycytidin tritt jedoch zusétzlich auch die Ring6ffnung an der 1'-Position des Zuckers auf

(Abbildung 25).%!
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Abbildung 25: Die zwei mdglichen Reaktionskanile bei der Offnung des Anhydronukleosides 32.

Eine Abtrennung der Zersetzungsprodukte gelang in diesem Fall jedoch selbst bei
chromatographischer Aufreinigung iiber einen Gradienten nicht. Als Grund hierfiir muss
wieder die schon im Falle des Thymidins besprochene verringerte Trennleistung der Sdule bei
Verwendung von Triethylamin angesehen werden. In der literaturbekannten Route wird das
Aminonukleosid 24 durch Reduktion des Azides 33 mit H,S in Pyridin/Triethylamin erhalten.
Hierbei ist jedoch eine sédulenchromatographische Aufreinigung notwendig. Da die Ausbeute
dieser diinnschichtchromatographisch sauberen Reaktion nur 60% betrug, kann davon
ausgegangen werden, dass das Edukt flir die Reduktion nicht als Reinstoff erhalten werden
konnte. Eine sdulenchromatographische Aufreinigung des Amins 24 an Kieselgel sollte aber
wegen der hohen Polaritidt des Molekiils und den damit zu erwartenden Ausbeuteverlusten
vermieden werden. Aus diesem Grund wurde eine der Thymidinroute analoge Route getestet

(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Eigene Synthese von 3'-Azido-N4-benzoyl-2',3'-didesxyocyitidin 43.
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Diese revidierte Route geht von kduflichem N4-Benzoyl-2'-desoxycytidin (34) aus. Dieses
sollte in einer zweifachen Mitsunobu-Reaktion in das entsprechende 5'-geschiitzte
Anhydronukleosid 35 um-gewandelt werden. Die Offnung von 35 mit Natriumazid in DMF
mit nachfolgender Verseifung des 5'-Esters sollte das 3'-Azidonukleosid 40 ergeben. Dieses
sollte anschlieBend an der 5'-Position DMT-geschiitzt und zum Zielmolekiil 43 hydriert
werden. Aufgrund der Lipophilie der Kernbasenschutzgruppe war bei dieser Synthese eine
schwierige Ausfillung der Anhydrozwischenstufe 35 zu erwarten. Weiterhin erschien die
chemoselektive Verseifung des 5'-Esters in Gegenwart der basenlabilen Kernbasenschutz-
gruppe problematisch.

Da aus der Literatur bekannt war, dass sich 5'-Benzoylester in Anwesenheit einer N6-
Benzoylschutzgruppe am Adenosin mit LiOH in THF chemoselektiv verseifen lassen,'’
wurde zunéchst die Benzoylgruppe als 5'-Alkoholschutzgruppe getestet. Die Isolierung des
Anhydroderivates 35 (R = H) scheiterte jedoch an der guten Loslichkeit des Produktes in
Diethylether. Eine sdulenchromatographische Aufreinigung erwies sich als schwierig, da das
Produkt dazu neigt mit den abreagierten Mitsunobu-Reagenzien zu eluieren.

GemiB Untersuchungen von Valerie und Mitarbeitern™ zur Synthese von AZT sollte eine
p-Methoxybenzoylschutzgruppe gut fiir die Kristallisation der Anhydrozwischenstufe
geeignet sein. Die Verwendung dieser Schutzgruppe ergab das Anhydroderivat 36 (R = OMe)
in 50% Ausbeute. Offnung von 36 mit Natriumazid in DMF ergab das 5'-geschiitzte
Azidonukleosid 40 (R = OMe) in 51% Ausbeute. Die chemoselektive Abspaltung der 5'-
Schutzgruppe mit Lithiumhydroxidlésung in THF scheiterte jedoch an der Stabilitdt des
Esters, beziehungsweise der Labilitdt der Benzoylgruppe an Position vier der Kernbase.

Es musste somit eine Esterschutzgruppe gefunden werden, die leichter hydrolytisch zu
entfernen ist als die p-Methoxybenzoylschutzgruppe und gleichzeitig die Kristallisation des
entsprechenden Anhydronukleosides erleichtert. Elektronenziehende Substituenten in para-
Position erleichtern die Hydrolyse des entsprechenden Esters. Sie erhohen zumeist auch die
Kristallisationsneigung der entsprechenden Aromaten. Deshalb wurde fiir die
Anhydroverbindung eine leichtere Aufreinigung erwartet.

Die p-Nitrobenzoyl-Schutzgruppe sollte somit neben der wesentlich leichteren
Hydrolysierbarkeit des Esters noch einen positiven Effekt auf die Ausbeute bei der
Ausfillung des Anhydroderivates 37 (R = NO,) aus Diethylether haben. Den Erwartungen
entsprechend konnte 37 durch Ausféllung aus Diethylether in Ausbeuten von 75% erhalten
werden. Bei den Reaktionskontrollen wihrend der Azideinfiihrung musste jedoch festgestellt

werden, dass der p-Nitrobenzoylester unter den Reaktions-bedingungen nicht stabil ist.”* Eine
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sdulenchromatographische Aufreinigung von 41 (R = NO,) scheiterte ebenfalls. Aus diesen
Griinden wurde die p-Nitrobenzoylschutzgruppe als nicht geeignet fiir diese Syntheseroute
eingestuft. Der nichste Schritt war die Verwendung der p-Chlor- und der p-
Brombenzoesédureester als 5'-Schutzgruppen. Aufgrund der Halogenatome konnte eine gute
Kristallisierbarkeit der Anhydroverbindungen 38 (R = Cl) und 39 (R = Br) erwartet werden.
Aufgrund der Hammett-Parameter wird fiir die Halogenbenzoate im Vergleich zum p-
Nitrobenzoylester eine hohere Stabilitdt der Schutzgruppe wiahrend der Ring6ffnung durch
Natriumazid erwartet. Die alkalische Hydrolyse sollte aber immer noch schneller als bei der
Benzoesédureschutzgruppe sein, von der bekannt ist das sie sich chemoselektiv abspalten I&sst.
Das Chlorderivat 38 (R = CI) konnte auch unter optimierten Ausfillungsbedingungen nur in
40% Ausbeute erhalten werden. Aufgrund dieser niedrigen Ausbeute in der ersten Stufe
wurde von weiteren Experimenten mit dieser Schutzgruppe abgesehen. Das Brom-
anhydroderivat 39 (R = Br) konnte reproduzierbar in 80% Ausbeute durch Ausfillung aus
Diethylether erhalten werden. Die Azideinfiihrung zum 5'-geschiitzten Azidonukleosid 39 (R
= Br) verlief, trotz der schon beschriebenen Nebenreaktion, in akzeptablen Ausbeuten von
67%. Die Verseifung des Esters gelang chemoselektiv mit LiOH in THF/Wasser innerhalb
von 45 Minuten. Hierbei wurden Ausbeuten an dem 3'-Azidonukleosid (43) zwischen 93 und
96% erhalten. Die Ausbeuten bei der Azideinfiihrung sind bei der Route von Gryaznov und
Mitarbeitern'® und der neu etablierten Route mit 60 und 67% relativ hoch. Seela und
Mitarbeiter erzielten mit Lithiumazid eine Ausbeute von 47 % beim 5'-Trityl-geschiitzten
Anhydronukleosid.”!

Durch ein einfaches Experiment konnte wahrscheinlich gemacht werden, das im
vorliegenden Fall der Einsatz von Lithiumazid einen negativen Effekt auf die Ausbeute hat.
Umsetzungen von Anhydroderivat 37 mit drei Aquivalenten Natriumazid und in einem
weiteren Fall mit zusétzlichen drei Aquivalenten Lithiumchlorid zeigt bei der DC-Kontrolle,
dass durch Lithium'-Tonen die unerwiinschte Offnung der glykosidischen Bindung begiinstigt

wird (Abbildung 27).
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(p-Nitro)BzO:

(p-Nitro)BzO:

Abbildung 27: Einfluss von Lithiumionen auf die Offaung von 37. Links: Umsetzung mit drei zusétzlichen

Aquivalenten Lithiumchlorid. Rechts: Umsetzung ohne zusitzliches Lithiumchlorid.

Die Umsetzung von 43 mit DMT-CI in Pyridin ergab 3'-Azido-N4-benzoyl-5'-O-DMT-
2'3'-didesoxycytidin in 83% Ausbeute. Die anschlieBende Reduktion zum 3'-Aminonukleosid
57 mit Palladium auf Aktivkohle ergab eine Ausbeute von 93% (Abbildung 28). Die
sdulenchromatographische Aufreinigung des Amins konnte wie geplant vermieden werden, da
das Rohprodukt nach der Reduktion rein anfiel. Insgesamt konnte das Zielmolekiil 24 in einer

Gesamtausbeute von 40% tiber funf Stufen erhalten werden.

NHB2 NHBZ

f%N 1. DMT-CI, Pyridin (86 %) S
HO N/&O DMTO N/&O

2. Hp, Pd/C, EtOH, NaHCO3 (93%)

) > O
N3 NH;
43 24

Abbildung 28: Die letzten Schritte der Synthese von 3'-Amino-N4-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-
didesoxycytidin 24 ausgehend von 43.

Synthese der 3'-Amino-2',3'-didesoxypurine

In Abbildung 29 sind retrosynthetische Uberlegungen zur Synthese der 5'-DMT-

geschiitzten 3'-Aminonukleoside der Purine (25/26) dargestellt. Diese sollten ausgehend von
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den 3'-Azidonukleosiden 44a/g durch DMT-Schiitzung der 5'-Hydroxylgruppe gefolgt von

der Reduktion des Azids zum Amin zuginglich sein.

HO. T
O
N3
/ 30
DMTO 5SG HO BSG BzO .
0 — 0 — 0
N
NH, N3 3
\ 45
25 B= AP? 44a B= AP?
— (ciBu — ciBu
26 B=G 44g B=G SGO_on  BSO
-0
46a B= APz
46g B=G"

Abbildung 29: Retrosynthetische Betrachtungen zur Synthese der 5'-DMT geschiitzten 3'-Aminonukleoside der
Purine (25/26). SG = Schutzgruppe, LG = Abgangsgruppe.

Die 3'-Azidonukleoside 44a/g sind Schliisselintermediate in diesen Synthesen. Ein Zugang
zu diesen Verbindungen iiber die entsprechenden Anhydroverbindungen, in Analogie zu der
Syntheseroute zu den Pyrimidinen, erschien nicht aussichtsreich. Zwar sind die
entsprechenden Anhydroverbindungen sowohl fiir 2'-Desoxyadenosin® als auch fiir 2'-
Desoxyguanosin™® literaturbekannt (sie treten meist als unerwiinschte Nebenprodukte in
Mitsunobu-Reaktionen oder bei nukleophilen Substitutionen am 5'-C-Atom auf) jedoch ist
eine entsprechende Offnung mit Azid bisher nicht gelungen, *” da der Sechsring vermutlich zu
stabil ist.

Ein weiterer potentieller Zugang zu 44a/g sollte durch Transglykosylierungsreaktionen
moglich sein. Im Jahre 1978 berichteten Eckstein und Mitarbeiter {iber die Synthese von 3'-
Azido-N6-palmitoyl-2',3'-didesoxyadenosin und 3'-Azido-N2-palmitoyl-2',3'-didesoxyuanosin
durch Transglykosylierung, ausgehend von AZT (30).°° AZT wirde sich fiir solche
Reaktionen anbieten, da es im groflen Malistab als Anti-HIV-Medikament hergestellt wird.
Die Ausbeuten beliefen sich jedoch auf maximal 30%, was zum Grofteil der fehlenden
Stereoselektivit dieser Reaktion zuzurechnen ist. Eine sdulenchromatographische Trennung
der erhaltenen o- und B-Isomere gelang Eckstein und Mitarbeitern nur mit einem 1000fachen

Uberschuss an Kieselgel. Solche aufwendigen Aufarbeitungen mit niedrigen Ausbeuten sind
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akzeptabel, um kleinere Mengen an Verbindungen fiir medizinische Tests zu erhalten. Eine
Ubertragung dieser Methodik auf einen groBeren MafBstab ist jedoch nicht wirtschaftlich.

Der denkbare Zugang zu den 3'-Azidonukleosiden 44a/g iiber eine Baseneinfithrung am 3'-
Azidozucker 45 erschien ebenfalls aufgrund zu erwartender geringer Diastereoselektivitit bei
der Baseneinfiihrung scheitern. In den meisten Fillen ist die Auftrennung der durch
Baseneinfithrung an 2'-Desoxyzuckern erhaltenen o- und B-Isomere moglich. Sie ist jedoch
sehr aufwendig und nur sehr schwer im gro3eren Maf3stab durchfiihrbar.

Ein weiterer Zugang zu den Schliisselintermediaten 44a/g wire durch die Einfiihrung der
Azidofunktion unter Inversion der Konfiguration am 3'-C Atom, ausgehend von 2'-
Desoxyxylonukleosiden* 46a/g moglich (Abbildung 30). Die Einfithrung konnte mittels einer
Mitsunobu-Reaktion oder durch Uberfilhrung der 3'-Alkoholfunktion in eine gute
Abgangsgruppe und Einfiihrung des Azides unter Sy2-Bedingungen geschehen.

SGO BSG SGO BSG

o — o

/ OH OTos OH OH

SGO_oH BSG
o) 47a B= AP? 48a B= APz
\1 479 B = Gifv 48g B = GBU
46a B= APZ HO SG BzO SG HO SG
g oBz B B B
46g B =G"™ _0 m—— ~0- — ~0-
OH OH
49a B= AP? 50a B= ABZ 51a B= ABZ
49g B = GBU 50g B =GBY 51g B =GBY

Abbildung 30: Retrosynthetische Betrachtungen zur Synthese der 2'-Desoxyxylopurine 46a/g. SG =
Schutzgruppe.

Die Xylonukleoside 46a/g konnten ausgehend von den 2'-tosylierten Ribonukleosiden

37:3859 arhiltlich sein

47a/g durch einen reduktiven Hydridshift nach Robins und Mitarbeitern
(Abbildung 30). Die 2'-tosylierten Ribonukleoside 47a/g sollten durch die Umsetzung der
entsprechenden 5'-geschiitzten Ribo-nukleoside 48a/g mit Zinnoxid und Tosylchlorid
zuginglich sein.® Das in der Synthese nach Robins und Mitarbeitern als
Hydridiibertragungsreagenz eingesetzte Lithiumethylborhydrid ist jedoch pyrophor und die

Handhabung somit nicht ungefahrlich.

" Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sollen die 2'-Desoxyxylonukleoside von nun an als "Xylonukleoside"

bezeichnet werden.
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Ein weiterer Zugang zu den Xylonukleosiden 46a/g ergéibe sich iiber die 3'-benzoylierten
Xylonukleoside (49a/g) durch Schiitzung der 5'-Position und anschlieende Freisetzung des
3'-Alkohols (Abbildung 30). Die Verbindungen 49a/g sollten {iber ein in situ gebildetes 3'-
Triflat unter Acylwanderung ausgehend von den 5'-benzoylierten Nukleosiden 50a/g nach
Herdewijn und Mitarbeitern erhiltlich sein. Die entsprechenden Umsetzungen sind sowohl fiir
Adenosin®' als auch fiir Guanosin® bekannt und basieren vermutlich auf der Migration einer

5'-Benzoylschutzgruppe, die in Abbildung 31 am Beispiel von Guanosin dargestellt ist.

0 0
4 ﬂ Q\&H S
BzO N N/ NHiBu H20 O _} N N/)\NHiBu
}14 }19
o C
\S//o O\S//O \
2 &
0" Ncr, 0" Ncr,
(0]
52 53 N
QXOH o
P
o o 0. 0 N N NHBu
— o
e oL »
BzO._OH N7 >SN “\HiBu + HO_OBz N~ N7 “NHiBU
L—O; -0
56 55

Abbildung 31: Von Herdewijn und Mitarbeitern vorgeschlagener Mechanismus® zur Inversion der

Konfiguration am 3'-Kohlenstoffatom unter Acylwanderung am Beispiel von Guanosin.

Die Umsetzung in Abbildung 31 verlduft iiber den Angriff der hydratisierten
Carbonylfunktion des Esters 53 an die 3'-Position des Zuckers unter Abspaltung des Triflates.
Die instabile Zwischenstufe 54 =zerfillt in die beiden Regioisomere 55 und 56. Der
Mechanismus konnte von Seela und Mitarbeitern durch die Isolierung und Charakterisierung
des entsprechenden Cytidinderivates erhirtet werden.”® Als weiteres Indiz fiir die Richtigkeit
des Mechanismus gilt, dass diese Art der Inversion nicht mit N6-Benzoyl-5'-O-trityl-3'-O-
triflat-2'-desoxyadenosin stattfindet, bei dem eine Carbonylfunktion an der 5'-Position fehlt.®!
Problematisch bei dieser Reaktion ist jedoch der nicht steuerbare Zerfall der Zwischenstufe
54. Die maximale Ausbeute an dem bendtigten Regioisomer 56 ist somit auf maximal 60%
beschriankt. Die fiir diese Reaktionen benétigten 5'-Benzoesdureester S0a/g sollten durch
Umsetzung der kernbasengeschiitzten 2'-Desoxy-nukleoside mit Benzoylchlorid 51a/g
zuginglich sein.®* In Abbildung 32 ist die von Gryaznov und Mitarbeitern etablierte
Synthese'® der 5-DMT geschiitzten 3'-Aminonukleoside der Purine (25/26) vollstindig
dargestellt.
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1. Benzoylchlorid

HO BSG 2. Tf,0 HO OBz BSG 1. D.MT'Cl DMTO OH BSG
O>| 3. H,O -0 2. LiOH -0
] > >
OH
57a BSC = AB?
57g BSG = giBu
NaN3, PPH3 DEAD
Pd/C, Hp EtOH
DMTO BSG oder DMTO BSC
o- H,S, Et3N, Pyridin o—J
NH, N3
25 BSC = AB? 58a BSC = AB?
26 BSG = giBu 58g BSG = GiBu

Abbildung 32: Synthese von 3'-Amino-N6-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosine (25) und 3'-
Amino-N2-isobutyryl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosine (26) nach Gryaznov und Mitarbeitern.'® SG
= Schutzgruppe.

Als Schliisselschritte sind in der Gryaznov'schen Synthese die Inversion der Stereochemie
durch intramolekulare Substitution nach Herdewijn und die Einfilhrung der Azidofunktion
durch eine Mitsunobu-Reaktion an den 5'-DMT-geschiitzten Xylonukleosiden 57a/g
anzusehen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Mitsunobu-Reagenzien und ihre
Reaktionsprodukte sdulenchromatographisch nicht leicht von den 5'-DMT-geschiitzten 3'-
Aziden 58a/g abtrennbar sind. Die Abtrennung dieser gelingt erst auf der Stufe der Amine
25/26. Die eigenen Synthesen sollten in Anlehnung an die Syntheseroute nach Gryaznov
geschehen. Es sollte jedoch eine sdulenchromatographische Aufreinigung der sehr polaren
Amine 25 und 26 vermieden werden.

Die eigenen Synthesen sollten in Anlehnung an die Syntheseroute nach Gryaznov
geschehen. Es sollte jedoch eine sdulenchromatographische Aufreinigung der sehr polaren

Amine 25 und 26 vermieden werden.
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Die ersten beiden Stufen in der Gesamtsynthese der 5'-DMT geschiitzten 3'-
Aminonukleoside der Purine (25/26) dienen der Inversion der Konfiguration am 3'-C-Atom.
Diese sollten zuerst an Adenosin getestet und bei Erfolg auf Guanosin iibertragen werden. Die

geplanten Synthesen sind in Abbildung 33 dargestellt.

Benzoylchlorid, 1.Triflatanhydrid, Pyridin
SG SG SG
HO B Pyridin Bzo\l o BI 2. H,0 Ho\l OE(Z) BI
OH OH
51a B= AP? 50a B= AP? 49a B= AB?
51g B = G®BY 50g B = GBY 49g B = GBu

Abbildung 33: Syntheseplan zur Synthese der 3'-benzoylierten Xylonukleoside 49a/g ausgehend von den
kauflichen 2'-Desoxynukleosiden 51a/g. SG = Schutzgruppe.

Die Umsetzung von N6-Benzyol-2'-desoxyadenosin (51a) mit Benzoylchlorid unter den in
der Literatur angegebenen Bedingungen ergab das 5'-benzoylierte Nukleosid 50a in 76%
Ausbeute. Die sdulenchromatographische Aufreinigung war jedoch aufgrund der nahezu
identischen R~Werte des Produktes und der Nebenprodukte sehr aufwendig. Die niedrige
Ausbeute ldsst sich vor allem auf die Bildung des 3'.5'-dibenzoylierten Nukleosides

zurickfuhren.

NHP2 NHE2

NHE2
N 1 TRO, Pyridin NfN NfN
@ a ! o @
OH

50a 59 49a

Abbildung 34: Synthese von N6-3'-O-Dibenzoyl-2'-desoxyxyloadenosin (49a) nach Herdewijn und

Mitarbeitern.®!

Die Umsetzung von 50a mit Triflatanhydrid in Pyridin mit anschlieBender Zugabe von
Wasser nach der Literaturvorschrift ergab ein Gemisch aus drei Verbindungen: dem nicht
umgesetzte Edukt S0a und den beiden Verbindungen 49a und 59 (Abbildung 34). Eine

Isolation des gewiinschten Xylonukleosides 49a durch séulenchromatographische



32—

Aufreinigung an Kieselgel war jedoch mit dem in der Literatur angegebenen Laufmittel nicht
erfolgreich.'

Aufgrund der aufwendigen Aufreinigung der ersten Stufe und der erfolglosen
Aufreinigung der zweiten Stufe wurde nach alternativen Zugéingen zu den Xylonukleosiden
gesucht.

Eine in der Ribonukleosidchemie hidufig eingesetzte Methode zur Inversion der
Stereochemie an der 2'- oder 3'-Postion des Zuckergeriistes ist die Oxidation zum Keton
gefolgt von der anschlieBenden Reduktion zum invertierten Alkohol.**® Grundlegende
Arbeiten hierzu wurden in den 60ger Jahren von Moffat®”®® durchgefiihrt. Abbildung 35 zeigt
hierzu beispielhaft die Synthese des medizinisch wirksamen Arabinoadenosin 61 ausgehend

von Adenosin 60 nach Robins und Mitarbeitern.®

1. TIPSCI \<
HO A 2. CrOjs, Pyridin, _/O A 1. NaBH, HO HO A
| 1:O:r | Ac,0 Si © 2. TBAF, THF 0)
—_—_—
> O
OH OH YS'\O 0 OH
)\ 61

60

Abbildung 35: Synthese von Arabinoadenosin 61 nach Robins und Mitarbeitern.>

Eine direkte Ubertragung dieser Methodik auf entsprechend 5'-geschiitzte 2’-Desoxypurine
scheiterte jedoch an der Instabilitit der intermedidren Ketone. Robins und Mitarbeiter
beobachteten bei der Umsetzung von 5'-O-Trityl-2'-desoxyadenosin (62) unter den bei den

Ribonukleosiden verwendeten Bedingungen vollstindige Depurinierung (Abbildung 36).>

NH,
</N | SN CrO;, Pyridin,
/) ACQO NH>
TrO. N N - < TrO. N N
O O 74 N
g t < |
e % - (I
OH o H
62 63 64

Abbildung 36: Ergebnis der von Robins und Mitarbeitern versuchten Oxidation von 5'-O-Trityl-2'-

desoxyadenosin 62.%
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Als hauptsichliche Triebkraft fiir diese Depurinierung ist die Bildung des a,B-ungesittigten
Ketones 63 durch Eliminierung der Kernbase Adenin (64) anzusehen. Diese Reaktion verlduft
vermutlich bei Basenkatalyse nach einem E2-Mechanismus (Abbildung 37). Unter
Lewissdurekatalyse sollte die Depurinierung nach einem E1-Mechanismus {iber das

resonanzstabilisierte Oxocarbeniumion 94 verlaufen.

NH,
N N/) TrO. N WCD
o—_|/ — 0 ¢ ‘\N N
7 + +
) NG N @

o} o}
H\ 63

a.) TrO.

65 N
X
| -
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-
/ O
\ NH2 \er:O
</N SN g\ NH
b)  Tro e Ny To
:o: ) N ¢ o ®o: ——~ 63
© N )
o H o H
65 .6

Abbildung 37: Mogliche Eliminierungsmechanismen fiir den Zerfall des 3'-Ketons 65.

Durch den Einsatz des Dess-Martin-Periodinans’® als mildes Oxidationsmittel ist Robins
und Mitarbeitern ausgehend von 5'-TBDPS-geschiitztem 2'-Desoxyadenosin (67) im Jahre
1990 die in Abbildung 38 dargestellte Synthese des entsprechenden 3'-Ketons 68 gelungen.”'
Die Gruppe berichtete jedoch, dass das Keton bei Temperaturen tliber 25 °C spontan zerfallt

und wie erwartet sowohl basen- als auch sdurelabil ist.

NH,
N
<f
TBDPSO N P
O N

OH 0o

Dess-Martin-Periodan, CH»,Cl»

NH.
N
e,
TBDPSO N P
g

67 68

Abbildung 38: Synthese von 5-'O-fert-Butyldiphenylsilyl-3'-keto 2',3'-didesoxyadenosin 68 nach Robins und

Mitarbeitern.”!
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Die analoge Synthese von N2-Benzoyl-3'-keto-5'-O- tert-butyldiphenylsilyl -2',3'-didesoxy-
guanosin wurde im Jahre 2000 von Rosenberg und Mitarbeitern beschrieben.”

Die entsprechenden Ketone sollten einen neuen Zugang zu den Xylopurinen geben. Die
Synthesen dieser sollten, wie in Abbildung 39 dargestellt, durch Oxidation gefolgt von

Reduktion zum entsprechenden Xylonukleosid flihren.

SG
SGO BS® Dess-Martin-Periodan ~ S€© B NaBH, SGO~oH BS®
}19 - o) — o
OH ©
46a BSC = APZ
469 BSC = GiBu

Abbildung 39: Syntheseplan zur Synthese der Xylonukleoside 46a/g. Sg = Schutzgruppe.

Die Wahl eines Silylethers als 5'-Alkoholschutzgruppe basierte hierbei neben der
Literaturprizedenz auf den folgenden Uberlegungen: die entsprechenden 5'-Ester sind, wie
bei der Durchfilhrung der Herdewijn-Route festgestellt wurde, nur sehr aufwendig in guten
Ausbeuten zu erhalten. Die hdufig zum Schutz der 5'-Alkoholfunktion eingesetzten
Tritylderivate (DMT- oder MMT-geschiitzt) sind unter den leicht sauren Bedingungen der
Oxidation nicht stabil. Bei der Abspaltung der wesentlich stabileren Tritylgruppe konnte es in
spateren Stufen zu Produktverlusten durch Depurinierung kommen. Aufgrund des sterischen
Anspruches der tert-Butyldiphenylsilyl-Gruppe (TBPDS)” wurde weiterhin eine bessere
Selektivitit und somit hohere Ausbeuten bei der Synthese des 5'-geschiitzten Nukleosides 67
erwartet.

Verbindung 67 konnte nach einer Literaturvorschrift” in 72% Ausbeute erhalten werden.
Diese miBige Ausbeute ist auf Doppelsilylierung zuriickzufithren. Oxidation bei
Raumtemperatur, gefolgt von einer raschen Aufarbeitung, ergab die Ketoverbindung 68. Eine
NMR-spektroskopische Untersuchung des Rohproduktes liel erkennen, dass die Abtrennung
des Dess-Martin-Periodinans und seinen Abbauprodukten durch die wéssrige Aufarbeitung
nicht vollstindig gelungen war. Weiterhin wurde Depurinierung in nicht zu
vernachldssigendem Malle beobachtet. Eine sdulenchromatographische Aufreinigung von 68
war aufgrund der schon erwihnten sduren- als auch basenlabilitdt’' nicht leicht moglich. Das
Rohprodukt wurde deshalb ohne weitere Aufreinigung direkt fiir die Reduktion mit NaBHy4 in

Ethanol bei 0°C eingesetzt. Erhalten wurde die erwartete Mischung aus Verbindung 67 und
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dem epimeren Xylonukleosid 69. Die Diastereoselektivitit betrug bei dieser Reduktion 2:8
(Ribo zu Xylonukleosid).

Die Stereoselektivitit kann in diesem Fall durch Substratkontrolle erklart werden (Abbildung
40).

NaBH,4 NH, NH> NH;
¢l g — ¢l J <l )
TBDPSO NN TBDPSO N N + TBDPSO_OH N~y
o }17‘ -0
o

OH
Nebenprodukt Hauptprodukt
NaBH4
68 67 69

Abbildung 40: Mechanistische Betrachtung der durch Substratkontrolle erreichten Selektivitidt bei der

Reduktion von Keton 68 mit Natriumborhydrid.

Eine genauere Betrachtung von Abbildung 40 zeigt, dass der obere Halbraum durch die
Kernbase und die 5'-Schutzgruppe eingeschriankt wird. Der Angriff ist somit aus dem sterisch
ungehinderten unteren Halbraum begilinstigt, was zu dem gewiinschten Xylonukleosid 69
filhrt. Die sdulenchromatographische Auftrennung der Epimere war jedoch nur mit der
750fachen Menge  an Kieselgel moglich. Das Xyloderivat konnte aus den wenigen
Reinfraktionen nur in Milligramm Mengen (22 % Gesamtausbeute) erhalten werden. Ein
Grund fiir die geringen Ausbeuten ist, neben der sehr schwierigen Trennung der Epimere die
starke Polaritdt des Molekiils. Durch diese konnte es zu Ausbeuteverlusten wahrend der
sdulenchromatographischen Aufreinigung gekommen sein. In der Hoffnung weniger polare
Produkte zu erhalten und unnétige Schutzgruppenoperationen in spiteren Schritten der
Synthesen zu vermeiden, wurde in nachfolgenden Versuchen mit kernbasengeschiitzten
Nukleosiden gearbeitet.

Da als Nebenreaktion Depurinierung beobachtet wurde, wurde zunichst die erstmals 1966
von Smrt, zum Schutz der exocyclischen Aminofunktion von Guanosin, eingesetzte
Dimethylformamidin-Gruppe’* (dmf) getestet. Diese hat neben der einfachen Einfiihrung

weiterhin den Vorteil der Verlangsamung der siurekatalysierten Depurinierungsreaktion.”>”’

" Bezogen auf die aufgetragene Menge an Rohprodukt.
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Abbildung 41: Schiitzung der exocyclischen Aminofunktion von Adenin.

Umsetzung von 67 mit Dimethylformamidinodimethylacetal in Ethanol ergab das dmf-
geschiitzte Nukleosid 70 in 82% Ausbeute (Abbildung 41). Bei der Durchfiihrung der
Oxidation wurde jedoch bei Reaktionskontrollen vollstandige Depurinierung beobachtet.

Die néchste Schutzgruppe, die getestet wurde, war die Benzoylschutzgruppe. Diese ist die
Standardschutzgruppe fiir die exocyclische Aminofunktion von Adenosin. Weiterhin ist N6-
Benzoyl-2'-desoxyadenosin kiuflich oder durch "Transient-Protection"’’ leicht herzustellen.
Die Umsetzung von N6-Benzoyl-2'-desoxyadenosin mit TBDPS-CI in Pyridin ergab das 5'-
TBDPS-geschiitzte Nukleosid 71 in 64 % Ausbeute. Oxidation, wissrige Aufarbeitung und
anschliefende Reduktion ergab das Xylonukleosid 72 in einer Ausbeute von 25 % (Abbildung
42).

NH®Z 4 Dess Martin NH®2
NN Periodan, CH,Cl, NN
/ /) </ /)
TBDPSO N“~N 2. NaBH, EtOH TBDPSO oy NN
o > -0
25%
OH
71 72

Abbildung 42: Synthese von N6-Benzoyl-5'-O-tert-butyldiphenylsilyl-2'-desoxyxyloadenosin 72 {iiber Oxi-

dation und Reduktion

Die schlechte Ausbeute ist zumindest teilweise durch die Séurelabilitdt der Verbindung zu
erkldren.” Weiterhin ist die sdulenchromatographische Trennung der beiden Epimere 71 und
72 durch die nahezu identischen R~Werte schwierig. Der Grund hierfiir ist vermutlich der

sterische Anspruch der TBDPS-Gruppe. Der einzige Unterschied zwischen den beiden

" Eine NMR Probe depurinierte innerhalb von Minuten in CDCls, das nicht vorher iiber NaCO; gelagert worden

war.
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Epimeren ist die Position der 3'-OH-Gruppe. Diese wird jedoch aufgrund der volumindsen
TBDPS- und der nun ebenfalls vorhandenen Kernbasenschutzgruppe erheblich abgeschirmt.

Eine sterisch weniger anspruchsvolle Schutzgruppe am 5'-Alkohol sollte somit die
sdaulenchromatographische Trennung der Epimere erleichtern. Es sollte aber weiterhin mit
einer  Silylschutzgruppe fiir die 5'-Position gearbeitet werden. Die tert-
Butyldimethylsilylschutzgruppe (TBDMS)"®" war hierzu eine nahe liegende Wahl. Aufgrund
des geringeren sterischen Anspruchs war jedoch mit Problemen bei der Synthese von N6-
Benzoyl-5'-O-TBDMS-2'-desoxyadenosin 73 zu rechnen. Die Anwendung der
Standardprotokolle” fiir die Silylierung lieferten dementsprechend nur méBige Ausbeuten von
maximal 61% an 73. Als Nebenprodukt wurde wie erwartet das 3'-5'-disilylierte Nukleosid
identifiziert. Aus der Kohlenhydratchemie ist bekannt, dass die Selektivitit von TBDMS-CI
gegeniiber primédren Alkoholfunktionen ansteigt, wenn Pyridin statt DMF als Losungsmittel
verwendet wird.**®' Durch den zusitzlichen Verzicht auf Imidazol als Katalysator/Base, und
der damit einhergehenden Verminderung der Reaktivitdt des Silylierungsreagenzes, konnten
nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen ausgehend von S1a Ausbeuten von bis zu

88% an 73 erhalten werden (Abbildung 43)

NHB? NHB2

SN O

P P

HO NN TBDMS-CI, Pyridin TBDMSO NN
(@] > (0]

88%

OH OH
51a 73

Abbildung 43: Synthese von N6-Benzoyl-5'-O-ftert-butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin (73) nach dem zur

selektiven 5'-Silylierung optimierten Protokoll.

Da zu erwarten war, dass auch das 5'-TBDMS-geschiitzte Keton wéhrend der Isolierung
zumindest teilweise zerfdllt, wurde eine Eintopf-Methode zur Oxidation und Reduktion
entwickelt. Hierbei wurden folgende EinzelmaBBnahmen zur Optimierung durchgefiihrt:

Durch Zugabe des Nukleosides zu der auf 0°C vorgekiihlten Losung des Dess-Martin-
Periodinans in CH,Cl, als Feststoff konnte eine Verdoppelung der Konzentration der
Reaktanten erreicht werden. Hiermit konnte die Reaktionsdauer der Oxidation von sechs bis
sieben Stunden auf 90 bis 120 Minuten verringert werden. Nach beendeter Oxidation wurde
iiberschiissiges Dess-Martin-Periodinan mit einem Uberschuss an Isopropanol gequencht. Das

Isopropanol dient gleichzeitig als Losungsvermittler fiir die nachfolgende Reduktion mit
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Natriumborhydrid. Um die Zersetzung des Produktes durch tiberschiissiges Natriumborhydrid
wihrend der Auftauphase und Aufarbeitung zu vermeiden, wurde mit einem Uberschuss an
Aceton gequencht. Eine Erniedrigung der Temperatur wihrend der Reduktion auf —60 °C
verbesserte das Epimerenverhiltnis von 8:2 auf nahezu 95:5 (Xylo:Ribo).

Mit der in Abbildung 44 zusammengefassten optimierten Synthesesequenz war es mdglich

das 5'-TBDMS-geschiitzte Xylonukleosid 74 in 80% Ausbeute iiber zwei Stufen zu erhalten.

1. Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,
0°C

dann RT
2. Isopropanol, r.t. dann -60 °C

TBDMSO ABZ 3 oA 60 °C TBDMSO_ o AB?
O 4. Aceton, -60 °C dann r.t. -0
OH 80%
73 74

Abbildung 44: Optimiertes Protokoll zur Synthese von N6-Benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl -2'-desoxy-

xyloadenosin 74.

Aufgrund der bei der Synthese des Xyloderivates von 2'-Desoxyadenosin gesammelten
Erfahrungen wurde bei der Synthese des 2'-Desoxyguanosinderivates von Anfang an mit der
TBDMS-Gruppe als 5'-Alkoholschutzgruppe gearbeitet. Es musste jedoch noch eine
geeignete Schutzgruppe fiir die exocyclische Aminofunktion gefunden werden.

Guanosin und viele seiner Derivate sind fiir ihre schlechte Loslichkeit in organischen
Losungsmitteln bekannt. Der Grund hierfiir ist die Bildung von Tetraden.®* Eine Moglichkeit,
dieses Problem zumindest teilweise zu umgehen, ist der Einsatz von Schutzgruppen auf
Formamidinbasis mit langen lipophilen Seitenketten. Eine hierfiir von Caruthers und
Mitarbeitern”” etablierte Schutzgruppe ist die Di-n-butylformamidingruppe (DBF).

Die TBDMS-Schiitzung der 5'-Position von N2-[(Di-n-butylamino)methylen]-2'-
desoxyguanosin nach der Literaturvorschrift’” ergab N2-[(Di-n-butyl-amino)methylen]-5'-O-
tert-butyldimethylsilyl-2'-desoxyguanosin in 47% Ausbeute.” Die Durchfithrung der
Oxidations- und Reduktionssequenz ergab das erwartete Gemisch der beiden Epimere. Dieses
Gemisch war jedoch nicht durch Chromatographie an Kieselgel trennbar.

Als nichste Kernbasenschutzgruppe wurde die dmf-Schutzgruppe in Betracht gezogen. Von

ihr wurde aufgrund des geringeren sterischen Anspruches eine bessere Trennbarkeit

" Diese Synthesen wurden vor dem Wechsel auf Pyridin als Losungsmittel fiir die selektive TBDMS-Schiitzung
des 5'-Alkohols durchgefiihrt.
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der Epimere bei der Séulenchromatographie erwartet. Die Umsetzung von N2-[(Di-n-
methylamino)methylen]-2'-desoxy-guanosin 75 mit TBDMS-CI nach Literaturprotokollen
ergab das 5'-geschiitzte Nukleosid 76 in 52% Ausbeute. Nach der Durchfiihrung der
Oxidation/Reduktionssequenz wurde festgestellt, dass die dmf-Gruppe teilweise (bis zu 33%)
abgespalten wird (Abbildung 45). Weiterhin legte die Literatur nahe, dass die dmf-
Schutzgruppe nicht mit der geplanten Reduktion des Azides durch katalytische Hydrierung
kompatibel ist.*> Wegen des partiellen Verlustes der Schutzgruppe bei der Reduktion mit
Natriumborhydrid und der inkompatiblen katalytischen Hydrierung wurde die dmf-
Schutzgruppe nicht weiter eingesetzt.

0 o)
<’NfNH TBDMS-C|, </NfLNH
HO N Pyridin TBDMSO 2N

NTSNTN / _ NT N7 Ndmf
O \N—N (0]
H>_ \
OH OH

75 76
1. Dess-Martin-Periodan, CH,Cl»

2. NaBHy Isopropanol

O
N N
NH NH
&Y e
TBDMSO. o, N-~\PNpamt  + TBDMSOL . N NJ\NHz
-O— L—O:'

Abbildung 45: Ergebnis der Untersuchung zur Eignung der dmf-Schutzgruppe fiir die Oxidations/Reduktions

Synthesesequenz.

Eine fiir die exocyclische Aminofunktion von Guanosin hdufig eingesetzte Schutzgruppe
ist die Isobutyrylgruppe. Diese ist sehr stabil und der sterische Anspruch ist nur etwas grofer
als der der dmf-Gruppe. Umsetzung von N2-Isobutyryl-2'desoxyguanosin 77 mit TBDMS-Cl
in Pyridin ergab nach dem fiir N6-Benzoyl-2'-desoxyadenosin optimierten Protokoll das 5'-
TBDMS-geschiitzte Nukleosid 78 in 84% Ausbeute. Die Oxidations/Reduktions-
Synthesesequenz ergab das Xylonukleosid 79 in 77% Ausbeute. Die eingesetzte
Synthesesequenz mit den fiir 2'-Desoxyguanosin optimierten Schutzgruppen ist in Abbildung

46 dargestellt.
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1. Dess Martin Periodan, CH,Cl»
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Abbildung 46: Synthese von N2-Isobutyryl-5'-O-tert-butyldimetylsilyl-2'desoxyxyloguanosin 79 mit den fiir

Guanosin optimierten Schutzgruppen.

Nach dem nun ein einfacher Zugang zu den beiden 5-TBDMS-geschiitzten
Xylonukleosiden 74 und 79 gefunden war, konnte die Synthese der 5'-TBDMS-geschiitzten
3'-Azidonukleoside 80 und 81 durchgefiihrt werden. (Abbildung 47)

TBDMSO OH BSG TBDMS BSG
| /O: | o)
N3
74 BSC = APZ 80 BSC = APz
79 BSG - GiBU 81 BSG - GiBu

Abbildung 47: Geplante Umwandlung der 2'-Xylonukleoside 74 und 79 zu den 5'-TBDMS-geschiitzten 3'-
Azidonukleosiden 80 und 81. SG = Schutzgruppe.

In den literaturbekannten Synthesen von 3'-Azidonukleosiden wurde eine von vier
Methoden zur Einfiihrung der 3'-Azidofunktion eingesetzt. Eine Mitsunobu-Reaktion mit
Lithiumazid,'” eine Sx2 Reaktionen iiber das 3'-Triflat®’ oder 3'-Mesy1at84 oder eine Reaktion
vom Appel-Typ mit Triphenyl-phosphin, Tetrabromkohlenstoff und Lithiumazid.**

In der Synthese der 5'-TBDMS-geschiitzten 3'-Azidonukleoside 80 und 81 nach Hirschbein
und Mitarbeitern'” wird die 3'-Azidofunktion durch die schon erwéhnte Mitsunobu-Reaktion®

eingefiihrt. Eine chromatographische Abtrennung der Folgeprodukte der Mitsunobu-
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Reagenzien ist hierbei jedoch nicht moglich. Sie muss auf der ndchsten Stufe, der des
wesentlich polareren freien Amins, durchgefiihrt werden. Da die Reduktion der
Azidofunktion erst in der letzten Stufe der Gesamtsynthesen geplant war, wurden zuerst
andere etablierte Methoden zur Einfilhrung der Azidofunktion getestet.

Die erste getestete Methode war die Azideinfithrung liber das in sifu hergestellte 3'-Triflat
nach Herdewijn und Mitarbeitern. Umsetzung des eigenen Substrates (74) mit Triflatanhydrid
in Pyridin nach Literaturvorschrift®' ergab das entsprechende 3'-Triflat, welches ohne weitere
Aufarbeitung mit Natriumazid in DMF bei Raumtemperatur umgesetzt wurde. Die erhaltene
Ausbeute an 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-TBDMS-2',3'-desoxyadenosin 80 lag jedoch nur bei
30%. Diese niedrige Ausbeute konnte auf den teilweisen Verlust der Kernbasenschutzgruppe
zuriickgefithrt werden (Abbildung 48). Das verbliebene Proton der als Benzoylamid
geschiitzten exocyclischen Aminfunktion ist sauer genug, um zum Teil von Pyridin
abstrahiert zu werden. Die Reaktion mit Triflatanhydrid kann dann zu dem Diamid~ 82
fithren, welches offensichtlich in das gewiinschte Produkt 80 und das entsprechende an der
Kernbase nicht geschiitzte 3'-Azidonukleosid 83 zerfallen kann, denn diese Verbindung

wurde als Nebenprodukt isoliert.

o)
o5 O
NHBZ Oy
NfN N SN
"/ e H 4
TBDMSO_ o NAy? 22 PV repuso oTt N
o) A
75 82
NaNj; Pyridin
NHB? NH;
N ~ N ~N
N TN
TBDMSO N"~N .,  TBDMSO N N
}5 }5
N3 N3
81 83

Abbildung 48: Beobachtete Nebenreaktion bei der Azideinfithrung iiber das 3'-Triflat nach Herdewijn und

Mitarbeitern.’'
In der publizierten Synthese61 ist diese Nebenreaktion irrelevant, da im letzten Schritt der
Route die Kernbasenschutzgruppe und der 5'-Benzoesdureester durch Aminolyse abgespalten

werden. Eine nachtrigliche Schiitzung der Kernbase ist keine Option, weshalb die

" Dieser Effekt tritt auch bei der "Transient Protection" zur Synthese von N6-Benzoyl-2'-desoxyadenosin auf.
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Azideinfiihrung iiber das 3'-Triflat als ungeeignet fiir die eigene Syntheseroute eingestuft
wird.

Als néchste potentielle Abgangsgruppe wurde ein Mesylat an der 3'-Position getestet. Es
wurde erwartet, dass es bei der Einfilhrung dieser Abgangsgruppe nicht zu einer
Nebenreaktion an der 6-Position der Kernbase und nachfolgend zu einem partiellen Verlust
der Kernbasenschutzgruppe kommen wiirde. Die Umsetzung von 74 mit
Methansulfonsiurechlorid nach einer Literaturvorschrift® ergab das 3'-Mesylat 84 in 72%
Ausbeute. Die sdulenchromatographische Aufreinigung des 3'-Mesylats 84 erwies sich
aufgrund nahezu identischer R~Werte von Edukt und Produkt als sehr aufwendig. Die
Umsetzung mit Natriumazid in DMF bei 60 °C ergab nach 16 Stunden keinen detektierbaren
Umsatz (Abbildung 49).

NHB2 NHB2z
N N N N
¢ jf\)N NaN3, DMF, 60 °C ¢ f\)N
TBDMSO-_oms N~ N7 /// » TBDMSO NN
M \w
N3
84 82

Abbildung 49: Versuchte Umsetzung zu 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxy-
adenosin 82, ausgehend von dem 3'-Mesylat 84.

Erhitzen der Aufschlimmung auf 100 °C fiihrte zur Zersetzung von 84. Es gelang nicht, eine
ausreichende Menge an 3'-Azidonukleosid 82 zu isolieren, um einen Strukturbeweis per NMR
zu fithren. Es wurde deshalb von weiteren Versuchen mit dem 3'-Mesylat als Abgangsgruppe
abgesehen.

Appel-artige  Umsetzung der 5'-benzoylgeschiitzten = Xylonukleoside von 2'-
Desoxyadenosin®® und 2'-Desoxyguanosin® zu den 3'-Aziden mit Ribokonfiguration sind in
der Literatur beschrieben. Die Anwendung des Li‘[eraturprotokolls62 fiir Xyloguanosin auf das
eigene Substrat 79 ergab das 5'-TBDMS-geschiitzte 3'-Azidonukleosid 81 in 56% Ausbeute
(Abbildung 50).
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Abbildung 50: Synthese von 3'-Azido- O tert-butyldimethylsilyl-N2-isobutyryl-5'-2'-desoxyxyloguanosin 81.

Es gelang jedoch nicht, das entstandene Triphenylphosphinoxid vollstindig durch Siulen-
chromatographie abzutrennen. Eine Anwendung der gleichen Reaktionsbedingungen auf das
Adenosinderivat 74 flihrte zur Zersetzung des Eduktes.

Es wurde deshalb auf eine literaturbekannte Mitsunobu-Reaktion zuriickgegriffen. Es war
jedoch, wie in der Literatur beschrieben,'’ nicht méglich die Folgeprodukte der Mitsunobu-
Reaktion von den nukleosidischen Produkten 80 und 81 abzutrennen. Versuche die
Aufreinigung auf der Stufe der wesentlich polareren 5'-ungeschiitzen Azide durchzufiihren
waren ebenfalls nicht erfolgreich. Solche Probleme treten bei der Abtrennung der Mitsunobu-
"Reagenzien" relativ haufig auf. Es gibt fiir dieses Problem verschiedene mégliche Losungen.

Der Einsatz von festphasengebundenem Triphenylphosphin®’ erbrachte auch nach zwei
Tagen keinen detektierbaren Umsatz. Es wird davon ausgegangen, dass die Reaktion am
sterischen Anspruch des Substrates gescheitert ist. Es ist jedoch auch nicht auszuschliefen,
dass die entstehenden Azide 80 oder 81 im Sinne einer Staudinger-Reduktion mit nicht
umgesetztem Triphenylphosphin zu den entsprechenden Iminophosphoranen reagierten und
somit der {iberstehenden Losung entzogen wurden.

Beim Einsatz von fert-Butylphosphin als Reagenz fiir die Mitsunobu-Reaktion® war auch
nach vier Stunden kein Umsatz detektierbar. Bei der Zugabe des Phosphins konnte jedoch
eine starke Gasentwicklung beobachtet werden. Dies ldsst darauf schlieBBen, dass anstelle der
gewiinschten Reaktion die Staudinger-Reduktion zwischen dem Phosphin und Natriumazid
stattfand.

Pyridinyldiphenylphosphin 85 (Abbildung 51) wurde entwickelt, um das daraus entstehende
Pyridinyldiphenylphosphinoxid durch eine wéssrige saure Extraktion aus der organischen
Phase wihrend der Aufarbeitung zu entfernen.*” Versuche, dies zu reproduzieren scheiterten.
Jedoch wurde wihrend der Aufarbeitung bei DC-Kontrollen festgestellt, dass
Pyridinyldiphenylphosphinoxid polar genug ist, um sdulenchromatographisch von den
Produkten abgetrennt werden zu konnen. Ein Wechsel von DEAD auf DIAD vereinfachte die

sdulenchromatographische Aufreinigung noch zusétzlich. Mit dieser Kombination an
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Mitsunobureagenzien konnten erstmals die Verbindungen 80 und 81 in Ausbeuten von 81%

und 86% als Reinstoffe erhalten werden.

TBDMSO OH BSG (PyPh,)P, DIAD, NaN3, DMF TBDMSO BSG
o) - }y
N3
74 ,B5C = AP 80,B5C =A% 81%
79 ,BSC =GB 81,BSC =GB 86 %

[: ] N~
N
P

(PyPhy)P =

85
Abbildung 51: Umsetzung zu 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O- tert-butyldimethylsilyl-2',3'-desoxyadenosin 80 3'-
Azido-5'-O- tert-butyldimethylsilyl-N2-isobutyryl-2',3'-didesoxyguanosin 81. SG = Schutzgruppe.

Um zu den Zielmolekillen 25 und 26 =zu gelangen, war nun noch ein
Schutzgruppenwechsel an der 5'-Position und die Reduktion des Azides notwendig. Die
Entschiitzung des 5'-Alkohols wurde mit TBAF in THF durchgefiihrt. Erhalten wurden
Ausbeuten von 92% (Adenosin) und 87% (Guanosin). Die anschliefende Schiitzung der 5'-
Hydroxylfunktion mit DMT-CI in Pyridin ergab Ausbeuten von 96% (Adenosin) und 79%
(Guanosin). Die Reduktion der Azidofunktion zum Amin wurde durch katalytische
Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle durchgefiihrt. Die erhaltenen Ausbeuten waren
hierbei 90% (Adenosin) und 95% (Guanosin). In der Abbildung 52 sind die Einzelschritte, die

hierbei erhaltenen Ausbeuten und die Gesamtausbeuten zusammengefasst

1. TBAF, THF ‘
(92% BS9 = ABz, 879, BSC = GiBY)

gsc 2 DMT-CI, Pyridin DMTO Bse

TBDMSO .
L o (96% BS9 = ABZ 799, BSC = GiBY) o
|

N 3. Hy, Pd/C, EtOH, NaHCO; NH,
(90% BS9 = ABZ, 959, BSC = GiBY)

80 BSG = ABZ 25 BSG = ABZ , 79%
81 BSG = giBu 26 BSC=GBY 65%

Abbildung 52: Letzte Schritte und Gesamtausbeuten der Syntheseroute zu 3'-Amino-N6-benzoyl-5'-O-
dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosin 25 und 3'-Amino-N2-isobutyryl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxy-
guanosin 26. SG = Schutzgruppe.



—45—
Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick

Bei der Synthese von 3'-Amino-5'-O-dimethoxytrityl-3'-desoxthymidin 23 konnte

gegeniiber literaturbekannten Routen keine Ausbeuteverbesserung erreicht werden. Mit einer
Gesamtausbeute von 50% tiber 5 Stufen, ausgehend von Thymidin wurde aber ein Ergebnis
erzielt, das der Literaturvorgabe (81% iiber 3 Stufen, aber ausgehend von 5'-DMT-
geschiitztem Thymidin) dhnlich ist.
Aufgrund des Schutzgruppenwechsels ist die neue Syntheseroute zu 3'-Amino-N4-benzoyl-5'-
O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxycytidin 24 eine Stufe lidnger als die literaturbekannte
Synthese. Die Gesamtausbeute ist mit 40% vergleichbar mit den 39% der publizierten
Synthese.'® Es kann jedoch von dem preiswerten N4-Benzoyl-2'-desoxycytidin ausgegangen
werden und der Einsatz von HMPA zur Azideinfiihrung kann umgangen werden.

Eine neue Syntheseroute zur Synthese der 5'-TBDMS geschiitzten Xylonukleoside von
Adenosin und Guanosin konnte etabliert werden. Die Anzahl der notwendigen Schritte wurde
von vier auf zwei reduziert. Gleichzeitig konnten gegeniiber der Literatursynthese die
Gesamtausbeuten um 28% fiir Adenosin und 25% fiir Guanosin erhoht werden. Diese
Xylonukleoside sind wichtige Intermediate in einer Vielzahl von Synthesen von 3'-

90,91,92,93,94,95

modifiziertern Nukleosiden und Nukleotiden. In Abbildung 53 sind ausgewihlte

Verbindungen, die iiber Xylonukleoside synthetisiert wurden dargestellt.

30
HOgP30

\(N\P/O ABz SH
<'> ' ©

HO3PO A
NHT 0
NC r /
SGO OH SH
30 /
HOGP30 ©
0 HO4PO A

Abbildung 53: Ubersicht iiber einige Verbindungen die ausgehend von Xyloadenosin (mitte) synthetisiert

wurden.



_46—

Bei den Gesamtsynthesen der 3'-Amino-5'-O-dimethoxytrtityl-2',3'-didesoxypurine Adenosin
25 und Guanosin 26 konnte die Anzahl der Stufen aufgrund eines Schutzgruppenwechsels
nicht verringert werden. Jedoch ist es gelungen, die Gesamtausbeuten um 7% fiir die
Adenosinroute und 17% fiir die Guanosinroute zu erhéhen.

Tabelle 1 fasst die erhaltenen Gesamtausbeuten zusammen und vergleicht sie mit den

Ausbeuten der etablierten Synthesen.

B¢ Stufen / Ausbeute Stufen / Ausbeute
literaturbekannte Route' hier beschriebene Route
A 6/37% 6/ 44%
G™ 6/20% 6/37%
c¥ 4/39%* 5/41%
T 3/81%* 5/50%

Tabelle 1: Vergleich der in dieser Arbeit entwickelten Routen zu den 3'-Aminonukleosiden mit den
literaturbekannten Synthesen.'® Bei den (*) markierten Synthesen wurde von den 5'-DMT-geschiitzten

Nukleosiden ausgegangen.

Entwicklung der festen Phase zur Synthese von 3'-Aminoprimern bei

Kettenverlingerung mit 3'-Phosphitamiden

Nach dem Abschluss der Synthesen der 3'-Aminonukleoside konnte die Herstellung der
festen Phase in Angriff genommen werden (Abbildung 54). Das 3'-Aminonukleosid musste
hierbei iiber ein geeignetes Linkersystem mit der festen Phase verbunden werden. Um zur
Synthese von 3'-Aminoprimer mittels Kettenverldngerung mit reguldren 3'-Phosphitamiden
geeignet zu sein, muss ein solches mehrere Bedingungen erfiillen. Es muss die leicht sauren
Bedingungen der Detritylierung und die wéssrig basischen Bedingungen der Oxidation
tiberstehen. Die zur Immobilisierung der 3'-Aminonukleoside eingesetzte Chemie muss mit
der sdurelabilen DMT-Schutzgruppe und den basenlabilen Kernbasen-schutzgruppen
kompatibel sein. Es sollten Beladungen von 20-30 pmol/g erreicht werden und die
Freisetzung des 3'-Aminoprimers sollte in einem Schritt durch Abspaltung mit

Ammoniakwasser geschehen.
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Abbildung 54: Immobilisierung von 3'-Aminonukleosiden auf einer festen Phase die Ausgangspunkt fiir die

Synthese von 3'-Aminoprimern ist. SG = Schutzgruppe.

Aus der Peptidchemie gibt es etablierte Linkersysteme fiir die Immobilisierung von
Aminosduren an der Aminofunktion. Die Freisetzung der Amine erfolgt nach vollendeter
Synthese jedoch zumeist durch Behandlung der festen Phasen mit Sduren. Saure Bedingungen
konnen in Oligonukleotiden jedoch zu Depurinierung der Kernbasen Adenin und Guanin
fiihren, weshalb solche Bedingungen vermieden werden sollen. Zur Synthese von
Oligonukleotiden mit 3'-Aminofunktionen mit 3'-Phosphitamiden gibt es flinf
literaturbekannte Systeme. Diese sollen im Folgenden vorgestellt werden und auf ihre
Eignung zur Synthese von 3'-Aminoprimern untersucht werden.

Die Synthese der festen Phase 90 zur Synthese von 3'-Aminohexyl-Oligonukleotiden, die auf
der Phthalimidoschutzgruppe basiert, ist in Abbildung 55 dargestellt. Diese feste Phase wurde
1992 von Meyer und Mitarbeitern® entwickelt und wird von der Firma Glen Research

vertrieben.

Cl)kiji/éo (0]
Y O‘MNH o
o>/ < 5 Yo
86 87 88

H,N"(CH,)s-ODMT 89

Abbildung 55: Synthese des phthalimidbasierten 3'-Aminohexyllinker Supports nach Meyer und Mitarbeitern.”®
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Die Herstellung des Trigers beginnt mit der Reaktion des kéuflichen Sdurechlorids des
Anhydrids der Trimellitsdure (87) mit den aliphatischen Aminogruppen der festen Phase 86.
Die Umsetzung des Anhydrids 88 mit dem O-DMT-geschiitzten Aminoalkohol 89 geschieht
unter Riickfluss- (165° C in DMF)” oder Mikrowellenbedingungen.”””® Unter diesen
Reaktionsbedingungen = muss  jedoch mit einer teilweisen  Migration  der
Kernbasenschutzgruppen auf die 3'-Aminofunktionen der 3'-Aminonukleoside gerechnet
werden. Weiterhin wurde berichtet, dass bei der ammoniakalischen Abspaltung der
modifizierten Oligonukleotide etwa 15% dieser auf der festen Phase verbleiben.

Eine weitere feste Phase zur Synthese von 3'-Aminohexyl-Oligonukleotiden basiert auf der

1 .
9100 nyjese feste Phase wurde

2-(Acetoxymethyl)-benzoyl-(AMB)-Aminoschutzgruppe.
erstmals im Jahre 2004 von Wolter und Mitarbeitern'®' beschrieben und wird von der Firma
Proligo (Hamburg) vertrieben. Die Abspaltung des Amines erfolgt in diesem Fall nach dem

Prinzip des "assisted cleavage". Die Synthese dieser festen Phase ist in Abbildung 56

dargestellt.
0 HoN-(CH,)gODMT (89), O 6
O2N AICI3, Et3N, CH,CI, OoN H
0 L H ODMT
8 %
91 OH
1. Bernsteinsaureanhydrid, EtzN
DMAP, EtOAc

2. 4-Nitrophenol, DCC, 1,4-Dioxan
3. CPG, Et3N, DMF

NO,

92

Abbildung 56: Synthese, der von der Firma Proligo vertriebenen festen Phase zur Synthese von 3'-aminohexyl-

modifizierten Oligonukleotiden.

Der Schliisselschritt in dieser Synthese ist die lewissdurekatalysierte Offnung des 6-
Nitrophthalids (91) durch den O-DMT-geschiitzten Aminoalkohol 89. Der weitere Aufbau der
festen Phase 92 geschieht in dieser Synthese durch Reaktionen, die der Peptidchemie entlehnt
wurden. Die geringe Ausbeute der ersten Stufe dieser Synthese wird auf die Abspaltung der
DMT-Gruppe durch die zur Offnung des Esters benétigte Lewissdure zuriickgefiihrt.'”” Bei

einem Substrat, welches in drei Stufen in sehr guten Ausbeuten'® erhiltlich ist, sind solche
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geringen Ausbeuten in der ersten Stufe einer Synthese eher zu verkraften. Bei einer
Ubertragung auf die 3'-Aminonukleoside ist der Schritt mit der niedrigen Ausbeute aber die
sechste Synthesestufe fiir die Pyrimidine beziehungsweise die siebte fiir die Purine. Auch die
photochemische Abspaltung fiihrt leicht zu Nebenprodukten und ist fiir groBe Ansétze
schwierig durchzufiihren.

Im Jahre 1996 beschrieben Avino und Mitarbeiter eine feste Phase'® zur Synthese von 3'-
aminomodifizierten Oligonukleotiden und Oligonukleotiden mit einer 3'-terminalen
Aminofunktion. Diese basiert auf der 2-(2-Nitrophenyl)-ethoxycarbonyl-(NPEOC)-
Aminoschutzgruppe'® und ist in Abbildung 57 dargestellt.

0 R=  DMTO. BSG

O BSG =T CBZ
HN
R
o] o

H oder
NO,

R= %/\/\/\/ODMT

Abbildung 57: Von Avino und Mitarbeitern beschriebene feste Phasen zur Synthese von 3'-aminohexyl-
modifizierten Oligonukleotiden und Oligonukleotiden mit einer 3'-terminalen Aminofunktion. SG =

Schutzgruppe.

Diese feste Phase wurde sowohl zur Synthese von Oligonukleotiden mit einem 3'-
Aminohexyllinker als auch zur Synthese von Oligonukleotiden mit den 3'-terminalen
Nukleotiden 3'-Amino-3'-desoxythymidin und 3'-Amino-2',3'-didesoxycytidin eingesetzt. Bei
der Beladung der festen Phasen mit den 3'-Aminonukleosiden konnten jedoch nur Beladungen
von maximal 6 umol/g erreicht werden. Typische Beladungen bei konventionellen Tragern
fiir die DNA-Synthesen liegen zwischen 20-30 pumol/g. Die geringen Beladungsdichten
wurden von Avino und Mitarbeitern auf die geringe Reaktivitdt der Aminofunktion der 3'-
Aminonukleoside zuriickgefiihrt. Weiterhin wurde berichtet, dass bei der ammoniakalischen
Abspaltung ungefihr 15% des Oligonukleotides auf der festen Phase verbleiben.

Ein auf der Saurelabilitdt von Phosphorsdureamiden basierendes System zur Synthese von 3'-
aminoterminalen Oligonukleotiden wurde von Letsinger und Mitarbeitern im Jahre 1992
vorgestellt.'” Dieses System wurde in der hiesigen Arbeitsgruppe erfolgreich zur Synthese
eines 3'-Aminothymidinprimers eingesetzt.32 Die Synthese dieser festen Phase erfolgt hier
ausgehend von einem auf einer festen Phase immobilisierten Nukleosid. Das entsprechende
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3'-Aminonukleosid wird hierbei unter Atherton-Tod Bedingungen mit dem auf der festen

Phase synthetisierten H-Phosphonat gekuppelt. Hierzu wurden 20 Aquivalente des
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3'-Aminonukleosides eingesetzt. Zur Abspaltung des 3'-Aminoprimers von der festen Phase

ist der in Abbildung 58 dargestellte zweistufige Prozess notwendig.

DMTO DMTO,
BSG B
BSG B
SG
B B DMTO
BSG B
T i L
o ' B

BSG (@) B 5
O (@]
lp‘ NHLOH \Ip’ ACOH, H,0 e

Abbildung 58: Zweistufige Abspaltungsprozess des 3'-Aminoprimers 3 von der festen Phase. SG =
Schutzgruppe.

In einem ersten basischen Schritt wird das Oligonukleotid von der festen Phase abgeldst und
die Phosphat- und Kernbasenschutzgruppen abgespalten. In einem zweiten Schritt wird das
Amin durch saure Spaltung des in der ersten Stufe erhaltenen Phosphorsdureamids 93
freigesetzt. Die zweite Stufe ist aber aufgrund der als Nebenreaktion auftretenden
Depurinierung nicht unproblematisch.

Eine verbesserte Variante wurde im Jahre 1993 ebenfalls von Letsinger und Mitarbeitern
vorgestellt.'”” Die Synthese eines 3'-aminoterminalen Oligonukleotides auf dieser festen
Phase ist in Abbildung 59 dargestellt. Sie erfolgt {iber die schon beschriebene H-Phosphonat-
chemie. Eine Verbesserung des Systems wird durch den Einsatz des "Phosphat-ON"-
Reagenzes der Firma Cruachem erreicht.” Wihrend der basischen Entschiitzung des
Oligonukleotides wird durch B-Eliminierung das Phosphorsdureamidat 94 freigesetzt. Dieses
ist unter den gegebenen Bedingungen nicht stabil (die analogen 5'-Phosphoramidate zerfallen
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schon im schwach basischen Milieu) = und zerfillt in den 3'-Aminoprimer 3.

* . . . .
Dieses Reagenz wird heute unter anderem von der Firma Glen Research vertrieben.



_51—

NH
0=P-0
1. DNA Synthese
O DMTO DMTO
CN 2 NH,OH
> B NH,OH B
0=S=0 B — = B
2 B B
CN HN_ O NH,
o} /_/ )Y
/ HO ©
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Abbildung 59: Synthese eines 3'-Aminoprimers mit der auf dem Phosphat-ON-Reagenz basierenden festen
Phase von Letsinger und Mitarbeitern. SG = Schutzgruppe.

Zur Beladung wurden 18 Aquivalente der Aminkomponente verwendet. Da zudem das
Phosphat-ON Reagenz relativ teuer ist, wurde von einer Anwendung dieses Supports
abgesehen.

Die etablierten Systeme wurden somit nur als bedingt zur Synthese von 3'-Aminoprimern
geeignet eingeschitzt. Deshalb sollte eine neue feste Phase entwickelt werden.

Bei festen Phasen zur Synthese von unmodifizierten Oligonukleotiden ist das erste
Nukleosid iiber einen Bernsteinsiurelinker immobilisiert (Abbildung 60a).'” Eine analoge
Immobilisierung von 3'-Aminonukleosiden zur Synthese von 3'-Aminoprimern ist aufgrund
der Stabilitdt der erhaltenen Amidbindung nicht sinnvoll. Denkbar ist aber ein auf einem
perfluorierten Analogon der Bernsteinsdure basierendes Linkersystem, wie in Abbildung 60b

dargestellt.

a)  pMmTO BSG b.) DMTO

IS i

0. _0O HN\fO

CF,

O~ "NH O

Abbildung 60: a.) Feste Phase, mit einem iiber einen Bernsteinsdurelinker immobilisierten Nukleosid, zur
Synthese von Oligonukleotiden b) Feste Phase, mit einem iiber einen Tetrafluorbernsteinsiurelinker

immobilisierten 3'-Aminonukleosid, zur Synthese von 3'-Aminoprimern. SG = Schutzgruppe.
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Die Tetrafluorbernsteinsiure ist das "bivalente Aquivalent" zur Trifluoressigsdure, von der
bekannt ist, dass sich ihre Amide leicht unter milden basischen Bedingungen spalten lassen.
Weiterhin wurde die TFA-Schutzgruppe bereits erfolgreich in DNA-Synthesen zum Schutz
von aliphatischen Aminogruppen eingesetzt.''” Die Amide der Tetrafluorbernsteinsiure
sollten eine dhnliche Stabilitdt aufweisen wie die Ester der Bernsteinsdure. Aufgrund der
kommerziellen Verfiigbarkeit des Anhydrides der Hexafluorglutarsdure wurde jedoch das
Linkersystem auf deren Basis entwickelt. Die vorgesehenen Synthesen der festen Phasen 96a-

t sind in Abbildung 61 dargestellt.

DMTO BSG OYOYO DMTO gse

H,
BSG DMTO.
O~ F2C\C/C Fa -0- | & o
Fy
HN >
>=o

NH; > HN
\ F2
24 B¢ =CP

o
C,

SG _ AB /CF2 2

25 B°° = A"? F.C

26 BSG = G/'Bu Y >=O F2

(ﬁ\‘ H © o]

-

\
/CF
IRl ks

23 BSC=T F,C

95a BSC = A2 96a BSC = AP
95¢ BSC =C"* 96¢c BSC=C"*
95¢g BSG = Bu 969 BSG = Bu
95t BSC=T 96t BSC=T

Abbildung 61: Syntheseplan zur Herstellung der festen Phasen 96a-t. SG = Schutzgruppe.

Die zur Synthese dieser festen Phasen benétigten acylierten 3'-Aminonukleoside 95a-t sollten
durch Umsetzung der 3'-Aminonukleoside 23-26 mit Hexafluorglutarsdureanhydrid erhiltlich
sein. Die Kupplung der acylierten 3'-Aminonukleoside 95a-t an die feste Phase sollte
zunéchst tiber Standard-Acylierungschemie versucht werden.

Die Umsetzung von 3'-Aminothymidin 23 mit Hexafluorglutarsdureanhydrid ergab das
DIEA-Salz 95t in 81% Ausbeute. Da davon auszugehen war, dass deaktivierte Carbonsiuren
wie die Hexafluorglutarsdure nur sehr schwer zu kuppeln sind, wurde zuerst die
Kupplungschemie in Losung untersucht. Dies hatte neben der schnelleren Kinetik den Vorteil,
dass die Reaktionen direkt per Diinnschichtchromatographie kontrolliert werden kénnen. Das
zum Test von verschiedenen Kupplungsreagenzien eingesetzte System ist in Abbildung 62

dargestellt.
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Abbildung 62: Umsetzung von 95t mit verschiedenen Kupplungsreagenzien und Nukleophilen.

Zum Testen von verschiedenen Kupplungsreagenzien wurde zu einer Losung von 95t (1
mg/ml in DMF) Stammldsungen der Kondensationsreagenzien (3 Aquiv.), des Katalysators (3
Aquiv.) und des Nukleophils (3 Aquiv.) gegeben. Die erhaltenen Mischungen wurden bei
Raumtemperatur geschiittelt oder einer Mikrowellenbestrahlung unterzogen. Die in diesem
System getesteten Kondensationsreagenzien und kovalente Katalysatoren waren DCC, DIC,
EDCHCI, HATU'"" (HOAt), HBTU (HOBt) und TFFH.''? Als Nukleophile wurden
Methanol, 4-Nitrophenol und Benzylamin eingesetzt. Bei keinem dieser getesteten
Kupplungsreagenzien konnte Umsatz detektiert werden.

Im Jahre 2000 beschriecben Chen und Mitarbeiter die Kupplung von Salzen der
Trifluoressigsdure an Amine durch ein Triphenylphosphin/lod "Redoxsystem".'” In

Vorversuchen konnte mit diesem erfolgreich mit der Hexafluorglutarsdure acyliertes

Benzylamin an Boc-L-Valin gekuppelt werden (Abbildung 63).

0 o H-Val-Boc, PPhs, I, NEt;, ~ Ph O o
cr,. Joe DMF CF 0
NJ\CFZ/ ’~cF, O HDIEA - I\N)J\CFz/ Z\CFZ)J\ N
o)

o -
+ OPPhy

o0
+1 HDIEA
Abbildung 63: Kupplung von acyliertem Benzylamin mit L-Boc-Val durch das von Chen und Mitarbeitern

beschriebene Redoxsystem.'!?

Mit diesem "Redoxsystem", welches vermutlich das entsprechende Acylphosphoniumion als

"Aktivester" generiert, sollte deshalb ein Aufbau der festen Phase 96a-t moglich sein.
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Der Aufbau der festen Phase sollte jedoch nicht nach dem urspriinglichen Syntheseplan

sondern nach einem iiberarbeiteten Plan, der in Abbildung 64 dargestellt ist, stattfinden.

SG
0w 0. O DMTO B
FY T 0
\Hy \(@\( 1. PPhy, I, DMF HN
Q = ol
F,C
, CH,Cl,, DIEAD >:o 2. DMTO BSC -
0 /2
/CF2 FZC>:O
F2C, NH, HN
o)
HN , DMF, DIEA

23BSC=T

24 BSCG = CBZ 96a-t

25 BSC = AP?

26 BSG = GBu 96a BSC = AP2
96c BSC=C"B2
96g BSG = g/Bu
96t BSC=T

Abbildung 64: Aufbau der festen Phasen 96a-t durch Acylierung von Icaa-CPG und anschlieBender
Redoxkupplung der 3'-Amino-nukleoside 23-26. SG = Schutzgruppe.

Bei diesen Synthesen wurde das lcaa-CPG mit Hexafluorglutarsdureanhydrid acyliert und
anschliefend die 3'-Aminonukleoside 23-26 gekuppelt. Diese Vorgehensweise hatte den
Vorteil, dass die Aminonukleoside nicht in einem ersten Schritt in Losung acyliert werden
miussen.

Bei ersten Synthesen der festen Phase 96t wurden unter Verwendung der
Literaturbedingungen'"® Beladungen zwischen 10 und 14 pmol/g erhalten. Als ideal fiir DNA-
Synthesen gelten jedoch Beladungen zwischen 20 und 25 umol/g. Da bei der zur Beladung
eingesetzten "Redoxreaktion" ein Aquivalent HI freigesetzt wird, lag die Vermutung nahe,
dass es wihrend der Kupplung zu einer partiellen Abspaltung der DMT-Schutzgruppe kommt.
Diese Hypothese konnte durch die Beobachtung eines Dinukleotides als Produkt einer
Umsetzung mit der nicht DMT-entschiitzten festen Phase 96t {iberpriift werden (Abbildung
65).
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Abbildung 65: Syntheseplan zur Uberpriifung der Theorie das es zu einem partiellen Verlust der DMT-
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Schutzgruppe wihrend der Synthese der festen Phase 96t kommt.

Die Durchfiihrung eines DNA-Synthesezykluses mit dem 3'-Phosphitamid 97 ohne vorherige
Abspaltung der DMT-Schutzgruppe auf der festen Phase sollte nicht zu detektierbaren
Mengen an Dimer 98 fithren. Wenn bei der Beladung ein partieller Verlust der DMT-
Schutzgruppe auftritt, sollte aber die Verbindung 98 massenspektrometrisch detektierbar sein.

Abbildung 66 =zeigt das von der ammoniakalischen Entschiitzungslosung erhaltene

Massenspektrum nach der manuellen Durchfiihrung eines DNA-Synthesezyklus, ausgehend

auf der festen Phase 96t ohne vorherige Abspaltung der DM T-Schutzgruppe.
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Abbildung 66: Massenspektrum der ammoniakalischen Entschiitzungslosung nach der manuellen
Durchfiihrung eines DNA-Synthesezyklus, ausgehend von der festen Phase 96t ohne vorherige Abspaltung der
DMT-Schutzgruppe.

Da das Dimer 98 massenspektroskopisch detektiert werden konnte, war der Leitgedanke der
darauf folgenden Optimierungsschritte die lokale Konzentration an HI so gering wie moglich
zu halten und somit den partiellen Verlust der DMT-Schutzgruppe zu minimieren. Hierbei ist
jedoch zu bedenken, dass die tatsdchliche Beladung nicht sinkt. Es ist jedoch nicht méglich,
die tatsdchliche Beladung zu bestimmen, und es ist davon auszugehen, dass es zu
unerwiinschten Nebenreaktionen wéhrend den Synthesen kommen kann. Die Verdopplung
der eingesetzten Basenmenge auf zehn Aquivalente ergab nur miBig hohere
Beladungsdichten. Die Verwendung von Pyridin als Losungsmittel ergab ebenfalls keine
Verbesserung. Durch Anderung der Reihenfolge der Zugabe der Reagenzien konnten jedoch
Beladungen zwischen 17 und 28 umol/g erreicht werden. In Abbildung 67 ist die Reihenfolge
der Zugabe der Reagenzien nach Literaturangaben (a) und die optimierte Zugabesequenz (b)

mit den jeweils erreichten Beladungen dargestellt.
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a) lcaa-CPG b) Icaa-CPG
1. PPh3, I,, CH,Cl, 1. PPh3, 3'-Aminonukleoside 23-26,
2. 3'-Aminonukleoside 23-26, DIEA, DMF
DIEA, DMF 2.1,, DMF
10- 14 mmol/g 17 - 28 mmol/g

Abbildung 67: Umsetzungen und erhaltene Beladungen bei den Synthesen der festen Phase 96a-t. a) Unter

Verwendung der Literaturangaben. b) Unter Verwendung des optimierten Protokolls.

Bei den zur Optimierung der Zugabereihenfolge durchgefiihrten Versuchen wurde weiterhin
festgestellt, dass drei Aquivalente Aminkomponente ausreichend sind, um Beladungen von
bis zu 28 umol/g zu erreichen. Tabelle 2 fiihrt die fiir die vier synthetisierten festen Phasen

erhaltenen Beladungen auf.

Aminkomponente Feste Phase Erhaltene Beladung
(umol / g)
3'-Amino-2',3'-didesoxyadenosin 96a 18
3'-Amino-2',3'-didesoxycytidin 96¢ 24
3'-Amino-2',3'-didesoxyguanosin 96¢g 17
3'-Aminothymidin 96t 28

Tabelle 2: Mit den optimierten Bedingungen erhaltene Beladungsdichten der festen Phasen 96a-t.

3'-Aminoprimersynthese und chemische Primerverlangerung

Die erhaltenen festen Phasen 96a-t mussten nun auf ihre Eignung zur Synthese von 3'-
Aminoprimern unter "Anwenderbedingungen" getestet werden. Hierzu wurden die vier 3'-
Aminoprimer der Sequenz CGCACGB* (99a-t, B* = A, C, G, T) nach Standardprotokollen
auf einem DNA-Synthesizer synthetisiert. Unter identischen Bedingungen wurde als
Kontrolle eine Standard-DNA-Synthese, ausgehend von kéuflichem, nukleosidbeladenem
CPG durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Reinheit und Bestimmung der Ausbeuten wurden HPLC
-Analysen durchgefiihrt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die 3'-Aminoprimer schon

als Rohprodukt in mindestens 85% Reinheit erhalten wurden.
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Die Abbildung 68 zeigt beispielhaft das erhaltene HPLC-Chromatogramm bei Einspritzung
der Entschiitzungslosung einer 0.5 pmolaren DNA-Synthese ausgehend von dem eigenen

Support 96a.

1.300 mauy
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Abbildung 68: Erhaltenes HPLC-Chromatogramm bei Einspritzung der Entschiitzungslosung einer 0.5

pmolaren DNA-Synthese ausgehend von dem eigenen Support 96a.

Zum Vergleich ist in Abbildung 69 das erhaltene Chromatogramm bei der Einspritzung der

Entschiitzungslosung der Kontrollsynthese dargestellt.
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Abbildung 69: Erhaltenes HPLC Chromatogramm bei Einspritzung der Entschiitzungslosung einer 0.5
pmolaren DNA-Synthese ausgehend von kéuflichem nukleosidbeladenem CPG.

Die Rohprodukte von 1 pmolaren Synthesen der 3'-Aminoprimer 99a-t wurden iiber eine
mit RP-C-18-Umkehrphasenmaterial gefiillte Kartusche aufgereinigt. Hierbei konnten, ohne
Optimierung des Gradienten filir die Aufreinigung, Ausbeuten zwischen 15-25% erzielt
werden. Als zusitzliche Kontrolle wurden alle vier 3'-Aminoprimer durch "Reversed-DNA-
Synthese" mit den kiuflichen 3'-Tritylaminophosphitamiden synthetisiert. Die Ausbeuten

aller durchgefiihrten Synthesen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Feste Phase/ Sequenz Nummer Ausbeute Ausbeute Cartridge
Synthesemethode gemail HPLC-Anaylse Nach Aufreinigung
96t / 3'-Phosphitamide =~ CGCACGT* 99t 33% 20 %
96a/3'- CGCACGA* 99a 37% 24 %
Phosphitamide
96¢ / 3'- CGCACGC* 99¢ 43 % 15 %
Phosphitamide
96g / 3'- CGCACGG* 99¢g 47 % 21 %
Phosphitamide
T /Standard CGCACGT Kontrolle 50 % nicht bestimmt
T / 5'-Phosphitamide =~ CGCACGT* 99t 34 % nicht bestimmt
A/ 5'-Phosphitamide =~ CGCACGA¥* 99a 25 % nicht bestimmt
C/ 5'-Phosphitamide =~ CGCACGC* 99¢ 16 % nicht bestimmt
G/ 5'-Phosphitamide =~ CGCACGG* 99¢g 12 % nicht bestimmt

Tabelle 3: Erhaltene Ausbeuten der durchgefiihrten Synthesen von 3'-Aminoprimern und der unmodifizierten

Kontrollsynthese. (B* = 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleotid).

Um die strukturelle Integritdt der erhaltenen 3'-Aminoprimer zu priifen wurden chemische
Primerverldngerungsreaktionen durchgefiihrt. Sollte es zum Beispiel wihrend der Abspaltung
zu Isomerisierungsreaktionen gekommen sein, so sollte sich dies durch nicht vollstindigen
Umsatz des 3'-Aminoprimers zu erkennen geben. Verwendet wurde hierzu das in der Gruppe
Abbildung 70 gezeigte Sequenzsystem  zur enzymfreien

etablierte und in

Primerverldngerung.

" Die Primerverlingerungsreaktionen wurden von Annette Hochgesandt durchgefiihrt.
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3'-GACCTAAAGGAGTCG *BGCACGC-5'

B=T,G,CorA
5'-CTGGATTTCCTCAGC G B'CGTGCGTGCCATTAAAGTGCGAC-3' B'=AC,GorT
o.C
‘e
OR ¥
o HO
1
-N
NN
N
Puffer
3'-GACCTAAAGGAGTCG CBGCACGC-5' B=T,G,CorA
B'=ACGorT

5-CTGGATTTCCTCAGC G B'CGTGCGTGCCATTAAAGTGCGAC-3'

Abbildung 70: Schematische Darstellung eines einzelnen Primerverldngerungsschrittes mit als HOAt-Aktivester

aktiviertem Monomer zum Testen der Integritét der dargestellten 3'-Aminoprimer 99a-t.

Fiir alle vier 3'-Aminoprimer wurde vollstindiger Umsatz beobachtet. Der Vergleich mit den
durch die kéuflichen 3'-Aminotrityl-CEPAs synthetisierten 3'-Aminoprimer zeigt keinen
erkennbaren Unterschied in Umsatz und Halbwertszeiten im Rahmen der Fehlergrenzen

(Tabelle 4).

Sequenz Reagenzien Umsatz

3'-Aminoprimer

CGCACGT* (99¢) 96t, 3'-Phosphitamide 92 %
CGCACGT™* (99¢t) 5'-Phosphitamide 95 %
CGCACGG* (99g) 96g, 3'-Phosphitamide 99 %
CGCACGG* (99g) 5'-Phosphitamide 99 %
CGCACGC* (99¢) 96c¢, 3'-Phosphitamide 99 %
CGCACGC* (99¢) 5'-Phosphitamide 97 %
CGCACGA* (99a) 96a, 3'-Phosphitamide 95 %
CGCACGA* (99a) 5'-Phosphitamide 99 %

Tabelle 4: Bei chemischen Primerverlingerungsreaktionen erhaltene Umsdtze mit den synthetisierten 3'-

Aminoprimern. B¥ = 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleotid.
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Abbildung 71 zeigt beispielhaft die bei der in Abbildung 70 dargestellten
Primerverldngerungsreaktion erhaltenen Umsédtze in Bezug auf Primer und dessen

Verldngerungsprodukt fiir den Fall von Primer 99t.
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Abbildung 71: MALDI-TOF-Massenspektren von Primer 99t und dessen Verldngerungsprodukt nach 3 bzw. 60

Minuten.

Zusammenfassende Diskussion

Es konnten feste Phasen zur Synthese von 3'-Aminoprimern mit jeder der vier Kernbasen
an der 3'-terminalen Position auf der Basis der Hexafluorglutarsiure etabliert werden. Die bei
der Beladung der festen Phase eingesetzten Chemikalien sind giinstig und die Synthese
erfordert nur zwei Stufen. Die zur Beladung benétigte Aquivalentmenge an
Aminkomponenten 23-26 konnte auf drei Aquivalente verringert werden. Durch Optimierung
der Reaktionsbedingungen konnten Beladungen zwischen 17 und 28 pmol/g erreicht werden.
Diese Beladungsdichten sind "ideal" fiir automatisierte DNA-Synthesen auf konventionellen
Syntheseautomaten.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass alle vier synthetisierten festen Phasen zur
Synthese von 3'-Aminoprimern durch Standard DNA Synthese mit 3'-Phosphitamiden
geeignet sind. Die Ausbeuten sind hierbei mit 33-47% bei HPLC-Aufreinigung fiir
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Oligonukleotide als gut zu bezeichnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine einfache
SepPak-Aufreinigung ausreichend ist, um sauberes Material in Ausbeuten von 15-24% zu
erhalten. Dies steigert die Attraktivitit der neuen festen Phasen. Die Isomerenreinheit der
erhaltenen 3'-Aminoprimer konnte durch vollstindigen Umsatz bei chemischen
Primerverldngerungsreaktionen gezeigt werden. Hierbei war kein Unterschied zwischen den
eigenen Primern und denen aus den kiuflichen 3'-Aminotritylphosphitamiden hergestellten
feststellbar. Damit hat sich der Ansatz des Acyl-Linkers mit durch Fluoratome labilisiertem

Amid bewihrt.

3.2. Synthese der 3'-Amino-2',3'-desoxyukleosid-5'-monophosphate

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, neben der Synthese der 3'-Aminoprimer, die Synthese
der kernbasengeschiitzten 3'-Aminophosphate 100a-t (Abbildung 72a). Solche Molekiile sind
wichtige Zwischenstufen bei der Herstellung von Nukleosiden, die bei der mehrfachen
chemischen Primerverlingerung benétigt werden.''* Als Zugang zu 3'-Aminophosphaten
waren zu Beginn dieser Arbeit nur Synthesen ausgehend von den 3'-
Tritylaminophosphitamiden (11a-t, Abbildung 72b) iiblich. Diese konnen durch Oxidation
und Entschiitzung der Phosphat- und Aminogruppe in Losung zu den Aminophosphorséuren
umgesetzt werden. Aufgrund der basischen Entschiitzung bei der Durchfiihrung dieser
Synthesen ist es jedoch nicht moglich, die Kernbasenschutzgruppen zu erhalten. Der Erhalt
dieser hitte den Vorteil, dass Reaktionen an der aliphatischen Aminofunktion durchgefiihrt
werden kdnnen, ohne Nebenreaktionen an den exocyclischen Aminofunktionen befiirchten zu

miissen. Die Acylierung der aliphatischen Aminofunktion ist zur Fluorophormarkierung

e

. BSG \(N\P/O BSG
\ ©)
1: ) T—\’
NH; /r NHTr

sinnvoll.

® 0
a) Na HO3PO

NC
100a BSC = ABz 11a BSC = ABZ
100c BSC = CB= 11c BSC = CBz
1009 BSG - GiBu 119 BSG - GiBu
100t BSC=T 11t BSC =T

Abbildung 72: a) Kernbasengeschiitzte 3'-Aminophosphate 100a-t, die Zielmolekiile in diesem Abschnitt. b) 5°-
Phosphitamide der Tritylaminonukleoside 11a-t. SG = Schutzgruppe.
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Da auch die kommerzielle Verfligbarkeit der 3'-Tritylaminophosphitamide 11a-t nicht
dauerhaft gewihrleistet war, sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Synthesen der 3'-
Aminophosphate 100a-t, ausgehend von den kéuflichen 2'-Desoxynukleosiden, entwickelt
werden. Diese sollten in Losung durchgefiihrt werden, um in spdteren Synthesen groBere
Stoffmengen generieren zu kdnnen.

Bei den eigenen Synthesen konnte auf die in den Synthesen der 3'-Aminonukleosiden als
Intermediate erhaltenen 3'-Azidonukleoside zuriickgegriffen werden. Ausgehend von diesen
ist nur noch die Anbringung der 5'-Phosphatgruppe und die Reduktion der Azidofunktion zur
Aminofunktion notwendig, um die kernbasengeschiitzten 3'-Aminophosphate 100a-t zu
erhalten. Zur Einfithrung der 5'-Phosphatfunktion wurden vier mogliche Zuginge in Betracht

gezogen, von denen eine in Abbildung 73 dargestellt ist.

HO gse  1.POCl3 P(OMe)s ®0 ®O
LOQ 2. H,0 - Na HO5;PO BSG  Hy, Pdic Na HO;PO BSG
lll o) - o)
3
N3 NH2
101a BSC = ABz 100a BSC = ABz
101¢ BSC = CB= 100¢ BSC = Bz
101g BS® = G/Bu 100g BSC = GiBU
101t BSC=T 100t BSC =T

Abbildung 73: Méogliche Synthese der 3'-Aminophosphate 100a-t durch Phosphorylierung mit POCIl; und
nachfolgender katalytischer Hydrierung. B¢ = A®* C®% G'®" oder T. SG = Schutzgruppen.

In dieser Synthese wiirde die 5'-Phosphatfunktion durch Umsetzung der 5'-Hydroxylgruppe
der 3'-Azidonukleoside mit POCI; in P(OMe)s, einer fiir solche Umsetzungen erprobten
Kombination aus Reagenz und Losungsmittel, mit nachfolgender Hydrolyse erhalten werden.
Durch katalytische Hydrierung der Azidofunktion der intermediéren 3'-Azidophosphate 101a-
t sollten die 3'-Amino-phosphate 100a-t erhalten werden. Bei solchen Phosphatsynthesen sind
Ausbeuten von unter 60% typisch, da es zu Nebenreaktionen, wie der Bildung von
Pyrophosphaten, kommen kann. In dieser potentiellen Syntheseroute wire auch die
Handhabung von geladenen Molekiilen und die Aufreinigung eben dieser durch
Ionenaustauscherchromatographie notwendig.

Ein weiterer Zugang zu 3'-Aminophosphaten sollte iiber die in Abbildung 74 dargestellten

Monocyanoethylester 102a-t moglich sein.
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102a BSC = AB? 103aB=A
102¢ BSG - CBZ 103c B—_C
102g BSC = GBU 19%95°C
102t BSC=T

Abbildung 74: Mogliche Synthese der an den Kernbasen ungeschiitzten 3'-Aminophosphate 103a-t iiber die
Monocyanoethylester 102a-t. BS® = AP €% G oder T. SG = Schutzgruppen.

Die Monocyanoethylester 102a-t sollten aus den 3'-Azidonukleosiden durch eine DCC-
vermittelte Kupplung mit dem Pyridiniumsalz des Monocyanoethylphosphorsidureesters
zuginglich sein.'">''® Die an der Kernbase ungeschiitzten 3'-Aminophosphate 103a-t sollten
durch basische Entschiitzung des Phosphates und katalytische Hydrierung des Azids aus den
Verbindungen 102a-t zuginglich sein. Ein Verlust der Kernbasenschutzgruppen wire bei
dieser Syntheseroute durch die notwendige basische Abspaltung der Cyanoethylschutzgruppe
fast unvermeidlich. Diese Syntheseroute wurde von Kalamas und Mitarbeitern erfolgreich zur
Synthese des Thymidinderivates 103t eingesetzt.''” Das Pyridiniumsalz  des
Monocyanoethylphosphorsdureesters ist jedoch nicht kduflich und miisste in einem
zeitaufwendigen Prozess zum Beispiel aus dem kiuflichen Bariumsalz hergestellt werden.''®
Auch bei dieser Syntheseroute wire die Handhabung einer geladenen Zwischenstufe und
deren Aufreinigung durch Ionenaustauscherchromatographie notwendig.

Eine weitere Alternative zur Darstellung der 3'-Aminophosphate ist die Entschiitzung der
Phosphorsdureamide 104a-t, die auf einer in der hiesigen Gruppe etablierten Methode beruht

(Abbildung 75).""
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104c BSG - CBZ 103cB=C
SG — iBu 103gB=G
104g B G 103t B=T

104t BSC =T

Abbildung 75: Mogliche Synthese der an den Kernbasen ungeschiitzten 3'-Aminophosphate 103a-t iiber
intermediire Phosphorsiureamide 104a-t. BS® = AP C® G'®" oder T. SG = Schutzgruppen.

Die Phosphorsdurecamide 104a-t sollten ausgehend von den 3'-Azidonuleosiden durch
Phosphitylierung, gefolgt von einer Oxidation zur Phosphor-(V)-Spezies erhéltlich sein. Die
Entschiitzung der Phosphorsédureamide zu den Phosphaten in einem zweistufigen Prozess mit
nachfolgender Reduktion der Azidofunktion wiirde die an der Kernbase ungeschiitzten 3'-
Aminophosphate 103a-t ergeben. Problematisch bei dieser Syntheseroute wire allerdings die
saure Spaltung der Phosphorsdureamide, da es dabei zu Depurinierungsreaktionen kommen
kann. Auch in dieser Synthese miissten geladene Zwischenstufen gehandhabt und durch
Ionenaustauscherchromatographie aufgereinigt werden.

Als letzte Moglichkeit zur Synthese der 3'-Aminophosphate 100a-t konnte die Bildung von

Phosphorséuretriestern herangezogen werden (Abbildung 76).

0

\\P/R
N ®0
HO 556 SGO” "0sG 0\\P _o BSG Na HO3;PO gSG
\I|(O§, 105-106 _ seo” \osc]@’ @
Ns 105 R = OH N3 NH,
106 R = Cl 137at

107a BSC = ABz
107¢ BSC = CB2
107g BSC = GBU
107t BSC=T

100a BSC = ABz
100¢ BSC = CBz
100g BSC = GBU
100t BSC=T

Abbildung 76: Mogliche Synthese der kernbasengeschiitzten 3'-Aminophosphate 100a-t {iber die

Phosphorsauretriester 107a-t. BS¢ = AP €% G™" oder T. SG = Schutzgruppen.

Die Phosphorséuretriester 107a-t sollten aus den 3'-Azidonukleosiden durch eine Mitsunobu-

Reaktion mit den entsprechend geschiitzten Phosphaten (105) oder durch Umsetzung mit den
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Sdurechloriden 106 zuginglich sein. Die kernbasengeschiitzten 3'-Aminophosphate 100a-t
sollten aus den Phosphorséuretriestern 107a-t durch Entschiitzung des Phosphats und
Reduktion des Azids zuginglich sein. Einsetzbare Schutzgruppen fiir die Phosphatgruppe
wiren die Benzyl-, die Cyanoethyl- und die Phenylschutzgruppe.

Alle vier mogliche Syntheserouten zur Darstellung der 3'-Aminophosphorsduren haben
ihre Vor- und Nachteile. Ausgewihlt wurde letztendlich Syntheseroute 4 (Abbildung 76). Bei
dieser wurde erhofft, ein geladenes Molekiil erst im letzten Schritt der Synthesesequenz, der
Reduktion des Azides zum Amin, zu erhalten. Die Entschiitzung des 5'-Phosphates sollte
hierbei durch katalytische Hydrierung erfolgen. Als Phosphatschutzgruppen kamen somit nur
Schutzgruppen in Frage, welche durch diese Bedingungen abspaltbar sind, also die Benzyl-
und die Phenylschutzgruppe. Die Phenylschutzgruppe wird durch katalytische Hydrierung mit
Platindioxid abgespalten. Hierbei wird der Phenylring zum entsprechenden Cyclohexan
"durchhydriert", welches als eigentliche Abgangsgruppe fungiert. Unter diesen Bedingungen
war zu befiirchten, dass es zu einer partiellen Hydrierung der Kernbasen kommen wiirde. Die
Benzylschutzgruppe wird unter milderen Bedingungen mit Palladium auf Aktivkohle
abgespalten.'?’'*! Von diesen Bedingungen war aus den Synthese der 3'-Aminonukleoside 23-

26 bekannt, dass es nicht zur Hydrierung der Kernbasen kommen wiirde.

Bn\O
C | /o\Bn
5 o/Bn H,, Pd/C ®O
HO BSG Pyndm Bn/o\ ] /O BSG EtOH, Hzo Na OPOgH BSG
0) —_— | O » O
109 o
N3 N3 N3
110a BSC = AP? 100a BSC = AB?
110c BSC = CB= 100c BSC = CB=
110g BSC = G 100g BSC = G®
110t BSC=T 100t BSC=T

Abbildung 77: Syntheseplan zur Synthese der 3'-Aminophosphate 100a-t ausgehend von den 3'-Aziden. SG =
Schutzgruppe.

Die Phosphorséduretriester 110a-t sollten aus den 3'-Azidonukleosiden durch Umsetzung mit

dem kiuflichen Saurechlorid der Dibenzylphosphorsiure'*** (109) erhalten werden. Wie oben

" Das Siurechlorid der Dibenzylphosphorsiure 109 ist als eine 10%ige Losung in Benzol kiuflich oder kann in

einer Stufe aus Dibenzylphosphit und N-Chlorsuccinimid hergestellt werden.



beschrieben, sollten die 3'-Aminophosphate 100a-t dann aus den Phosphorsduretriestern
110a-t durch katalytische Hydrierung erhalten werden.

Die Umsetzung der 3'-Azidonukleoside mit Siurechlorid 109 bei —30 °C in Pyridin ergab
die Phosphorsduretriester 110a-t in Ausbeuten zwischen 69 und 79%. FEine
sdulenchromatographische Aufreinigung des Guanosinderivates 110g scheiterte jedoch an den
nahezu identischen R~Werten von Edukt und Produkt.

Die finale Entschiitzung wurde, aufgrund der absehbaren unterschiedlichen Loslichkeiten der

Edukte 110a/c/t und der Zwischenstufen 111a/c/t, in einem zweistufigen Prozess

durchgefiihrt (Abbildung 78).

O\ .0
O\(Ij o H,, Pd/C, EtOH o O| Na Zugabe von ®O
B Np~ BSC NaHCO, B \P/O BSG Wasser Na OPOzH BSG
Il o . Il o] _— o
o) o)
N, NH, NH,

110a BSC = ABz 111a BSC = ABz 100a BSC = ABz
110c BSC = CB2 111¢ BSC = CBz 100c BSC = CPBz?
110t BSC=T 111t BSC=T 100t BSC=T

Abbildung 78: Zweistufige katalytische Hydrierung zur Entschiitzung der Phosphorsauretriester 110a/c/t.

Im erstem Schritt der Hydrierung wurde in Ethanol, unter Zugabe von 100 uL NaHCOj; pro 5
ml Losungsmittel, hydriert, bis bei der DC-Reaktionskontrolle keine migrierenden Substanzen
mehr detektiert werden konnten. Nach Zugabe eines gleichen Volumens an Wasser wurde
dann "weiterhydriert" bis das Diinnschichtchromatogramm nur noch einen Spot zeigte. Die
Aufarbeitung bei dieser Reaktion beschrdnkte sich auf das Abfiltrieren des Katalysators und
dem Gefriertrocknen der resultierenden Ldsungen. Die kernbasengeschiitzten 3'-
Aminophosphate 100a/c/t konnten so aus den Phosphorséduretriestern 110a/c/t in Ausbeuten

zwischen 78 und 83% erhalten werden. Tabelle 5 fasst die einzelnen Ausbeuten zusammen.
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Reaktion Base Produkt Ausbeute

Bildung des Phosphorséuretriesters

N6-Benzoyladenin 110a 69 %
N4-Benzoylcytosin 110c¢ 74 %
N2-Isobutyrylguanin 110g 0%
Thymin 110t 79 %
Entschiitzung des Phosphates und Reduktion des Azids
N6-Benzoyladenin 100a 81 %
N4-Benzoylcytosin 100c¢ 83 %
N2-Isobutyrylguanin 100g 0%
Thymin 100t 78 %

Tabelle 5: Erhaltene Ausbeuten bei den in diesem Abschnitt beschriebene Umsetzungen.

Zusammenfassung

Eine neue Syntheseroute zur Herstellung der kernbasengeschiitzten 3'-Aminophosphate
100a/c/t in Losung wurde etabliert. Aus Zeitgriinden konnte die Synthese des
Guanosinderivates 100g nicht optimiert und bis zum 3'-Aminophosphat durchgefiihrt werden.
Es gelang, die Synthesen so zu konzipieren und durchzufiihren, dass bei allen Schritten, bei
denen eine Aufreinigung notwendig war, Verbindungen erhalten wurden, die sich
sdulenchromatographisch mit organischen Losungsmitteln als Eluenten aufreinigen lieBen.
Die abschliefende Entschiitzung zu den Zielmolekiilen (100a/c/t) war durch katalytische
Hydrierung in einem Schritt moglich. Die Aufreinigung auf der letzten Stufe beschriankte sich
hierbei auf das Abfiltrieren des Katalysators und das Gefriertrocknen der resultierenden
Losung. Die Produkte wurden nach der Hydrierung und der Entfernung des Losungsmittels
als Reinstoffe erhalten. In Abbildung 79 ist das Spektrum der Rohsubstanz der Synthese des
Thymidinderivats 100t dargestellt.
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Abbildung 79: 'H-NMR (500 MHz) von 3'-Amino-3'-desoxythymidin-5'-phosphat 100t nach der Entfernung der
Schutzgruppen und Gefriertrocknung der erhaltenen Losung.

Tabelle 6 fasst die Anzahl der Stufen ausgehend von den entsprechenden kernbasen-

geschiitzten 2'-Desoxynukleosiden zusammen sowie die erhaltenen Ausbeuten.

Ausgangsverbindung Zielverbindung Anzahl der Stufen Gesamtausbeute
N6-Benzoyl-2'-desoxyadenosin 100a 5 38%
N4-Benzoyl-2'-desoxycytidin 100c 5 28%
Thymidin 100t 6 31%

Tabelle 6: Ubersicht iiber die Anzahl der Stufen und Gesamtausbeuten der Synthese der 3'-Aminophosphate
100a/c/g .

Mit diesen neuen Syntheserouten sollte der Zugang zu den 3'-Aminophosphaten 100a-t, nach

Optimierung der Synthese des Guanosinderivates, in groBen Mengen gewihrleistet sein.
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Synthese von 3'-Amino-2,3'-didesoxynukleosiden
berichtet. Ausgehend von den natiirlich vorkommenden 2'-Desoxynukleosiden des Adenins,
Cytosins, Guanins und Thymins konnten diese in 5 bis 6 Stufen in Gesamtausbeuten zwischen
37 und 50% zugénglich gemacht werden. Schliisselintermediate waren bei den Pyrimidinen
die 02,3'-Anhydronukleoside, die zu den Aziden gedffnet wurden. Die 2'-
Desoxyribonnukleoside der Purine wurden durch Oxidation und in situ Reduktion in ihre
Xyloanaloga {iberfiihrt, deren 3'-Hydroxylgruppe sodann unter Mitsunobu-Bedingungen
substituiert wurde. Nach der Schiitzung der 5'-Position der Azide wurden diese zu den
entsprechenden Aminen reduziert und schlieBlich auf "Controlled Pore Glass" (CPG)
immobilisiert. Fiir diese erwies sich ein Hexafluorglutarsdurelinker als besonders geeignet. Er
erlaubte es, an der 5'-Position des immobilisierten Nukleosids Kettenverldngerungsreaktionen
mittels automatisierter DNA-Synthese durchzufiihren. So konnten Oligonukleotide mit 3'-
terminaler Aminogruppe zuginglich gemacht werden, die rasche und vollstindige
Umsetzungen bei der chemischen Primerverlingerung eingingen. SchlieBlich konnte ein
Zugang zu den 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleosid-5'-monophosphaten von Adenosin,
Thymidin und Cytidin in Gesamtausbeuten zwischen 28 und 38% erarbeitet werden. Diese
Aminophosphorsduren eignen sich zur Herstellung von fluorophormarkierten Monomeren fiir

die chemische Primerverldngerung.



—71—

5. Experimenteller Teil

5.1. Allgemeines

Losungsmittel und Reagenzien

Losungsmittel und Reagenzien wurden in bestmoglicher Qualitit von Acros (Geel, Belgien),
Aldrich/Fluka/Sigma (Deisenhofen, Deutschland) oder Merck/VWR (Darmstadt, Deutschland)
bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Deuterierte Losungsmittel wurden von
der EURISOTOP Gmbh (Saarbriicken, Deutschland) bezogen. Acetonitril und Dichlormethan
wurden iiber P,O, getrocknet, THF iiber Natrium absolutiert. Absolute Losungsmittel wurden
in Schlenckflaschen iiber Molekularsieb aufbewahrt. Die kernbasengeschiitzten Nukleoside
(dA®, dG®* und dC®), Thymidin und 5'-Phosphitamide wurden von Chemgenes
(Wilmington, USA, MA) erworben. Alle anderen zur DNA-Synthese eingesetzten Reagenzien
wurden von der Firma Proligo (Hamburg, Deutschland) bezogen. 2-Cyanoethyl-N,N-
diisopropylchlorphosphitamid war von 7TRC-Canada (North, York, Kanada). Die 3'-

Aminotritylphosphitamide wurden von Transgenomics (Glasgow, Schottland) bezogen.

Analytik — Gerite und Methoden

MALDI-TOF-Massenspektren wurden auf einem REFLEX-IV-Spektrometer von Bruker
Daltonics (Billerica, MA, USA) aufgenommen. Oligonukleotide und negativ geladene kleine
Molekiile wurden im linear negativen Modus gemessen. Als Matrix fiir diese diente hierbei
eine Mischung aus 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (THAP, 0.3 M in Ethanol) und
Diammoniumcitrat (0.1 M in H,O) (2:1, v/v). Kleine Molekiile wurden im linear positiven
Modus mit 6-Aza-2-thiothymin (ATT) (gesattigte Losung in Acetonitril) als Matrix gemessen.
FAB-Massenspektren wurden auf einem MAT FAB/EI Spektrometer aufgenommen. Die
angegebenen m/z Werte entsprechen den pseudomolekularen Ionen ([M-H] oder [M+H]").
NMR-Spektren wurden auf Spektrometer von Bruker mit 250 MHz, 400 MHz, 500 MHz oder
600 MHz aufgenommen.

Analytische Diinnschichtchromatographie wurde auf Kieselgel 60 Platten der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) (0.25 mm Schichtdicke) durchgefiihrt. Zur Anfarbung wurde eine
Losung von Cer-(IV)-Sulfat (10 g Cer-(IV)-sulfattetrahydrat, 25 g Polymolybdansdure, 60 mL
konzentrierte Schwefelsdure aufgefiillt mit Wasser auf einen Liter Ldsung) verwendet.

Flashchromatographie wurde mit Kieselgel der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) oder
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neutralem Aluminiumoxid (Tpy 507c) der Firma Fluka (Deisenhofen, Deutschland)
durchgefiihrt.

Synthese von 3'-Aminoprimer mit 3'-Phosphitamiden

Die Synthesen der 3'-Aminoprimer mit den festen Phasen 96a-t und 3'-Phosphitamiden
wurden auf einem Perseptive Biosystems 8909 Expedite DNA-Syntheseautomaten der Firma
Applied Biosystems (Foster City, USA,CA) in 0.5 oder 1.0 umol Malstidben nach den
Protokollen des Herstellers durchgefiihrt. Die Abspaltung der Oligonukleotide von den festen
Phase geschah fiir 16 Stunden bei 55 °C mit konz. Ammoniakwasser. Zur
Chromatographischen Aufreinigung wurden Umkehrphasengefiillte Kartuschen (RP-C;s, Sep-
Pak Vac 3cc, Walters, Eschborn, Deutschland) eingesetzt. Fiir die Aufreinigung wurde

folgendes Protokoll verwendet:

Konditionierung der festen Phase : 2 M CH;CN (2mL)
Aquilibrierung der stationdren Phase: TEAA-Puffer (4 mL)
Auftragung des 3'-Aminprimers: gelost in H,O
Entfernung der Abbruchsequenzen: 5, 10, 15,20 % CH;CN

in 0.1 M TEAA-Puffer (4 mL)
Entschiitzung: 2% TFA in H,O (2mL)
Neutralisation: 2 M TEAA-Pufter (6 mL)
Eluirung des Produktes: 2,5,7,10, 15,20, 70 % CH3CN

in 0.1 M TEAA-Puffer (4 mL)

HPLC-Analysen der Rohprodukte der 0.5 pmolaren 3'-Aminoprimersynthesen und der
Kontroll-synthese wurden auf einer Ionenaustauscher-HPLC von Varian Prostar mit einer
Nucleogel SAX1000-8 Saule (50 x 4.6 mm) durchgefiihrt. Verwendet wurde hierbei ein
Gradient von 5% der Losung B pro Minute (10 mM NaOH + 1 M KCl) in A (10 mM NaOH
[pH 12]) und einem Fluss von ImL/min. Die bestimmten Reinheiten basierten auf der
Intensitdt des Produktpeaks (260 nm) im HPLC Chromatogramm des Rohproduktes. Zur
Bestimmung der Ausbeuten durch HPLC-Analyse wurden die Rohprodukte der 0.5 umolaren
Synthesen in H,O (bidest., 1 mL) aufgenommen und 20 pL dieser Losung eingespritzt. Die
Produkt enthaltenden Fraktionen wurden gesammelt, gefriergetrocknet und der Riickstand zur

UV-spektrometrischen Ausbeutebestimmung in einer in Wasser (500 uL) aufgenommen.
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Synthese von 3'-Aminoprimer mit 5'-Phosphitamiden

Die Synthesen der 3'-Aminoprimer mit den kiuflichen 3'-Aminotritylphosphitamiden und
dem synthetisierten 3'-Phthalimidophosphitamid wurden maschinell auf einem Perseptive
Biosystems 8909 Expedite DNA-Syntheseautomaten der Firma Applied Biosystems (Foster
City, USA,CA) in 1.0 umol MaBstdben durchgefiihrt. Der mit dem 3'-
Phthalimidophosphitamid synthetisierte Primer wurde durch Behandlung mit einer Mischung
aus 40% Methylamin/konz.NH4OH (1/1, v/v) bei 55 °C innerhalb von 16 Stunden abgespalten
und entschiitzt. Die Aufreinigung per Sep-Pak Kartusche geschah nach folgendem Protokoll:

Konditionierung der festen Phase : 2 M CH;CN (2mL)
Aquilibrierung der stationiren Phase: TEAA-Puffer (4 mL)
Auftragung des 3'-Aminprimers: gelost in H,O

Eluirung des Produktes: 5,7,10,13, 15,20 % CH;CN

in 0.1 M TEAA-Puffer (4 mL)
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5.2. Synthese des 3'-Phthalimidothymidin-5'-phosphitamides

02,3'-Anhydro-5'-0O-benzoylthymidin (14)

Zu einer Losung von Thymidin (1 g, 4.1 mmol) und Triphenylphosphin (1.62 g, 6.2 mmol,
1.5 Aquiv.) in absolutem DMF (15 mL) wurde ein Mischung aus DIAD (1.2 mL, 6.2 mmol,
1.5 Aquiv.) und Benzoeséure (756 mg, 6.2 mmol, 1.5 Aquiv.) in DMF (4 mL), innerhalb von
15 Minuten, zugetropft. Die resultierende orange Losung wurde bei Raumtemperatur gertihrt.
Nach 15 Minuten wurde eine Mischung aus DIAD (1.2 mL, 6.2 mmol, 1.5 Aquiv.) und
Triphenylphosphin (1.62 g, 6.2 mmol, 1.5 Aquiv.) in DMF (4mL) zugegeben und weiter bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach zwei Stunden wurde die tiefrote Losung in eisgekiihlten
Diethylether (100 mL) gegossen und die resultierende Aufschlimmung zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene weille Feststoff wurde abgenutscht, fiinfmal mit
eiskaltem Diethylether (20 mL) gewaschen, und bis zur Gewichtskonstanz bei 0.1 Torr
getrocknet. Die Titelverbindung 14 wurde mit einer Ausbeute von 1.02 g (3.1 mmol, 76%)
erhalten.

Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'?

3'-0-Mesyl-5'-O-tritylthymidin (16)
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Thymidin (3 g, 12.3 mmol), Tritylchlorid (4.5 g, 16.1 mmol, 1.3 Aquiv.) und ein paar

/,
0”7 CHs

Kiigelchen Molekularsieb wurden iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknet. Nach Zugabe von
absolutem Pyridin (20 mL) wurde 40 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abkiihlen
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der Losung auf 0 °C wurde Methansulfonsiurechlorid (3.3 mL, 42.6 mmol, 2.6 Aquiv.)
zugegeben und tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach erneutem Abkiihlen auf 0 °C
wurde Methanol (5 mL) zugegeben und 60 Minuten unter Kiihlung geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck abgezogen und der Riickstand in
Dichlormethan (500 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1%iger
Zitronensdure (250 mL) und ges. NaCL-Losung (250 mL) gewaschen. Die vereinigten
wissrigen Phasen wurden mit Dichlormethan (200 mL) reextrahiert. Die kombinierten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck abgezogen. Der Riickstand wurde durch Chromatographie an Kieselgel
(aufgeschlammt und eluiert mit CHCl,/MeOH 98/2, v/v) aufgereinigt und die
Titelverbindung als leicht gelber Schaum mit einer Ausbeute von 5.4 g (9.5 mmol, 77%)
erhalten.

Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'**

3'-Phthalimido-3'-Desoxythymidin (19)

Eine Aufschlimmung von 3'-O-Mesyl-5'-O-tritylthymidin (16) (290 mg, 0.5 mmol) und
Kaliumphthalimidat (283 mg, 1.5 mmol, 3 Aquiv.) in absolutem DMF (10 mL) wurde zum
Riickfluss erhitzt. Nach 12 Stunden wurde das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck abgezogen, der Riickstand mit Ethanol (4 mL) und konz. HCl (20 uL) versetzt und
zwei Stunden refluxiert. Die erhaltene Losung wurde mit NaOH neutralisiert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde aus
Methanol (3 mL) umkristallisiert und das ausgefallene Produkt abfiltriert, mit Diethylether
(dretmal 5 mL) digeriert und bei 0.1 Torr zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die
Titelverbindung wurde als weiller Feststoff in 46 mg (0.12 mmol, 24%) Ausbeute erhalten.

Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'?
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3'-Phthalimido-3'-desoxythymidin-S'-0-(2-cyan0ethyl)diis0propylphosphitamid (12¢)

NCH

Zu einer Aufschlammung von 3'-Phthalimodo-3'-Desoxythymidin (19) (35 mg, 0.09 mmol) in
absolutem Acetonitril (2 mL) und NEt; (45 pL, 0.27 mmol, 3 Aquiv.) wurde 2-Cyanoethyl-
N,N-diisopropylchlorphosphitamid (32 pL , 0.14 mmol, 1.5 Aquiv.) zugegeben und zwei
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die erhaltene klare Losung wurde zwischen
Dichlormethan (10 mL) und geséttigter NaHCO; (10 mL) verteilt. Die organische Phase
wurde mit NaHCOs (5 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und auf ein Volumen von
einem Milliliter eingeengt. Die verbliebene organische Phase wurde in Pentan (20 mL)
gegeben und das Reaktionsgefdl} iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Dekantieren der iiberstehenden
Losung und Trocknen des Riickstandes bei 0.1 Torr bis zur Gewichtskonstanz ergab die
Titelverbindung 12t in 47 mg (0.08 mmol, 81%) Ausbeute als ein farbloses Glas.

R¢ (Toluol/Aceton 2/1, v/v, 1% Netz) = 0.52. *'P-NMR (ppm) ({'H}) (101 MHz, CD;CN) &
150.3, 149.7. MS (MALDIT-TOF) 594 (M+Na)".

5.3. Synthese der DMT-geschiitzten 3'-Aminonukleoside

02,3'-Anhydro-5'-O-dimethoxytritylthymidin (28)

Me\

O

Zu einer Losung von Thymidin (3g, 12.34 mmol) in absolutem Pyridin (20 mL) wurden ein
paar Kiigelchen Molekularsieb gegeben. Nach 15 Minuten Rithren bei Raumtemperatur wurde

DMT-Cl (3.3 g, 13.57 mmol, 1.05 Aquiv.) in 4 Portionen zugegeben und weiter bei
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Raumtemperatur geriihrt. Nach 40 Minuten wurde mit Eis/Wasser gekiihlt, MeSO,Cl (1.91
mL, 24.68 mmol, 2 Aquiv.) langsam zugetropft und die Losung bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 16 Stunden wurde H,O (dest., 500 uL) zugegeben und die leicht gelbe Losung in
Essigsdureethylester (500 mL) {iiberfiihrt. Die erhaltene organische Phase wurde mit ges.
NaHCOs;-Losung (zweimal 250 mL), H,O (dest., 250 mL) und ges. NaCl-Losung (250 mL)
gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der erhaltene gelbe Schaum wurde in absolutem Dichlormethan (100 mL) gelost.
Nach Zugabe von DBU (2.2 mL, 14.81 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde die erhaltene tiefrote
Losung bei Raumtemperatur gerithrt. Nach 16 Stunden wurde die Reaktionslosung mit
Dichlormethan (400 mL) verdiinnt. Die erhaltene organische Phase wurde mit H,O (dest.,
zweimal 250 mL) und ges. NaCL-Losung (250 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene gelbe Schaum wurde
durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlimmt mit CH,Cl, (1% NEts3), eluiert mit
einem Gradienten von CH)Cl, (1% NEt;) bis CH,Cl/MeOH (1% NEt;) 97/5, v/v)
aufgereinigt. Die Titelverbindung 28 konnte als ein leicht gelber Schaum in 5.08 g (9.63
mmol, 78%) Ausbeute erhalten werden.

Die Spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'*

3'-Azido-5'-O-dimethoxytrityl-3'-desoxythymidin (29)

Me\O 5

O "
Ko

5%

O\
Me

Protokoll 1:

Eine Aufschlimmung von 2,3'-Anhydro-5'-O-dimethoxytritylthymidin (28) (520 mg, 0.984
mmol) und NaN3 (191 mg, 2.95 mmol, 3 Aquiv.) in absolutem DMF (5 mL) wurde unter
Schutzgasatmosphire bei 120 °C gerithrt. Nach 13 Stunden wurde die dunkelbraune
Aufschlammung in Essigséureethylester (150 mL) iiberfiihrt. Die organische Phase wurde mit

ges. NH4Cl-Losung (zweimal 75 mL), H,O (zweimal 50 mL) und ges. NaCl-Losung (75 mL)
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gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der erhaltene gelbe Schaum wurde durch Chromatographie an Kieselgel
(aufgeschlammt mit CH,Cl, (1% NEts), eluiert mit einem Gradienten von CH,Cl, (1% NEts3)
bis CH,Cl,/MeOH (1% NEt;) 97/3, v/v). Die Titelverbindung 29 wurde als ein leicht gelber
Schaum in 420 mg (0.74 mmol, 75%) Ausbeute erhalten.

Die Spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.16

Protokoll 2:

Zu 3'-Azido-3'-desoxythymidin (30) (760 mg, 2.84 mmol) wurde Dichlormethan (10 mL) und
DIEA (1.4 mL, 8.52 mmol, 3 Aquiv.) gegeben und die resultierende Aufschlimmung 5
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Zugabe von DMT-CI (1 g, 2.95 mmol, 1.04
Aquiv.) wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 30 Minuten wurden 96 mg DMT-CI (0.28
mmol, 0.1 Aquiv.) zugegeben und weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die
erhaltene tiefrote Losung wurde mit Dichlormethan (190 mL) verdiinnt. Die leicht gelbe
organische Phase wurde mit H,O (zweimal 100 mL) und ges. NaCl-Lésung (100 mL)
gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der erhaltene gelbe Schaum wurde durch eine Filtriersdule mit Aluminiumoxid
(neutral, aufgeschlimmt mit CH,Cl,, eluiert mit CH,Cl, und CH,Cl,/MeOH 95/5, v/v)
aufgereinigt. Die Titelverbindung 29 wurde als ein leicht gelber Schaum in 1.54 g (2.61
mmol, 92%) Ausbeute erhalten,

Die Spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'®

3'-Amino-5'-O-dimethoxytrityl-3'-desoxythymidin (23)
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Zu einer Losung von 3'-Azido-5'-O-dimethoxytrityl-3'-desoxythymidin (29) (300 mg 0.53
mmol) in Isopropanol (10 mL) wurde Natriumborhydrid (101 mg, 2.65 mmol, 5 Aquiv.)
zugegeben und die Aufschlammung unter Riickfluss erhitzt. Nach 13 Stunden wurde die

Aufschlammung in Chloroform (150 mL) gegossen. Die erhaltene organische Phase wurde
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mit H,O (dest., zweimal 75 mL) und ges. NaCl-Losung (75 mL) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Titelverbindung 23
konnte in einer Ausbeute von 275 mg (0.51 mmol, 96%) als ein farbloser Schaum erhalten
werden.

Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'®

02,3'-Anhydro-N4-Benzoyl-5'-O-(p-brombenzoyl)-2'-desoxycytidin (39)

I
Zu einer Losung von N4-Benzoyl-2'-desoxycytidin (2 g, 6.04 mmol), Triphenylphosphin
(2.38 g, 9.06 mmol, 1.5 Aquiv.) und para-Brombenzoesiure (1.82 g, 9.06 mmol, 1.5 Aquiv.)
in absolutem DMF (15 mL) wurde unter Kiihlung in vier Portionen DIAD (1.76 mL, 9.06
mmol, 1.5 Aquiv.) zugegeben. Die resultierende leicht rote Losung wurde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 30 Minuten wurde eine Mischung aus Triphenylphosphin
(2.38 g, 9.06 mmol, 1.5 Aquiv.) und DIAD (1.76 mL, 9.06 mmol, 1.5 Aquiv.) in absolutem
DMF (3 mL) zugegeben und weiter bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 30 Minuten konnte ein
gelber Niederschlag beobachtet werden. Nach weiteren 90 Minuten wurde die tiefrote Losung
in eisgekiihlten Diethylether (150 mL) gegossen und das Reaktionsgefdll 2 Stunden bei 4 °C
aufbewahrt. Der resultierende Niederschlag wurde abgenutscht, mit kaltem Diethylether
gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz bei 0.1 Torr getrocknet. Die Titelverbindung 39
wurde als ein farbloses Pulver in 2.4 g (4.83 mmol, 80%) Ausbeute erhalten.

'H-NMR (ppm) (400 MHz, DMSO-dg) & 7.95-7.92 (m, 2H, Ar-H), 7.83-7.80 (m, 2H, Ar-H),
7.75-7.71 (m, 2H, Ar-H), 7.66 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.54-7.50 (m, 1H, Ar-H), 7.46-7.41
(m, 2H, Ar-H), 6.46 (d, J = 7.6, 1H, H5), 6.00 (bd, J = 3.8, 1H, HI'), 5.49-5.46 (m, 1H, H3"),
4.63-4.58 (m, 2H, H5'+ H5"), 4.46-4.40 (m, 1H, H4'), 2.74-2.66 (m, 1H, H2"), 2.60-2.54 (m,
1H, H2'). PC-NMR (ppm) (100 MHz, DMSO-ds) & 177.2, 164.6, 161.9, 152.8, 139.8, 136.5,
131.9, 131.5, 131.1, 128.8, 128.1, 128.0, 127.6, 105.7, 87.2, 81.8, 77.9, 62.3, 32.6. MS (FAB)
496.4 (M+H)".
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3'-Azido-N4-Benzoyl-5'-O-(p-brombenzoyl)-2',3'-didesoxycytidin (42)

Eine Aufschlammung von 2,3'-Anhydro-N4-Benzoyl-5'-O-(p-brombenzoyl)-2'-desoxycytidin
(39) (2.2 g, 4.44 mmol) und NaN3 (866 mg, 13.32 mmol, 3 Aquiv.) in absolutem DMF (15
mL) wurde bei 130 °C Olbadtemperatur geriihrt. Nach 2 Stunden wurde die braune
Aufschlimmung in ges. NH4CI-Losung (100 mL) iiber-fiihrt und der ausgefallene gelbe
Niederschlag mit Essigsdureethylester (400 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit
H,0 (200 mL) und ges. NaCl-Losung (200 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene gelbe Riickstand wurde
durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlimmt und eluiert mit Hexan/EE (0.1% H,0O)
1/2, v/v) aufgereinigt. Die Titelverbindung 42 wurde als ein gelber Schaum in 1.6 g (2.98
mmol, 67%) Ausbeute erhalten.

R¢ (Hexan/EE (0.1% H,0)) = 0.34. "H-NMR (ppm) (250 MHz, CDCls) & 7.98 (d, J = 7.6 Hz,
1H, H6), 7.85-7.76 (m, 4H, Ar-H), 7.59-7.34 (m, 6H, Ar-H + H5), 6.05 (t, ] = 5.6 Hz, 1H,
HI'"), 4.60-4.55 (m, 2H, H4' + H3"), 4.27-4.12 (m, 2H, H5' + H5""), 2.81-2.68 (m, 1H, H2"),
2.48-2.36 (m, 1H, H2'). C-NMR (ppm) (100 MHz, DMSO-ds) & 165.3, 162.4, 143.7, 133.2,
132.8, 132.0, 131.0, 129.0, 127.9, 127.5, 87.6, 82.6, 63.6, 60.0, 38.7. MS (FAB) 514.5
(M+H)".

3'-Azido-/N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin (43)
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Zu einer Losung von 3'-Azido-N4-Benzoyl-5'-O-(para-brombenzoyl)-2',3'-didesoxycytidin
(42) (750 mg, 1.39 mmol) in THF (8 mL) wurde LiOH-L6sung (1M in Wasser, 5.5 mL, 5.5

mmol, 4 Aquiv.) zugegeben und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 40 Minuten wurde die
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Aufschldammung in Chloroform (200 mL) tberfiihrt. Die organische Phase wurde mit ges.
NH4Cl-Losung (50 mL) und ges. NaCl-Losung (50 mL) gewaschen. Die vereinigten
wassrigen Phasen wurden mit Chloroform (50 mL) reextrahiert. Die kombinierten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abgezogen und der erhaltene Riickstand bei 0.1 Torr bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Die Titelverbindung 43 konnte als ein leicht gelbes Pulver in 459 mg (129 mmol,
93%) Ausbeute erhalten werden.

Rt (CH,Cl/MeOH 95/5) = 0.3. '"H-NMR (ppm) (400 MHz, DMSO-dg) & 11.30 (s, 1H, N-H),
8.47 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H6), 8,09-8.05 (m, 1H, Ar-H), 7.71-7.66 (m, 1H, Ar-H), 7.60-7.55
(m, 2H, Ar-H), 7.43 (d,J = 7.5 Hz, 1H, H5), 6.13 (t,J =5.9 Hz, 1H, HI"), 5.36 (t, ] = 5.3 Hz,
1H, OH), 4.44 (q,J = 6.1 Hz, 1H, H4"), 4.03-3.99 (m, 1H, H3"), 3.81-3.67 (m, 2H, H5'+ H5"),
2.57-2.42 (m, 2H, H5'+ H5"). "C-NMR (ppm) (100 MHz, DMSO-ds) & 167.2, 163.1, 154.3,
144.9, 133.0, 132.7, 128.4, 95.9, 85.9, 84.8, 60.3, 59.4, 37.6. MS (FAB) 357.3 (M+H)".

3'-Azido-NV4-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxycytidin (33)
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Zu 3'-Azido-N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin (43) (300 mg, 0.85 mmol) in absolutem
Pyridin (5 mL) wurden ein paar Kiigelchen Molekularsieb gegeben und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 30 Minuten wurde DMT-CI (245 mg, 0.72 mmol, 1.3 Aquiv.) zugegeben und
bei Raumtemperatur geriihrt. Nicht umgesetztes DMT-Cl wurde nach einer Stunde mit
Methanol (500 pL) gequencht. Die gelbe Losung wurde in Essigsdureethylester (300 mL)
iiberfiihrt und die erhaltene organische Phase mit ges. NaHCOs-Losung (150 mL), H,O (dest.,
150 mL) und ges. NaCl-Losung (150 mL) gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen
Phase iiber Na,SO; wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
erhaltene gelbe Riickstand wurde durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlimmt
CH,Cl; (1% NEt3), eluiert mit CH,Cl, und EE) aufgereinigt. Die Titelverbindung 33 konnte
als ein leicht gelber Schaum in 476 mg(0.73 mmol, 86%) Ausbeute erhalten werden.
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Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'*

3'-Amino-N4-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxycytidin (24)
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Zu einer Losung von 3'-Azido-N4-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxycytidin (33)
(300 mg, 0.46 mmol) in Ethanol (10 mL) wurde ges. NaHCOs-Ldsung (200 pL) gegeben und
die leicht trilbe Losung unter eine Argonatmosphére gesetzt. Nach der Zugabe von Palladium
auf Aktivkohle (90 mg,) wurde in einer Wasserstoffatmosphdre geriihrt. Die
Wasserstoffatmosphiare wurde alle 2 Stunden ausgetauscht. Nach 8 Stunden wurde der
Katalysator liber Kieselgur abfiltriert und mit Ethanol (40 mL) gewaschen. Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck und Trocknen des erhaltenen Riickstandes bei 0.1
Torr liber Nacht ergab die Titelverbindung 24 als einen leicht gelben Schaum in 269 mg (0.42
mmol, 93%) Ausbeute.

Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'®

5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-/V2-isobutyryl-2'-desoxyguanosin (78)
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Zu iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknetem N2-isobutyryl-2',3'-didesoxyguanosin (1.5 g, 4.45
mmol) wurde absolutes Pyridin (12 mL) gegeben und die resultierende Aufschlimmung bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 30 Minuten wurde TBDMS-CI1 (773 mg 4.89 mmol, 1.1
Aquiv.) als Feststoff zugegeben und die resultierende Losung bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 16 Stunden wurde die gelbe Aufschlimmung in Essigsdureethylester (300 mL)
tiberfithrt. Die organische Phase wurde mit H,O (zweimal 150 mL) und ges. NaCl-Losung

(150 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem
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Druck entfernt. Der erhaltene 6lige Riickstand wurde mit Toluol (50 mL) coevaporiert und
iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknet. Der erhaltene farblose Schaum wurde durch
Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlimmt und eluiert mit CH,Cl,/Methanol 9/1, v/v)
gereinigt. Die Titelverbindung 78 wurde mit einer Ausbeute von 1.68 g (3.67 mmol, 84%)
erhalten.

R¢ (CH,Cl,/MeOH 9/1, v/v) = 0.31. "H-NMR (ppm) (400 MHz, DMSO-ds) & 8.13 (bs, 1H,
HS), 6.19 (t, J = 6.6 Hz, 1H, HI"), 5.34 (d, J] = 3.8 Hz, 1H, O-H), 4.37-4.31 (m, 1H, H3'),
3.85-3.81 (m, 1H, H4'), 3.70-3.64 (m, 2H, H5' + H5"), 2.74 (sept., J = 6.8 Hz, 1H, CH-CH3,
iBu), 2.59-2.51 (m, 1H, H2"), 2.35-225 (m, 1H, H2'), 1.10 (d, J = 6.8 Hz, 6H, CH-CHs, iBu),
0.83 (s, 9H, Si-C-CHj3), 0.00 (s, 6H, Si-CH;). *C-NMR (100 MHz, DMSO-d) 5180.0, 154.7,
148.2, 148.0, 137.0, 120.2, 87.1, 82.9, 70.0, 63.1, 34.7, 25.7, 18.8, 18.7, 17.9, -5.4, -5.5. MS
(FAB) 452.3 (M+H)".

5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-/V2-isobutyryl-2'-desoxyxyloguanosin (79)
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Zu einer mit Eis/Wasser gekiihlten Losung von N2-isobutyryl-5'-O-tert-butyl-dimethylsilyl-
2',3'-didesoxyxyloguanosin (78) (1.6 g, 3.55 mmol) in absolutem Dichlormethan (10 mL)
wurden 11 mL einer 10%igen Losung von Dess-Martin-Periodinan in Dichlormethan (5.32
mmol, 1.5 Aquiv) zugegeben. Nach 60 miniitigem Riihren wurde das Eisbad entfernt und bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 Stunden wurde Isopropanol (10 mL) zugegeben und die
resultierende Aufschlimmung auf — 60 °C gekiihlt. Nach Zugabe von Natriumborhydrid (270
mg, 7.10 mmol, 2 Aquiv.) wurde die Aufschlimmung bei — 60 °C geriihrt. Nach 13 Stunden
wurde die Aufschlimmung langsam auf Raumtemperatur erwérmt und in Essigsdureethylester
(300 mL) iiberfiihrt. Die organische Phase wurde mit ges. NaHCOs-Losung (zweimal 150
mL), HO (150 mL) und ges. NaCl-Losung (150 mL) gewaschen, iiber Na,SO,4 getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abgezogen. Der erhaltene gelbe Schaum
wurde durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlammt wund eluiert mit
Dichlormethan/MeOH 93/7, v/v) aufgereinigt. Erhalten wurden 1.23 g (2.73 mmol, 77%) der

Titelverbindung als ein farbloser Schaum.
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Rt (CH,Cl,/MeOH 9/1, v/v) = 0.33. "TH-NMR (ppm) (500 MHz, CDCl3) & 12.17 (b, 1H, N-H),
8.23 (bs, 1H, H8), 6.14 (dd, J = 1.9 Hz, ] = 8.5 Hz, 1H, H1"), 4.99 (b, 1H, O-H), 4.61 (bs, 1H,
H3'), 4.09-3.99 (m, 3H, H4' + H5'+ H5"), 2.82 (sept. J = 6.9 Hz, 1H, CH-CHj, iBu), 2.73-
2.66 (m, 1H, H2"), 2.61-2.56 (m, 1H, H2'), 1.26-1.22 (m, 6H, CH-CHs, iBu), 0.89 (s, 9H, Si-
C-CHs), 0.08 (s, 3H, Si-CHs), 0.06 (s, 3H, Si-CHz). “C-NMR (ppm) (125 MHz, CDCls)
178.8, 154.8, 147.2, 146.9, 138.3, 119.3, 83.7, 82.1, 69.7, 61.3, 40.2, 35.0, 24.8, 18.0, 17.2, -
6.3, -6.4. MS (FAB) 452.2 (M+H)".

3'-Azido-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-V2-isobutyryl-2',3'-didesoxyguanosin (81)
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Zu einer Aufschlimmung von N2-isobutyryl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxyxylo-
guanosin (79) (580 mg, 1.28 mmol) und Natriumazid (250 mg, 3.84 mmol, 3 Aquiv.) in
trockenem DMF (6 mL) wurde ein Mischung aus Pyridinyldiphenylphosphin (504 mg, 1.93
mmol, 1.5 Aquiv.) und DIAD (374 pL, 1.93 mmol, 1.5 Aquiv.) in absolutem DMF (1.5 mL)
innerhalb von fiinf Minuten zugetropft. Die erhaltene rétliche Aufschlimmung wurde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 4 Stunden wurde H,O (dest., 2 mL) zugegeben die erhaltene
klare Losung in Essigsdureethylester (200 mL) iiberfiihrt. Die organische Phase wurde mit
H,O (dest. zweimal 150 mL) und ges. NaCl-Losung (100 mL) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene braune Ol
wurde iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknet und durch Chromatographie an Kieselgel
(aufgeschlammt und eluiert mit CH,CL,/EE 1/1.5, v/v, Substanz in Essigsdureethylester
aufgetragen) aufgereinigt. Die Titelverbindung 81 wurde als ein leicht gelber Schaum in 522
mg (1.10 mmol, 86%) Ausbeute erhalten.

R¢ (CH,Cly/Methanol 9/1) = 0.49. "H-NMR (ppm) (400 MHz, CDCls) & 12.31 (bs, 1H, N-H),
10.56 (bs, 1H, N-H), 7.96 (bs, 1H, HS), 6.03 (t,J = 6.0 Hz, 1H, HI"), 4.31 (q, J =5.7 Hz, 1H,
H3'"), 3.97-3.93 (m, 1H, H4'), 3.84-3.72 (m, 2H, H5'+ H5"), 2.89 (sept. ] = 6.8 Hz, 1H, CH-
CHa»), 2.62-2.54 (m, 1H, H2"), 2.42-2.34 (m, 1H, H2'), 1.20-1.15 (m, 6H, CH-CHs;, iBu), 0.81
(s, 9H, Si-C-CHjs), 0.01 (s, 3H, Si-CHs), 0.00 (s, 3H, Si-CHs). C-NMR (ppm) (125 MHz,
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CDCl3) 5 180.0, 155.9, 148.2, 148.1, 136.9, 120.9, 84.9, 83.8, 62.8, 60.2, 38.3, 36.0, 25.8,
19.0, 18.9, 18.3, -5.4, -5.5. MS (FAB) 477.1 (M+H)".

3'-Azido-/NV2-isobutyryl-2',3'-didesoxyguanosin

O
N
NH O
<l
HO N N’)\N
:o: H
N3

Zu einer  Losung  von 3'-Azido-5"-O-tert-butyldimethylsilyl-N2-isobutyryl-2',3'-
didesoxyguanosin (81) (200 mg, 0.42 mmol) in THF (2 mL) wurde TBAF (1M-Ldsung in
THF, 844 pL, 0.844 mmol, 2 Aquiv.) zugegeben und die gelbe Losung bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 2 Stunden wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der
olige Riickstand ohne weitere Aufarbeitung einer Chromatographie an Kieselgel
(aufgeschlammt und eluiert mit CH,Cl,/MeOH 9/1, v/v) unterzogen. Die Titelverbindung
wurde als ein weiller Feststoff in 133 mg (0.37 mmol, 87%) Ausbeute erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit den Literaturbekannten iiberein.™

3'-Azido-5'-O-dimethoxytrityl-V2-isobutyryl-2',3'-didesoxyguanosin
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Uber Nacht bei 0.1 Torr getrocknetes 3'-Azido-N2-isobutyryl-2',3'-didesoxy-guanosin (132
mg, 0.37 mmol) wurde in absolutem Pyridin (3 mL) gelost. Nach der Zugabe von DMT-CI
(161 mg, 0.48 mmol, 1.3 Aquiv.) wurde die erhaltene Losung bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 3 Stunden wurde Methanol (500 pL) zugegeben und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Die leicht gelbe Losung wurde in Dichlormethan (100 mL)
tiberfithrt und die resultierende organische Phase mit H,O (dest., zweimal 50 mL) und ges.
NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das resultierende Ol wurde mit Toluol (30 mL) coevaporiert

und der Riickstand iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknet. Der erhaltene farblose Schaum wurde
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durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlimmt mit CH,Cl, (1% NEts3), eluiert mit
CH,Cl; (1% NEt3) und CH,Cl,/MeOH 95/5 (1% NEt3), v/v) aufgereinigt. Die Titelverbindung
wurde in 191 mg (0.29 mmol, 79%) Ausbeute als ein farbloser Schaum erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit den Literaturbekannten iiberein.”

3'-Amino-5'-0O-dimethoxytrityl-/V2-isobutyryl-2',3'-didesoxyguanosin (26)

o-CHs

Zu einer Losung von 3'-Azido-N2-isobutyryl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyguanosin
(190 mg, 0.29 mmol) in Ethanol (5 mL) wurden 100 pL einer geséttigten NaHCO3-Losung
gegeben und die leicht triibe Losung unter eine Argonatmosphére gesetzt. Nach der Zugabe
von Palladium auf Aktivkohle (60 mg,) wurde in einer Wasserstoffatmosphére geriihrt, wobei
diese alle 60 Minuten ausgetauscht wurde. Nach 6 Stunden wurde der Katalysator iiber Celite
ab filtriert und mit Ethanol (30 mL) gewaschen. Entfernen des Losungsmittels unter
vermindertem Druck und trocknen des Riickstandes bei 0.1 Torr iiber Nacht ergab die
Titelverbindung 26 als einen farblosen Schaum in 179 mg (0.27 mmol, 95%) Ausbeute

Die spektroskopischen Daten entsprachen der Literatur.'®

N6-Benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin (73)

Zu iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknetem N6-Benzoyl-2'-desoxyadenosin (2.5 g, 7.04 mmol)
wurden Pyridin (18 mL) und ein paar Kiigelchen Molekularsieb gegeben und die resultierende
Aufschldimmung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 60 Minuten wurde TBDMS-CI (1.5 g,
9.86 mmol, 1.4 Aquiv.) als Feststoff zugegeben und die Losung bei Raumtemperatur geriihrt.
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Nach einer Stunde wurden nochmals TBDMS-CI (530 mg, 3.53 mmol, 0.5 Aquiv.) zugegeben
und die Aufschlimmung weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Nicht abreagiertes
TBDMS-CI wurde mit Methanol (I mL) umgesetzt und die resultierende Losung in
Essigsaureethylester (500 mL) iiberfiihrt. Die organische Phase wurde mit ges. NaHCOs-
Losung (zweimal 200 mL), Wasser (zweimal 200 mL) und ges. NaCl-Losung (200 mL)
gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abgezogen. Der leicht gelbe Riickstand wurde zweimal mit Toluol (50 mL) coevaporiert
Durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlammt und eluiert mit CH,Cl,/MeOH 93/7,
v/v) konnte die Titelverbindung als farbloser Schaum mit einer Ausbeute von 2.91g (6.19
mmol, 88 %) erhalten werden.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit den Literaturbekannten iiberein.'?’

N6-Benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2'-desoxyxyloadenosin (74)
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Zu einer mit Eis/Wasser gekiihlten 10%igen Losung von Dess-Martin-Periodinan in
Dichlormethan (24 mL, 11.56 mmol, 2.25 Aquiv.) wurde als Feststoff N6-Benzoyl-5'-O-tert-
butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin (73) (2.4 g, 5.13 mmol) zugegeben und 30 Minuten
unter Eis/Wasser-Kiihlung geriihrt. Nach Entfernen des Kiihlbades wurde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 90 Minuten wurde Isopropanol (25 mL) zugegeben und die
resultierende Aufschlimmung bei —60 °C geriihrt. Nach einer Stunde wurde frisch
gemorsertes Natriumborhydrid (607 mg, 10.26 mmol, 2 Aquiv.) zugegeben und weiter bei —
60 °C geriihrt. Nach 2 Stunden wurde Aceton (25 mL) zugegeben und die Aufschlammung 30
Minuten bei —60 °C geriihrt. Nach langsamem Erwidrmen auf Raumtemperatur wurde die
Aufschlammung in Essigsdureethylester (500 mL) tiberfiihrt. Die organische Phase wurde mit
ges. NaHCO3-Losung (zweimal 200 mL), H,O (zweimal 200 mL) und ges. NaCIl-Losung (200
mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abgezogen. Der erhaltene leicht gelbe Schaum wurde durch Chromatographie an Kieselgel
(aufgeschlammt und eluiert mit CH,Cl,/MeOH 95/5, v/v, Produkt in CH,Cl,/Methanol 9/1,
v/v aufgetragen) aufgereinigt. Die Titelverbindung (74) wurde mit einer Ausbeute von 1.85 g

(3.95 mmol, 77 %) erhalten.
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R; (CH,Cly/MeOH 95/5) = 0.26. 'H-NMR (ppm) (500 MHz, CDCL3) & 9.32 (b, 1H, N-H),
8.88 (s, 1H, HS), 8.35 (s, IH, H2), 8.04 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Ar-H), 7.62 (t, ] = 7.5 Hz, 1H, Ar-
H), 7.53-7.50 (m, 2H, Ar-H), 6.32 (dd, J = 2.1 Hz, J = 9.1 Hz, 1H, HI"), 5.91 (d, ] = 6.9 Hz,
1H, O-H), 4.58-4-53 (bs, 1H, H3'), 4.13-3.99 (m, 3H, H4' + H5' + H5"), 2.94-2.85 (m, 1H,
H2"), 2.60-2.54 (m, 1H, H2"), 0.89 (s, 9 H, Si-CH-CHj), 0.08 (s, 3H, Si-CH3), 0.07 (s, 3H, Si-
CHz). *C-NMR (ppm) (125 MHz, CDCL3) § 164.7, 152.0, 150.5, 149.9, 143.0, 133.5, 132.8,
128.8, 127.9, 123.7, 84.8, 84.2, 71.1, 62.1, 40.9, 25.8, 18.3, -5.3. MS (FAB) 495.1 (M+H)'.

3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxyadenosin (82)

Zu einer Aufschldammung von N6-Benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',3'-
didesoxyxyloadenosin (74) (710 mg, 1.50 mmol) und Natriumazid (293 mg, 4.52 mmol, 3
Aquiv.) in trockenem DMF (5 mL) wurde ein Lésung von Pyridinyldiphenylphosphin
(590mg, 2.26 mmol, 1.5 Aquiv.) und DIAD (438 pL, 2.26 mmol, 1.5 Aquiv.) in DMF (XX
mL) innerhalb von 10 Minuten zugetropft. Die erhaltene tiefrote Aufschlimmung wurde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 4 Stunden wurde H,O (dest., 2 mL) zugegeben und wurde
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die erhaltene klare Losung wurde in
Essigsdureethylester (150 mL) tiberfiihrt und die organische Phase mit Wasser (zwei mal 100
mL) und ges. NaCl (100 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene rotliche Schaum wurde durch
Chromatographie an Kieselgel (aufgeschldmmt und eluiert mit CH,Cl,/Essigsédureethylester
1.5/1, v/v, Substanz in Essigsdureethylester aufgetragen) aufgereinigt und die Titelverbindung
82 in 605 mg (1.22 mmol, 81%) Ausbeute erhalten.

R« CH,Cl,/Essigsdureethylester 1/1.5) = 0.4. 'H-NMR (ppm) (400 MHz, CDCls) 6 8.76 (s,
1H, HS), 8.32 (s, 1H, H2), 8.02 (d, ] = 7.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.59-7.55 (m, 1H, Ar-H), 7.50-7.46
(m, 2H, Ar-H), 6.43 (t,J = 6.0 Hz, 1H, H1"), 4.50 (q, J = 5.5 Hz, 1H, H3"),4.08 (q, J = 3.9 Hz,
1H, H4'), 3.86-4.82(m, 2H, H5'+ H5""), 2.93-2.86 (m, 1H, H2""), 2.64-2.58 (m, 1H, H2"), 0.90
(s, 9 H, Si-CH-CHj3), 0.10 (s, 3H, Si-CHs), 0.09 (s, 3H, Si-CHz). “C-NMR (ppm) (125 MHz,
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CDCLy) & 164.9, 152.5, 151.1, 149.6, 141.4, 133.7, 132.7, 128.7, 127.9, 123.4, 85.0, 84.4,
62.7, 60.4, 38.0, 25.9, 18.4, -5.3, -5.4. MS (FAB) 495.1 (M+H)'".

3'-Azido-N6-benzoyl-2',3'-didesoxyadenosin
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Zu einer Losung von 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxy-
adenosin 82 (200 mg, 0.41 mmol) in THF (2 mL) wurden 820 uL. TBAF-Losung in THF (1M,
0.82 mmol, 2 Aquiv.) zugegeben und die erhaltene gelbe Losung bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 90 Minuten wurde Methoxytrimethylsilan (120 puL) zugegeben und weitere 60
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter
vermindertem Druck wurde der Riickstand direkt einer Chromatographie an Kieselgel
(aufgeschlammt und eluiert mit CH,Cl,/MeOH 95/5, v/v, Substanz in CH,Cl,/MeOH 9/1, v/v
aufgetragen) unterzogen. Die Titelverbindung wurde mit einer Ausbeute von 142 mg (0.37
mmol, 92%) erhalten.

Die spektroskopischen Daten entsprachen den Literaturbekannten.'*®
3'-Azido-N6-benzoyl-5'-0O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosin

oCHs 0

Uber Nacht bei 0.1 Torr getrocknetes 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-tert-butyldimethyl-silyl-2',3'-
didesoxyadenosin (140 mg, 0.37 mmol) wurde in absolutem Pyridin (2 mL) gelost. Nach der
Zugabe von DMT-CI (162 mg, 0.48 mmol, 1.3 Aquiv.) wurde die erhaltene rétliche Losung
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 4 Stunden wurde Methanol (500 pL) zugegeben und
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weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die leicht gelbe Losung wurde in
Dichlormethan (200 mL) tiberfiihrt und die organische Phase mit H,O (dest., zweimal 100
mL) und ges. NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit Toluol (30 mL)
coevaporiert und iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknet. Der erhaltene leicht gelbe Schaum
wurde durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlammt mit CH,Cl, (1% NEt3), eluiert
mit CH,Cl, (1% NEt;) und CH,Cl,/MeOH 95/5, v/v) aufgereinigt und die Titelverbindung in
241 mg (0.35 mmol, 96%) Ausbeute erhalten.

R{(CH,Cl,/MeOH 95/5) = 0.6. '"H-NMR (ppm) (400 MHz, CDsCN) & 8.58 (s, 1H, H8), 8.29
(s, 1H, H2), 8.00-7.94 (m, 2H, Ar-H), 7.59-7.55 (m, 1H, Ar-H), 7.48-7.43 (m, 2H, Ar-H),
7.36-7.35 (m, 2H, Ar-H), 7.28-7.15 (m, 7H, Ar-H), 6.82-6.76 (m, 4H, Ar-H), 6.39 (dd, J =
4.5,1=4.7Hz, 1H, HIl"),4.72 (q,J = 6.4 Hz, 1H, H3'), 4.10-4.06 (m, 1H, H4"), 3,72 (s, 6H,
O-CHs3), 3.42-4.40 (m, 2, H5'+ H5"), 3.15-3.08 (m, 1H, H2"), 2.63-2.54 (m, 1H, H2"). PC-
NMR (ppm) (125 MHz, CD;CN) 6 166.0, 159.3, 159.3, 145.6, 143.3, 136.4, 136.3, 133.2,
130.6, 130.6, 129.2, 128.8, 128.6, 128.5, 127.5, 125.4, 118.1, 113.7, 86.9, 84.8, 84.3, 63.8,
61.3,55.6,36.8. MS (FAB) 683.4 (M+H)".

3'-Amino-N6-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosin (25)
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Zu einer Losung von 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosin (300
mg, 0.30 mmol) in Ethanol (5 mL) wurden 100 puL ges. NaHCO;-Losung gegeben und die
erhaltene leicht trilbe Losung unter eine Argonatmosphire gesetzt. Nach der Zugabe von
Palladium auf Aktivkohle (60 mg) wurde unter einer Wasserstoffatmosphére geriihrt, wobei
die Wasserstoffatmosphére alle 60 Minuten ausgetauscht wurde. Nach 7 Stunden wurde der
Katalysator iiber Celite ab filtriert und mit Ethanol (30 mL) gewaschen. Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck und Trocknen des erhaltenen Riickstandes bei 0.1
Torr liber Nacht ergab die Titelverbindung in 260 mg (0.40 mmol, 90%) Ausbeute als einen

farblosen Schaum.
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Die spektroskopischen Daten entsprachen den Literaturbekannten.'®
5.4. Synthesen der festen Phasen

Acylierung von Icaa-Cpg mit Hexafluorglutarsiure

Vor der Durchfiihrung der Acylierung wird das Cpg mit zweimal absolutem Toluol
coevaporiert und iiber Nacht bei 0.1 Torr getrocknet. Unter einer Argonatmosphéire wird das
Cpg mit soviel absolutem Dichlormethan versetzt, dass eine 0.5 Zentimeter iiberstehende
Losung erhalten wird. Nach der Zugabe von DIEA (12 Aquiv. bezogen auf die vom Hersteller
angegebene Beladung) wird Hexafluorglutarsiur-eanhydrid (10 Aquiv.) ziigig zugegeben und
die Aufschlimmung geschiittelt. Nach 16 Stunden wird das Cpg iiber einen Glasfiltertiegel
abgenutscht, mit 1% NEt; in DMF, Methanol und Dichlormethan gewaschen und bei 0.1 Torr

getrocknet.

Beladung der festen Phasen mit den Aminonukleosiden

Das acylierte Cpg und das 3'-Aminonukleosid (3 Aquiv. bezogen auf die vom Hersteller
angegebene Beladung) werden in einem 25 mL Rundkolben mit absolutem Toluol
coevaporiert (zweimal 20 mL) und der erhaltene Riickstand iiber Nacht bei 0.1 Torr
getrocknet. Unter einer Argonatmosphire werden Triphenylphosphin (5 Aquiv.), absolutes
DMF und DIEA (12 Aquiv.) zugegeben. Unter sanftem Schiitteln wird anschlieBend eine
Losung von lod (5 Aquiv.) in absolutem DMF portionsweiBe zugetropft und die erhaltene
Aufschlammung geschiittelt. Nach 16 Stunden wird die feste Phase iiber einen Glasfiltertiegel
abgenutscht, mit 1% NEt; in DMF, Methanol und Dichlormethan gewaschen und iiber Nacht
bei 0.1 Torr getrocknet.

3'-Amino-A-CPG (96a)

Die feste Phase wurde nach dem allgemeinen Protokoll beladen. Eingesetzt wurden hierzu
CPG (1.4 g, 75 pmol/g Beladung), 3'-Amino-N6-benzoyl-5'-O-dimethoxy-trityl-2',3'-
didesoxyadenosin 25 (260 mg, 315 umol, 3 Aquiv.), Triphenylphosphin (173 mg, 665 pmol,
5 Aquiv.), DIEA (217 pL, 1.5 mmol, 12 Aquiv.), Iod (169 mg, 665 umol, 5 Aquiv.) und
absolutes DMF (8 mL als Vorlage und 2 mL fiir die lod-Losung). Die Bestimmung der
Beladungsdichte ergab eine Beladung von 18 umol/g.
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3'-Amino-C-CPG (96¢)

Die feste Phase wurde nach dem allgemeinen Protokoll beladen. Eingesetzt wurden hierzu
CPG (1.32 g, 95 umol/g Beladung), 3'-Amino-N4-benzoyl-5'-O-dimethoxy-trityl-2',3'-
didesoxycytidin 24 (240 mg, 376 umol, 3 Aquiv.), Triphenylphosphin (162 mg, 627 umol, 5
Aquiv.), DIEA (207 pL, 1.5 mmol, 12 Aquiv.), Iod (156 mg, 626 pmol, 5 Aquiv.) und
absolutes DMF (10 mL als Vorlage und 2 mL fiir die lod-Losung). Die Bestimmung der
Beladungsdichte ergab eine Beladung von 24 umol/g.

3'-Amino-G-CPG (96g)

Die feste Phase wurde nach dem allgemeinen Protokoll beladen. Eingesetzt wurden hierzu
CPG (1.1 g, 75 pmol/g Beladung), 3'-Amino-5'-O-dimethoxytrityl-N2-isobutyryl-2',3'-
didesoxyguanosin 26 (164 mg, 247 umol, 3 Aquiv.), Triphenyl-phosphin (125 mg, 413 pmol,
5 Aquiv.), DIEA (255 pL, 940 pmol, 12 Aquiv.), lod (120 mg, 413 umol, 5 Aquiv.) und
absolutes DMF (8 mL als Vorlage und 2 mL fiir die lod-Losung). Die Bestimmung der
Beladungsdichte ergab eine Beladung von 17 umol/g.

3'-Amino-T-CPG (96t)

Die feste Phase wurde nach dem allgemeinen Protokoll beladen. Eingesetzt wurden hierzu
CPG (1.3 g, 75 umol/g Beladung), 3'-Amino-3'-desoxythymidin 23 (160 mg, 293 umol, 3
Aquiv.), Triphenylphosphin (128 mg, 488 pmol, 5 Aquiv.), DIEA (317 puL, 1.17 mmol, 12
Aquiv.), Iod (126 mg, 488 pumol, 5 Aquiv.) und absolutes DMF (10 mL als Vorlage und 2 mL
fiir die lod-Losung). Die Bestimmung der Beladungsdichte ergab eine Beladung von 28
pmol/g

5.5. Synthese der 3'-Amino-2',3'-didesoxynukleotid-5'-monophosphate

Allgemeines Protokoll zur Hydrierung der Phosphorsiuretriester

Der Phosphorséuretriester wird in Ethanol, unter Zugabe von 100 uL. NaHCO; pro 5 ml
Losungsmittel, mit Palladium auf Aktivkohle in einer Wasserstoffatmosphére geriihrt bis bei
DC-Reaktionskontrollen (CH,Cl,/MeOH 9/1 v/v) keine migrierenden Substanzen mehr
detektiert werden. Nach Zugabe der gleichen Menge H,O (bidest.) wird solange in einer
Wasserstoffatmosphire weitergeriihrt, bis bei DC-Reaktionskontrollen nur ein Spot

detektierbar ist. Der Katalysator wird iiber Kieselgur oder Celite ab filtriert und mit H,O
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(bidest.) gewaschen. Die erhaltenen Losungen werden gefriergetrocknet und bis zur

Gewichtskonstanz bei 0.1 Torr getrocknet.

Synthese des Phosphorylierungsreagenzes

Zu einer Losung von Dibenzylphosphit (1.25 mL, 4.04 mmol) in absolutem Toluol (20 mL)
wird N-Chlorsuccinimid (540 mg, 4.04 mmol, 1 Aquiv.) gegeben und die resultierende
Losung bei Raumtemperatur gerithrt. Nach 2 Stunden wird das ausgefallene N-
Hydroxysuccinimid unter einer Schutzgasatmosphire ab filtriert und das Losungsmittel in der
Kiélte unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene 6lige Riickstand wird ohne weitere

Aufarbeitung in den Phopshorylierungsreaktionen eingesetzt.

3'-Azido-N6-benzoyl-2',3'-didesoxyadenosin-5'-O-dibenzylphosphat (110a)

0
Q X HN)K©
0
N3

Vor der Umsetzung wurde 3'-Azido-N6-benzoyl-2',3'-didesoxyadenosin (150 mg, 0.42 mmol)
zweimal mit absolutem Pyridin (5 mL) coevaporiert. Der lige Riickstand wurde in absolutem
Pyridin (5 mL) aufgenommen und die erhaltene Lésung auf —30 °C gekiihlt. Nach der Zugabe
von Dibenzylphosphorsdurechlorid (400 pL, 1.89 mmol, 4.6 mmol) wurde bei — 30 °C
geriihrt. Nach 6 Stunden wurde die erhaltene Aufschlimmung in Essigsdureethylester (200
mL) tiberfiihrt. Die resultierende organische Phase wurde mit ges. NaHCOs-Losung (zweimal
100 mL), H,O (zweimal 100 mL) und ges. NaCl-Losung (100 mL) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene gelbe Ol
wurde durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlammt und eluiert mit CH,Cl,/EE 6/4 ,
v/v) aufgereinigt. Die Titelverbindung 110a wurde als ein gelbes Ol in 180 mg (0.41 mmol,
69%) Ausbeute erhalten.

R¢ (CH,CL/EE 6/4) = 0.27. "H-NMR (ppm) (500 MHz, CDCl3) & 9.22 (b, 1H, N-H),8.76 (s,
1H, H8), 8.20 (s, 1H, H2), 8.04 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.64-7.59 (m, 1H, Ar-H), 7.55-7.51
(m, 2H, Ar-H), 7.36-7-32 (m, 10H, Ar-H), 6.37 (t, J = 6.4 Hz, 1H, HI"), 5.09-5.00 (m, 4,0-
CH,-Ph), 4.39-4,35 (m, 1H, H3'), 4.27-4.07 (m, 3H, H4' + H5' + H5"), 2.92-2.87 (m, 1H,
H2"), 2.56-2.60 (m, 1H, H2"). "C-NMR (ppm) (125MHz, CDCL3) & 164.7, 152.6, 151.2,
149.7, 141.5, 135.5, 135.4, 135.4, 135.4, 133.6, 132.8, 128.8, 128.8, 128.7, 128.6, 128.6,
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128.1, 128.1, 127.9, 123.6, 82.8, 82.7, 69.7, 69.7, 69.7, 69.7, 66.2, 66.1, 60.7, 37.1. *'P-NMR
(ppm) ({ '"H}) (101 MHz, D,0) 8 —0.04 ppm. MS (MALDI-TOF) m/z 641.4 (M+H)".

3'-Azido-NV4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin-5'-O-dibenzylphosphat (110c)
O
HN/U\©
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Vor der Umsetzung wurde 3'-Azido-N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin (140 mg, 0.39 mmol)
zwel mal mit absolutem Pyridin (4 mL) coevaporiert. Der 6lige Riickstand wurde in
absolutem Pyridin (4 mL) aufgenommen und die erhaltene Losung auf —30 °C gekiihlt. Nach
der Zugabe von Dibenzylphosphorsiurechlorid (370 pL, 1,76 mmol, 4.6 Aquiv.) wurde bei —
30 °C geriihrt. Nach 6 Stunden wurde die erhaltene Aufschlimmung in Essigsdureethylester
(200 mL) iberfiihrt. Die resultierende organische Phase mit 5%ger Zitronensédure (fiinfmal
100 mL), H,O (zweimal 100 mL) und ges. NaCl-Losung (100 mL) gewaschen, iiber Na,SOy4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene gelbe Ol
wurde durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlammt und eluiert mit CH,Cl,/EE 6/4
(0.1% H,0), v/v) aufgereinigt. Die Titelverbindung 110¢ wurde als gelbes Ol in 180 mg (0.41
mmol, 74%) Ausbeute erhalten.
R¢ (CH,Cly/ MeOH 95/5) = 0.38. 'H-NMR (ppm) (500 MHz, CDCls) & 8.74 (b, 1H, N-H),
8.04 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H6), 7.96-7.91 (m, 2H, Ar-H), 7.67-7.63 (m, 1H, Ar-H), 7.59-7.50
(m, 3H, Ar-H +HY5), 7.43-7-35 (m, 10H, Ar-H), 6.13 (t, ] = 6.0 Hz, 1H, HI"), 5.13-5.03 (m,
4,0-CH,-Ph), 4.26-4-11 (m, 2H, H5'+ H5"), 4.02-3.99 (m, 1H, H4"), 3.97-3.92 (m, 1H, H3"),
2.67-2.61 (m, 1H, H2"), 2.20-2.14 (m, 1H, H2').
BC-NMR (ppm) (125 MHz, CDCL3) 8135.4, 135.4, 135.4, 135.3, 133.2, 129.1, 128.9, 128.8,

128.8, 128.3, 128.2, 86.9, 82.9, 82.9, 70.0, 69.9, 69.9, 69.9, 65.7, 65.7, 59.3, 38.6. >'P-NMR
(ppm) ({ 'H}) (101 MHz, D,0) § 0.35 ppm. MS (MALDI-TOF) 613 (M+H)".
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3'-Azido-3'-desoxythymidin-5'-O-dibenzylphosphat (110t)
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Vor der Umsetzung wurde 3'-Azido-3'-desoxythymidin (120 mg, 0.52 mmol) zweimal mit
absolutem Pyridin (3 mL) coevaporiert. Der 6lige Riickstand wurde in absolutem Pyridin (3
mL) aufgenommen und die erhaltene Losung auf —30 °C gekiihlt. Nach der Zugabe von
Dibenzylphosphorséiurechlorid (480 puL, 2.37 mmol, 4.6 Aquiv.) wurde bei =30 °C geriihrt.
Nach 4 Stunden wurde die erhaltene Aufschlimmung in Essigsdureethylester (200 mL)
iiberfiihrt. Die resultierende organische Phase wurde mit ges. NaHCOs-Losung (zwei mal 100
mL), H,O (dest. zwei mal 100 mL) und ges. NaCIl-Losung (100 mL) gewaschen, {iber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene gelbe Ol
wurde durch Chromatographie an Kieselgel (aufgeschlimmt und eluiert mit CH,Cl,/MeOH
95/5, v/v) aufgereinigt. Die Titelverbindung 110t wurde als ein gelbes Ol in 186 mg (0.41
mmol, 79%) Ausbeute erhalten.
R¢ (CH,Cly/ MeOH 95/5) = 0.31. 'H-NMR (ppm) (500 MHz, CDCls) & 9.10 (b, 1H, N-H),
7.42-7-36 (m, 11H, H6 +Ar-H), 6.15 (t, ] = 6.0 Hz, 1H, HI'), 5.12-5.08 (m, 4, O-CH,-Ph),
4.30-4-18 (m, 3H, H3' +H5' + H5"), 4.02-3.98 (m, 1H, H4"), 2.39-2.25 (m, 2H, H2' + H2")
1.79 (d, J =1.3 Hz, 3H, CH;). "C-NMR (ppm) (125MHz, CDCl;) & 163.5, 150.1, 135.7,
135.6, 135.4, 128.2, 127.6, 110.2, 84.1, 81.5, 81.4, 69.0, 69.0, 68.9, 68.9, 66.1, 66.1, 59.6,
36.1, 11.2. *'P-NMR (ppm) ({ 'H}) (101 MHz, D,0) & 0.46 ppm. MS (MALDI-TOF) = 538.3

(M+H)".

3'-Amino-N6-benzoyl-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat (100a)
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Der Phosphorsduretriester 110a (125 mg, 0.20 mmol) wurde nach dem allgemeinen Protokoll
zur Entschiitzung durch katalytische Hydrierung umgesetzt. Die eingesetzten Losungsmittel
waren Ethanol (5 mL), ges. NaHCO; (100 pL) und H,O (dest., 3 mL). Die Titelverbindung
100a konnte in 66 mg (0.16 mmol, 81%) Ausbeute erhalten werden.
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Ry (Isopropanol/Wasser/NEt; 7/2/1, v/v/v) = 0.07-0.1. '"H-NMR (ppm) (600 MHz, D,0) &
8.65 (s,1H, HS8), 8.58 (s,1H, H2), 7.86-7.83 (m, 2H, Ar-H), 7.57-7.53 (m, 1H, Ar-H), 7.45-
7.42 (m, 2H, Ar-H), 6.50-6.48 (m, 1H, H1'), 4.20-4.17 (m, 1H, H4"), 4.95-3.88 (m, 2H, H5' +
H5'"), 4.20-4.17 (m, 1H, H4"), 4.04-4.00 (m, 1H, H3'), 2.88-2.83 (m, 1H, H2"), 2.61-2.56 (m,
1H, H2"). *C-NMR (ppm) (125 MHz, D,0) & 169.0, 151.7, 151.4, 148.9, 143.4, 133.3, 132.7,
128.7, 128.0, 123.8, 83.7, 63.5, 63.5, 50.9, 37.6. *'P-NMR (ppm) ({ 'H}) (101 MHz, D,0) &
4.65. MS (MALDI-TOF) 433.2 (M-H).

3'-Amino-N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin-5'-monophosphat (100c)

NH,
Der Phosphorséuretriester 110¢ (170 mg, 0.27 mmol) wurde nach dem allgemeinen Protokoll
zur Entschiitzung durch katalytische Hydrierung umgesetzt. Die eingesetzten Losungsmittel
waren Ethanol (5 mL), ges. NaHCO; (100 pL) und H,O (dest., 3 mL). Die Titelverbindung
100c¢ konnte in 102 mg (0.22 mmol, 83%) Ausbeute erhalten werden.

R¢ (Isopropanol/Wasser/NEt; 7/2/1, v/v/v) = 0.1-0.15. "H-NMR (ppm) (400 MHz, D,0) &
8.33 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.78-7.75 (m, 2H, Ar-H), 7.58-7.53 (m, 1H, Ar-H), 7.46-7.41
(m, 2H, Ar-H), 7.38 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, HY), 6.15, (t, J = 6.1 Hz, 1H, HI"), 4.38-4.4.34 (m,
1H, H4'"), 4.04-3.97 (m, 3H, H3' +H5 + H5"), 2.72-2.52 (m, 1H, H2" + H2'). *C-NMR (ppm)
(100 MHz, D,0) 169.7, 163.2, 156.7, 145.7, 133.4, 132.6, 128.8, 128.7, 127.9, 127.3, 98.5,
86.9, 50.1, 36.4. *'P-NMR (ppm) ({ 'H}) (101 MHz, D,0) & 3.33 ppm. MS (MALDI-TOF)
409.2 (M-H).

3'-Amino-N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin-5'-monophosphat (100c)

o}
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Der Phosphorséuretriester 110¢ (170 mg, 0.27 mmol) wurde nach dem allgemeinen Protokoll

zur Entschiitzung durch katalytische Hydrierung umgesetzt. Die eingesetzten Losungsmittel
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waren Ethanol (5 mL), ges. NaHCO; (100 pL) und H,O (dest., 3 mL). Die Titelverbindung
100c¢ konnte in 102 mg (0.22 mmol, 83%) Ausbeute erhalten werden.

Ry (Isopropanol/Wasser/NEt; 7/2/1, v/v/v) = 0.1-0.15. "H-NMR (ppm) (400 MHz, D,0) &
8.33 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.78-7.75 (m, 2H, Ar-H), 7.58-7.53 (m, 1H, Ar-H), 7.46-7.41
(m, 2H, Ar-H), 7.38 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HY), 6.15, (t, J = 6.1 Hz, 1H, HI"), 4.38-4.4.34 (m,
1H, H4'), 4.04-3.97 (m, 3H, H3' +H5 + H5"), 2.72-2.52 (m, 1H, H2" + H2'). "C-NMR (ppm)
(100 MHz, D,0) 169.7, 163.2, 156.7, 145.7, 133.4, 132.6, 128.8, 128.7, 127.9, 127.3, 98.5,
86.9, 50.1, 36.4. *'P-NMR (ppm) ({ 'H}) (101 MHz, D,0) & 3.33 ppm. MS (MALDI-TOF)
409.2 (M-H)".

3'-Amino-3'-desoxythymidin-5'-monophosphat (100t)

Der Phosphorsduretriester 110t (93 mg, 0.18 mmol) wurde nach dem allgemeinen Protokoll
zur Entschiitzung durch katalytische Hydrierung umgesetzt. Die eingesetzten Losungsmittel
waren Ethanol (5 mL), ges. NaHCO; (100 pL) und H,O (dest., 3 mL). Die Titelverbindung
100t konnte in 47 mg (0.14 mmol, 78%) Ausbeute erhalten werden.

R¢ (Isopropanol/Wasser/NEt; 7/2/1, v/v/v) = 0.1-0.13. 'H-NMR (ppm) (500 MHz, D,0) 6
7.62 (s, 1H, H6), 6.20, (t,J = 6.6 Hz, 1H, HI'), 4.16-4.30 (m, 1H, H4"), 3.98-3.87 (m, 3H, H3'
+ H5 + H5"), 2.55-2.48 (m, 1H, H2"), 2.46-2.39 (m, 1H, H2"). ?C-NMR (ppm) (125 MHz,
D,0) & 137.6, 84.7, 82.2, 82.2, 63.4, 63.4, 50.8, 35.6, 11.5. *'P-NMR (ppm) ({ 'H}) (101
MHz, D,0) § 4.41 ppm. MS (MALDI-TOF) 320.3 (M-H)".



—08 —

5.6. Durchgefiihrte 3'-Aminoprimer und Olignukleotidsynthesen

1 p-molare Synthesen der 3'-Aminoprimer mit den festen Phasen 96a-t

Sequenz: 5'-CGCACGA*-3' (99a)

Ausbeute: 24 %; Aufreinigung: Sep-Pak Kartusche. MS (MALDI-TOF) [M-H]: berechnet
2090.4 , gefunden 2087.9.

Sequenz: 5'-CGCACGC*-3' (99¢)

Ausbeute: 15 %; Aufreinigung: Sep-Pak Kartusche. MS (MALDI-TOF) [M-H] : berechnet
2066.4 , gefunden 2063.1.

Sequenz: 5'-CGCACGG*-3' (99g)

Ausbeute: 21 %; Aufreinigung: Sep-Pak Kartusche. MS (MALDI-TOF)[M-H]": berechnet

2106.4 , gefunden 2104.5

Sequenz: 5'-CGCACGT*-3' (99t)

Ausbeute: 20 %; Aufreinigung: Sep-Pak Kartusche. MS (MALDI-TOF) [M-H]: berechnet
2080.4, gefunden 2079.0.

0.5u-molare Synthesen der 3'-Aminoprimer mit den festen Phasen 160a-t und Synthese

der Kontrolle

Sequenz: 5'-CGCACGA*-3' (99a)
Ausbeute: 37 %; Aufreinigung: lonenaustauscher-HPLC. MS (MALDI-TOF)[M-H]:
berechnet 2090.4, gefunden 2088.0.
Sequenz: 5'-CGCACGC*-3' (99¢)
Ausbeute: 47 %; Aufreinigung: lonenaustauscher-HPLC. MS (MALDI-TOF)[M-H]:
berechnet 2066.4, gefunden 2064.1.

Sequenz: 5'-CGCACGG*-3' (99g)
Ausbeute: 43 %;Aufreinigung: lonenaustauscher-HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]
berechnet 2106.4, gefunden 2105.2.
Sequenz: 5'-CGCACGT*-3' (99t)
Ausbeute: 33 %; Aufreinigung: Ionenaustauscher-HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]J:
berechnet 2080.6 , gefunden 2079.1.
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Sequenz: 5'-CGCACGT-3' (Kontrolle)
Ausbeute: 50 %, Aufreinigung: lonenaustauscher-HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]:
berechnet 2081.6, gefunden 2082.2

Synthese der 3'-Aminoprimer mit 5'-Phosphitamiden

Sequenz: 5'-CGCACGA*-3' (99a)

Ausbeute: 25 %; Aufreinigung: HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]: berechnet 2090.4,
gefunden 2089.7.

Sequenz: 5'-CGCACGC*-3' (99¢)

Ausbeute: 16 %; Aufreinigung: HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]: berechnet 2066.4,
gefunden 2067.5.

Sequenz: 5'-CGCACGG*-3' (99g)

Ausbeute: 12 %; Aufreinigung: HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]: berechnet 2106.4,
gefunden 2105.7.

Sequenz: 5'-CGCACGT*-3' (99t)

Ausbeute: 34 %; Aufreinigung: HPLC. MS (MALDI-TOF) [M-H]: berechnet 2081.4,
gefunden 2080.6.

Synthese des 3'-Aminoprimers mit dem 3'-Phthalimidothymidin-5'-phosphitamid

Sequenz: 5'-CTGT*-3'

Ausbeute: 20% Aufreinigung Sep-Pak Kartusche. MS (MALDI-TOF) [M-H]": berechnet
1162.8, gefunden 1161.4.



-100 -

6. Anhang
6.1. NMR-Spektren
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H-NMR (250 MHz, CDCl,;), 3'-Azido-N4-Benzoyl-5'-O-(para-brombenzoyl)-2',3'-didesoxycytidin (42)
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dy), 3'-Azido-N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin (43)
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dy), -5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-N2-isobutyryl-2'-desoxyguanosin (78)
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'H-NMR (500 MHz, CDCly), 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl- N2-isobutyryl-2'-didesoxyxyloguanosin (79)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;), 3'-Azido-5'"-O-tert-butyldimethylsilyl-N2-isobutyryl-2',3'-didesoxy-guanosin (81)
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'H-NMR (500 MHz, CDCl;) N6-Benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2'-didesoxyxyloadenosin
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'H-NMR (400 MHz, CD;CN), 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-dimethoxytrityl-2',3'-didesoxyadenosin
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'H-NMR(500 MHz, CDCl5), 3'-Azido-N6-benzoyl-2',3'-didesoxyadenosin-5'-O-dibenzylphosphat (110a)
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'H-NMR (500 MHz, CDCl;), 3'-Azido-N4-benzoyl-2',3'-didesoxycytidin-5'-O-dibenzylphosphat (110c¢)
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H-NMR (ppm) (500 MHz, CDCl;), 3'-Azido -2',3'-didesoxythymidin-5'-O-dibenzylphosphat (110t)
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'H-NMR (ppm) (600 MHz, D,0), 3'-~Amino-N6-benzoyl-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat (100a)
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'H-NMR (ppm) (400 MHz, D,0), 3'-~Amino-N4-benzoyl-2',3"-didesoxycytidin-5'-monophosphat (100c)
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'H-NMR (ppm) (500 MHz, D,0), 3'-Amino-3'-desoxythymidin-5'-monophosphat (100t)
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'H-NMR (400 MHz, CDCI), 3'-Azido-N6-benzoyl-5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxyadenosin (82)

6.2. MALDI-TOF-MS Spektren
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MALDI-TOF-MS Spektrum des Phthalimidoprimers MALDI-TOF-MS Spektrum von Primer 99¢
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Abkiirzungsverzeichnis

Ar
ATT
abs.
Ac
Bz

cpg
dest.

DIEA
DMF
DMSO
DMT
DNA
Aquiv.

ges.

HATU

HOAt
HPLC
iBu
Icaa

konz.

MALDI-TOF-MS

nm
OAt
OBt

ppm

chemische Verschiebung
Adenin/Adenosin

Aromat

6-Aza-2-thiothymin
absolutiert

Acetyl-Gruppe
Benzoyl-Schutzgruppe
Cytidin/Cytosin

"controlled pore glass"
destilliert

N, N-Diisopropylethylamin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Dimethoxytrityl-Gruppe
Desoxyribonukleinsdure
Aquivalent

Guanin/Guanosin

geséttigt
7-Azabenzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluronium-
hexaﬂuorophosphati’1
7-Aza-1-hydroxybenzotriazol
"High Performance Liquid Chromatography"
Isobutyrylgruppe

"long chain alkyl amine"-Rest

konzentriert

"Matrix Assisted LASER Desorption Ionization Time of Flight Mass

Spectrometry"

Nanometer
7-Aza-1-oxybenzotriazol-Rest
1-Oxybenzotriazol-Rest

"parts per million"

"Retention Factor"
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RNA
RP
r.t.

TBAF
TBDMS
TBDPS
TCA
TEA
TEAA
TFA
THAP
THF

Ribonukleinsédure

"Reversed Phase"
Raumtemperatur
Thymidin/Thymin
Tetrabutylammoniumfluorid
tert-Butyldimethylsilyl-Gruppe
tert-Butyldidiphenylsilyl-Gruppe
Trichloressigsiure
Triethylamin
Triethylammoniumacetat
Trifluoressigsdure
2,4,6-Trihydroxyacetophenon
Tetrahydrofuran

Retentionszeit

Uridin/Uracil
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