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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Darstellung von 2'-O-substituierten Nukleosi-
den und insbesondere ein Verfahren zur Darstellung
von 2'-O-substituiertem Uridin und Cytidin.

[0002] Ein GrofRteil der Forschungsarbeit in den
letzten Jahren wurde durch die Méglichkeit stimuliert,
dal es sich bei synthetischen Oligonukleotiden um
wirksame Inhibitoren der Genexpression handeln
koénnte, die sich als Chemotherapeutika einsetzen
lieBen. Um ihren Abbau durch zelluldre Nukleasen zu
vermeiden, sollten solche Oligonukleotide unbedingt
modifiziert sein. Dabei kdnnen Modifikationen an den
Internukleotidverknupfungen, den Basenresten so-
wie den Zuckerresten vorgenommen werden. Eine
groRe Anzahl an Oligonukleotidanalogen, bei denen
die Internukleotidverknipfungen modifiziert wurden,
insbesondere als Phosphorothioate mit nicht-verbri-
ckenden Schwefelatomen, wurde bereits beschrie-
ben. Mehrere dieser Phosphorothioatanaloge sind
vielversprechende Arzneistoffkandidaten, die nun kili-
nisch getestet werden. Phosphorothioate besitzen je-
doch einige Nachteile. So zeigen sie etwa keine opti-
malen RNA-Bindungseigenschaften und neigen
ebenfalls dazu, Proteine nichtspezifisch zu binden.
Mégliche Basenmodifikationen sind eindeutig dahin-
gehend beschrankt, dal sie zu keiner signifikanten
Abnahme der Hybridisierungseigenschaften fiihren
darfen. In letzter Zeit wurde betrachtliches Interesse
auf die Modifikation der Zuckerreste gerichtet. Bei ei-
ner besonderen Art der Modifikation werden 2'-a-Alk-
oxygruppen eingefiihrt (siehe z. B. in 2'-O-Alkyloligo-
ribonukleotiden). Wahrend kleine Alkoxygruppen
(siehe z. B. Methoxy) bessere Hybridisierungseigen-
schaften mit komplementaren Ribonukleinsduren
(RNA) begunstigen, neigt eine GrélRenzunahme der
Alkoxygruppe dazu, die Nukleaseresistenz zu erho-
hen. Dabei hat sich 2-Methoxyethoxy als eine Alkoxy-
gruppe herausgestellt, die sowohl gute Hybridisie-
rungseigenschaften als auch eine hohe Nukleasere-
sistenz verleiht. Es scheint daher gut moéglich zu sein,
dafl 2'-O-(2-Methoxyethyl)ribonukleoside in eine
zweite Generation potentieller Oligonukleotid-Che-
motherapeutika eingebaut werden. Aus diesem
Grund wird der Entwicklung zweckmaRiger Verfahren
zur Herstellung von 2'-O-(2-Methoxyethyl)ribonukle-
osiden inzwischen groRe Bedeutung beigemessen.

[0003] Die von der D-Ribose ausgehende Herstel-
lung von 2'-O(2-Methoxyethyl)-ribonukleosiden wur-
de bereits beschrieben. Bei diesen Herstellungsver-
fahren wurden Schutzgruppen eingesetzt und eine
relativ grof3e Anzahl von Schritten bendtigt. So wurde
beispielsweise von Martin, P. Helv. Chim. Acta 1995,
78, 486-504 2'-O-'(2-Methoxyethyl)-5-methyluridin
aus D-Ribose in 10 Schritten und mit 33% Ge-
samtausbeute dargestellt. In einem spateren Bericht
von McGee und Zhai in Abstracts of American Che-
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mical Society National Meeting, Division of Organic
Chemistry, Marz 1996, Arbeit Nr. 253, wurde eine we-
sentlich zweckmaRigere Verfahrensweise zur Her-
stellung von 2'-O-Alkylderivaten aus den Haupt-Pyri-
midinribonukleosiden vorgestellt. So wurde beim Er-
hitzen von 5'-0O-(4,4'-Dimethoxytrityl)-2,2'-anhyd-
ro-1-B-D-arabinofuranosyluracil mit Magnesiumme-
thanolat in N,N-Dimethylformamid (DMF) auf 100°C
5'-0-(4,4'-Dimethoxytrityl)-2'-O-methyluridin mit 94%
Ausbeute erhalten. Etwas niedrigere Ausbeuten wur-
den fir die entsprechenden 5'-O-Ethyl-, 5'-O-(n-Pro-
pyl)- und 5'-O-Allyluridin-Derivate bei den Umsetzun-
gen desselben Substrats mit den entsprechenden
Magnesiumalkoholaten erhalten. Es wurde ebenfalls
berichtet, daf} sich Magnesiumsalkoholate durch Cal-
ciumalkoholate ersetzen lieRen. Aus McGee et al Nu-
cleosides and Nucleotides 1996, 15 (11&12),
1797-1803 ist die Darstellung von 2'-O-Alkyl-pyrimi-
dinnukleosiden mit zweiwertigen Metallalkoholaten
bekannt,

[0004] Von Ross et al. in Nucleosides and Nucleoti-
des, 1997, 16, 1641-3 wurde berichtet, dal} beim Er-
hitzen von ungeschutztem 2,2'-Anhydro-1-3-D-arabi-
nofuranosyluracil mit einem zweifachen Uberschul®
an Borsauretrimethylester sowie einer stdchiometri-
schen Menge an Orthoameisensauretrimethylester in
Methanol bei 150°C unter Druck fir 42 h 2'-O-Methy-
luridin mit 86% isoliertem Ausbeute erhalten wurde.
In dhnlichem Weise wurde 2'-O-Methyl-5-methyluri-
din aus 2,2'-Anhydro-5-methyl-(1-p-D-arabinofurano-
syluracil) mit dem Borsaureesterverfahren darge-
stellt, und die Darstellung von 2'-O-Methylcytidin wur-
de ebenfalls berichtet, obwohl keine experimentellen
Einzelheiten zur Verfiigung gestellt wurden. Es wur-
de erwahnt, dal die Ausbeute von 2'-O-Alkyluridin
mit zunehmender GrélRe des Alkohols abnimmt. Aus
WO 96/27606 ist die Synthese von 2'-Osubstituierten
Pyrimidinnukleosiden in Gegenwart von Lewis-Sau-
ren, vor allem Borsaureestern, bekannt.

[0005] Es besteht weiterhin der Wunsch, zusatzli-
che oder alternative Wege flr die Darstellung von
2'-Osubstituierten Nukleosiden zu identifizieren.

[0006] GemalR der vorliegenden Erfindung wird da-
her ein Verfahren zur Darstellung einer Verbindung
der Formel (1)

B
X0 o

X'0 OR
wobei

X und X' jeweils unabhangig voneinander fiir H oder
eine Schutzgruppe stehen;
B fir eine Base; und
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R fir eine Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-
gruppe, die jeweils gegebenenfalls substituiert sein
kann, steht;

bereitgestellt,

bei dem eine Verbindung der Formel (2):

X0 B

1

X0
wobei
L fiir eine Abgangsgruppe steht; und
B, X und X' die oben angegebene Bedeutung besit-
zen,
mit einer Verbindung der Formel Al(OR),, wobei R die
oben angegebene Bedeutung besitzt, unter weitge-
hend wasserfreien Bedingungen umgesetzt wird.

[0007] StehtR fiir Alkenyl, so handelt es sich bei der
Alkenylgruppe haufig um eine C,_,-Alkenylgruppe,
vor allem um eine Allyl- oder Crotylgruppe. Bedeutet
R Alkyl, so handelt es sich bei der Alkylgruppe vor-
zugsweise um ein C,_,-Alkyl und ganz besonders be-
vorzugt um eine Methyl- oder Ethylgruppe. Bedeutet
R Alkoxyalkyl, so handelt es sich bei der Alkoxyalkyl-
gruppe oftmals um eine C,_,-Alkyoxy-C,_,alkylgruppe
und vorzugsweise um eine Methoxyethylgruppe.
Steht R fiir Alkinyl, so handelt es sich bei der Alkinyl-
gruppe haufig um eine C,_,-Alkinylgruppe, vor allem
um eine Propargylgruppe. Die Alkyl-, Alkenyl-, Alki-
nyl- und Alkoxyalkylgruppen kdénnen selbst mit einem
oder mehreren Substituenten, insbesondere Halo-
gen, vor allem F, Cl oder Br, sowie Aminosubstituen-
ten substituiert sein.

[0008] Zu den Schutzgruppen, fir die X und X' ste-
hen kdénnen, gehodren beispielsweise saurelabile
Schutzgruppen, insbesondere Trityl- und substituier-
te Tritylgruppen, wie z. B. Dimethoxytrityl- und 9-Phe-
nylxanthen-9-ylgruppen; saurelabile Acetalschutz-
gruppen, insbesondere 1-(2-Fluorphenyl)-4-metho-
xypiperidin-4-yl (Fpmp); sowie basenlabile Schutz-
gruppen, wie z. B. Acylgruppen, die Ublicherweise bis
zu 16 Kohlenstoffatome enthalten, wie z. B. Ethano-
ylgruppen oder Fettsdurealkanoylgruppen, ein-
schlieBlich insbesondere lineare oder verzweigte
Cq_s-Alkanoylgruppen, wie z. B. Lauroylgruppen;
Benzoyl- und substituierte Benzoylgruppen, wie z. B.
Alkyl-, Ublicherweise C,_,-Alkyl-, und Halogen-, (bli-
cherweise Chlor- oder Fluor-, substituierte Benzoyl-
gruppen.

[0009] Als Schutzgruppen sind ebenfalls die von
Gamma-Ketosauren abgeleiteten Schutzgruppen,
wie z. B. Levulinoylgruppen und substituierte Levuli-
noylgruppen, geeignet. Zu den substituierten Levuli-
noylgruppen gehoéren 5-Halogenlevulinoyl-, wie z. B.
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5,5,5-Trifluorlevulinoyl-, und Benzoylpropionylgrup-
pen; sowie Silyl- und Siloxanether, wie z. B. Alkyl-,
ublicherweise C,_-Alkyl-, und Aryl-, Ublicherweise
Phenyl, Silylether, insbesondere Trialkylsilylgruppen,
haufig Tri(C,_-alkyl)silylgruppen, wie z. B. tertia-
res-Butyldimethylsilyl- und tertidres-Butyl-diphenylsi-
lylgruppen.

[0010] Zu den Basen, fiir die B stehen kann, geho-
ren Nukleobasen, insbesondere Purine, vor allem
Adenin (A) und Guanin (G); sowie Pyrimidine, vor al-
lem Thymin (T), Cytosin (C) und Uracil (U); sowie
substituierte Derivate davon. Zu den Substituenten,
die zusatzlich zu den Schutzgruppen die Basen sub-
stituieren kdnnen, gehdren beispielsweise Alkyl-, vor
allem C,_-Alkyl-, insbesondere Methyl-; Halogen-,
insbesondere Cl- oder Br-; Amino-, Alkenyl-, vor al-
lem C,-Alkenyl- und insbesondere Allyl-; Alkoxyal-
kyl-, vor allem C,_,-Alkoxy-C,_,-alkyl-, insbesondere
Methoxyalkyl-; sowie Alkinyl-, insbesondere Propar-
gyl-, Substituenten. Die Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- und
Alkoxyalkylgruppen kdnnen ihrerseits mit einem oder
mehreren Substituenten, insbesondere Halogen-, vor
allem F, Cl oder Br, und Aminosubstituenten substitu-
iert sein.

[0011] Zusatzlich zur Gegenwart der Schutzgrup-
pen X und X' kénnen die in der vorliegenden Erfin-
dung eingesetzten Basen auch nétigenfalls durch ge-
eignete Schutzgruppen geschitzt sein. Die dabei
zum Schutz solcher Basen eingesetzten Schutzgrup-
pen sind im Fachgebiet bekannt. So lassen sich bei-
spielsweise A und/oder C durch Benzoyl, einschlief3-
lich substituiertem Benzoyl, z. B. Alkyl- oder Alkoxy-,
haufig C,_,-Alkyl- oder C,_,-Alkoxy-, benzoyl; Pivalo-
yl; und Amidin, vor allem Dialkylaminomethylen, vor-
zugsweise Di(C,_,-alkyl)aminomethylen, wie z. B. Di-
methyl- oder Dibutylaminomethylen, schitzen. G
kann durch eine Phenylgruppe, einschlieRlich substi-
tuiertem Phenyl, z. B. 2,5-Dichlorphenyl, und ebenso
durch eine Isobutyrylgruppe geschitzt werden. T und
U werden im allgemeinen nicht geschitzt, kdnnen je-
doch in gewissen Ausflihrungsformen vorteilhafter-
weise geschutzt werden, beispielsweise am 04
durch eine Phenylgruppe, einschlief3lich substituier-
tem Phenyl, z. B. 2,4-Dimethylphenyl, oder am N3
durch ein Pivaloyloxymethyl, Benzoyl, Alkyl- oder
Alkoxy-substituiertes Benzoyl, wie z. B. C,_,-Alkyl-
oder C,_,-Alkoxybenzoyl.

[0012] In gewissen Ausflhrungsformen handelt es
sich bei X und X' um eine einzige Schutzgruppe, die
sowohl die 3'- als auch die 5'-Position schiitzt. Zu sol-
chen Gruppen gehdren beispielsweise Disiloxane,
vor allem Tetraalkyldisiloxane, wie z. B. Tetraisopro-
pyldisiloxan.

[0013] Zu den Abgangsgruppen, fur die L stehen
kann, gehoren solche Abgangsgruppen, die sich
durch ein Nukleophil der Formel R°- verdrangen las-
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sen. Zu den bevorzugten Abgangsgruppen gehoéren
beispielsweise Gruppen der Formel -OSO,CH,,
-OSO,CF,, Cl, Br, I, O-Mesyl-, O-Brosyl- und O-Tosyl-
gruppen.

[0014] In gewissen bevorzugten Ausfuhrungsfor-
men handelt es sich bei der Abgangsgruppe um die
Base B, die chemisch in 2'-Stellung gebunden ist, Gb-
licherweise Uber ein Sauerstoff- oder Schwefelatom
oder eine Gruppe der Formel -NR*-, wobei R fiir H
oder eine C,¢-Alkyl- oder Aryl-, z. B. eine Phenyl-,
Gruppe steht. Ganz besonders bevorzugt handelt es
sich bei der Base um ein in 2'-Stellung tber ein Sau-
erstoffatom gebundenes Uracil.

[0015] Dementsprechend wird in einem zweiten As-
pekt der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur
Darstellung einer Verbindung der Formel (3):

x'o OR

wobei

X und X' die oben angegebene Bedeutung besitzen;
R' und R? jeweils unabhangig voneinander fiir H, Al-
kyl, Alkenyl, Alkinyl oder Halogen stehen; und

R fir eine Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-
gruppe, die jeweils gegebenenfalls substituiert sein
kann, steht;

bereitgestellt, bei dem eine Verbindung der Formel

(4)

' 1
N R
}'Nl R?
xo—R o
x'o
wobei

X, X', R" und R? die oben angegebene Bedeutung
besitzen; mit einer Verbindung der Formel Al(OR),,
wobei R die oben angegebene Bedeutung besitzt,
unter weitgehend wasserfreien Bedingungen umge-
setzt wird.

[0016] Steht R' oder R? jeweils fiir Alkenyl; so han-
delt es sich bei der Alkenylgruppe haufig um eine
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C,_s-Alkenylgruppe, vor allem eine Allyl- oder Crotyl-
gruppe. Bedeutet R" oder R? jeweils Alkyl , so handelt
es sich bei der Alkylgruppe vorzugsweise um eine
C1-4-Alkyl- und ganz besonders bevorzugt um eine
Methyl- oder Ethylgruppe. Bedeutet R' oder R? je-
weils Alkoxyalkyl, so handelt es sich bei der Alkoxy-
alkylgruppe haufig um eine C,_-Alkyoxy-C,_,-alkyl-
gruppe und vorzugsweise um eine Methoxyethyl-
gruppe. Steht R' oder R2 jeweils fiir Alkinyl, so han-
delt es sich bei der Alkinylgruppe haufig um eine
C,_,-Alkinylgruppe, vor allem eine Propargylgruppe.
Die Alkyl-, Alkenyl- und Alkinylgruppen, fir die R’
oder R? steht, kdnnen mit einem oder mehreren Sub-
stituenten, insbesondere Halogen, vor allem F, CI
oder Br, und Aminosubstituenten, substituiert sein.
Steht R' oder R? jeweils fiir Halogen, so handelt es
sich bei dem Halogen vorzugsweise um ClI, Br oder I.
Ganz besonders bevorzugt bedeuten sowohl R' und
R? jeweils H, oder R" bedeutet C,_,-Alky1 und R? be-
deutet H.

[0017] Das erfindungsgemafe Verfahren findet in
Gegenwart eines geeigneten, weitgehend wasser-
freien Losungsmittels statt. Zu den geeigneten L6-
sungsmitteln. gehoéren beispielsweise Halogenkoh-
lenstoffe, wie z. B. Chloroform, 1,2-Dichlorethan und
Chlorbenzol; Ester, insbesondere Alkylester, wie z. B.
Essigsaureethylester, und Propionsauremethyl- oder
-ethylester; Amide, wie z.B. N-Methylpyrrolidinon, Di-
methylformamid und insbesondere Dimethylaceta-
mid; niederes Alkyl, z. B. C,_,-Nitril, wie z.B. Acetoni-
tril; Ether, wie z. B. Glyme und Diglyme und cyclische
Ether, wie z. B. Tetrahydrofuran und Dioxan; tertiare
Amine, wie z.B. N-Methylpyrrolidin, und heterocycli-
sche aromatische Amine, wie z. B. Pyridin, sowie Al-
kohole, am ublichsten der Alkohol, der der Gruppe R
entspricht, z. B. Methanol, Ethanol, Methoxyethanol,
Allylalkohol oder Propargylalkohol.

[0018] Das erfindungsgemafie Verfahren wird hau-
fig bei einer Temperatur durchgefiihrt, die von Raum-
temperatur, wie z. B. etwa 25°C, bis zur Rickflufitem-
peratur des eingesetzten Lésungsmittels reicht. Tem-
peraturen oberhalb des normalen Siedepunkts des
eingesetzten Losungsmittels kénnen gewunschten-
falls verwendet werden, indem das Verfahren unter
Uberdruckbedingungen, beispielsweise in einem ab-
geschlossenen Reaktionsgefald, durchgefihrt wird.
Die Temperatur liegt Ublicherweise in einem Bereich
von 50 bis 150°C.

[0019] Das Verfahren wird Uiblicherweise Uber einen
Zeitraum von mehreren Stunden, beispielsweise 4
bis 12 Stunden, bis zu mehreren Tagen, beispielswei-
se 1 bis 2 Tagen, durchgefiihrt, je nach den verwen-
deten Reagentien und Reaktionsbedingungen.

[0020] Enthalt die Verbindung der Formel (1) die
Base Uracil, so kann der Uracilteil in einen Cytosinteil
umgewandelt werden. Analog kann der in der Verbin-
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dung der Formel (3) enthaltene Uracilteil ebenso in
einen Cytosinteil umgewandelt werden. Dem Fach-
mann ist ersichtlich, dafl dabei eine Reihe unter-
schiedlicher Techniken eingesetzt werden kann. Zu
solchen Techniken gehdren beispielsweise:

[0021] a) der Nitrophenylweg (siehe Miah et al., Nu-
cleosides and Nucletides, 1997, 16, S. 53-65), bei
dem man beispielsweise die uracilhaltige Verbindung
mit Chlortrimethylsilan in Acetonitril/1-methylpyrroli-
din und danach mit Trifluoressigsaureanhydrid sowie
anschlieBend. mit 4-Nitrophenol umsetzt. Der 4-Ni-
trophenolteil wird dann mit Ammoniak in walrigem
Dioxan unter Erhalt der cytosinhaltigen Verbindung
verdrangt; und

[0022] b) das Triazolierungsverfahren (siehe Diva-
kar et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1982,.
1171-6), bei dem man beispielsweise die uracilhalti-
ge Verbindung mit Essigsaureanhydrid in Pyridin und
dann nach Aufarbeitung mit Phosphorylchlorid,
1,2,4-Triazol und Triethylamin in Acetonitril unter Er-
halt des 4-Triazolopyrimidins umsetzt. Der Triazolteil
wird dann mit Ammoniak in wafrigem Dioxan ver-
drangt und nach Entfernung der Acetylgruppen die
cytosinhaltige Verbindung erhalten.

[0023] Die Schutzgruppen lassen sich mit im Fach-
gebiet fur die jeweilige Schutzgruppe und -funktion
bekannten Verfahren abtrennen. So lassen sich Acyl-
schutzgruppen, wie z. B. Ethanoyl- und Benzoylgrup-
pen, beispielsweise durch Behandlung mit einer Am-
moniaklésung in einem Alkohol, wie z. B. Ethanol, ab-
trennen.

[0024] Benzoyl-, Pivaloyl- und Amidingruppen las-
sen sich durch Behandlung mit konzentriertem waf-
rigem Ammoniak abtrennen.

[0025] Vorhandene Tritylgruppen lassen sich durch
Behandlung mit Saure, beispielsweise einer Losung
aus Dichloressigsaure in Dichlormethan, abtrennen.
Im Hinblick auf die Gesamt-Deblockierungsstrategie
besteht ein wichtiger zu berucksichtigender Punkt
darin, dal® die Abtrennung von Trityl-, haufig DMTr-,
Schutzgruppen ("Detritylierung") ohne gleichzeitige
Depurinierung ablaufen sollte, wenn die Base B ein
Pyrin, vor allem Adenin, bedeutet. Eine solche Depu-
rinierung 1aRt sich unterdriicken, indem die "Detrity-
lierung" mit einer verdiinnten Ldsung von Hydrogen-
chlorid bei niedriger Temperatur, insbesondere mit ei-
ner LOsung von ca. 0,45 M Hydrogenchlorid in Dio-
xan-Dichlormethan (1 : 8 v/v) bei -50°C, durchgefiihrt
wird. Unter diesen Reaktionsbedingungen laf3t sich
die "Detritylierung" schnell und vollstandig durchfiih-
ren, und zwar in gewissen Fallen in 5 Minuten oder
weniger.

[0026] Silyl-Schutzgruppen kénnen durch Fluorid-
behandlung, beispielsweise mit einer Losung eines
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Tetraalkylammoniumfluoridsalzes, wie z. B. Tetrabu-
tylammoniumfluorid, abgetrennt werden.

[0027] Fpmp-Schutzgruppen kénnen durch saure
Hydrolyse unter milden Bedingungen abgetrennt
werden.

[0028] Erfindungsgemal dargestellte Verbindungen
kénnen bei der Konstruktion eines gewtlinschten Oli-
gonukleotids durch Kopplung mit anderen Nukleosi-
den oder Oligonukleotiden (die ihrerseits erfindungs-
gemal hergestellt worden sein kdénnen) eingebaut
werden, wobei ein solches Verfahren einen weiteren
Aspekt der vorliegenden Erfindung bildet. Dabei wer-
den die im Fachgebiet zur Herstellung von Oligonuk-
leotiden bekannten Kopplungsverfahren eingesetzt.

[0029] Die vorliegende Erfindung wird durch die
nachfolgenden Beispiele weiter erlautert, ohne je-
doch darauf beschrankt zu sein.

Allgemeine experimentelle Einzelheiten

[0030] Die 'H- und "*C-NMR-Spektren wurden in ei-
nem Bruker-AM 360-Spektrometer bei 360,1 bzw.
90,6 MHz gemessen; dabei wurde Tetramethylsilan
als interner Standard verwendet. TLC wurde mit mit
Kieselgel 60-F ,;, vorbeschichteten Platten von Merck
(Art.-Nr. 5715), die im Lo&sungsmittelsystem A
[CHCI,-MeOH (85 : 15 v/v)] entwickelt wurden, durch-
geflhrt. Die Chromatographie wurde auf einer kurzen
Kieselgelsadule (Merck, Art.-Nr. 7729) durchgefihrt.
Acetonitril und 1-Methylpyrrolidin wurden durch Erhit-
zen unter Ruckfluf mit Calciumhydrid getrocknet und
anschlieBend  destilliert.  N,N-Dimethylacetamid
(DMA) wurde durch Destillation Gber Calciumhydrid
unter vermindertem Druck getrocknet. 2-Methoxye-
thanol wurde durch Erhitzen unter Rickflud mit Alu-
miniumfolie (1 g/250 ml) getrocknet und danach des-
tilliert. Diethylether wurde Gber Natriumdraht getrock-
net.

Darstellung von 2,2'-Anhydro-1-(3-D-arabinofurano-
syluracil

[0031] Uridin (12,21 g, 50 mmol), Diphenylcarbonat
(11,79 g, 55 mmol), Natriumhydrogencarbonat (0,21
g, 2,5 mmol) und trockenes DMA (10 ml) wurden un-
ter Ruhren bei 100°C zusammen erhitzt. Nach 5 h
wurden die Produkte auf Raumtemperatur abgekuihit
und unter Rihren mit. Diethylether (100 ml) versetzt.
Nach 2 Stunden wurde der farblose Niederschlag
(11,70 g) durch Filtration gesammelt und mit Ether
gewaschen (2 x 50 ml). Der einzige Nukleosidbe-
standteil des ausgefallenen Materials wurde durch
Vergleich mit authentischem Material als 2,2'-Anhyd-
ro-I-B-D-arabinofuranosyluracil identifiziert (berech-
nete quantitative Ausbeute: 11,31 g).
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Darstellung von 2'-O-(2-Methoxyethyl)uridin

[0032] Aluminiumfolie (3,64 g, 0,135 mol) und tro-
ckenes 2-Methoxyethanol (135 ml) wurden ca. 1 Std.
unter Rickflud erhitzt, bis das Aluminium vollstéandig
verbraucht war. Rohes (siehe oben) 2,2'-Anhyd-
ro-1-B-Darabinofuranosyluracil (10,18 g, ca. 43,5
mmol) wurde zugegeben, wonach die Reaktanden
48 Stunden am RuUckfluR erhitzt wurden. Danach
wurden die abgekihlten Produkte mit absolutem
Ethanol (200 ml) und anschlieBend mit Wasser (7,3
ml, 0,405 mol) und Celite versetzt. Das erhaltene Ge-
misch wurde 10 Minuten unter Ruckflufd erhitzt und
danach filtriert. Der Riuckstand wurde mit Ethanol ge-
waschen (3 x 100 ml). Das Filtrat und die Waschl6-
sungen wurden vereinigt und anschlieRend unter ver-
mindertem Druck eingedampft, so daf} ein blalRgelber
Feststoff erhalten wurde. Das Material wurde durch .
Chromatographie an eines kurzen Kieselgelsaule (70
g) gereinigt: die mit Dichlormethan-Methanol (90 : 10
v/v) eluierten entsprechenden Fraktionen wurden un-
ter vermindertem Druck eingedampft, so daf3. die Ti-
telverbindung als farbloser Feststoff erhalten wurde
(12,05 g, ca. 91%).

Darstellung von 2'-O-(2-Methoxyethyl)cytidin

[0033] 2'-O-(2-Methoxyethyl)uridin (6,05 g, 20
mmol), 1-Methylpyrrolidin (20 ml, 0,192 mol), Chlortri-
methylsilan (7,6 ml, 59,9 mmol) und trockenes Aceto-
nitril (100 ml) wurden zusammen bei Raumtempera-
tur gertihrt. Nach 1 Stunde wurden die Reaktanden
auf 0°C (Eis-Wasser-Bad) abgekiihlt, und Trifluores-
sigsaureanhydrid (7,1 ml, 50,3 mmol) wurde Uber 5
Minuten zugetropft. Nach weiteren 30 Minuten bei
0°C wurden die bei 0°C erhaltenen Reaktanden unter
Ruhren mit 4-Nitrophenol (8,35 g, 60 mmo1) versetzt.
Nach 3 Stunden wurden die Produkte in gesattigtes
walriges Natriumhydrogencarbonat (200 ml) gegos-
sen und. das erhaltene Gemisch wurde mit Dichlor-
methan extrahiert (3 x 100 ml). Die vereinigten orga-
nischen Schichten wurden getrocknet (MgSO,) und
unter vermindertem Druck eingedampft. Eine in ei-
nem verschlossen Kolben enthaltene Lésung des
Ruckstands in Dioxan (100 ml) wurde unter Ruhren
mit kozentriertem walrigem Ammoniak (d 0,88, 20
ml) versetzt und der Kolben anschliefend 24 Stun-
den bei 55°C erhitzt. Die erhaltene gelbe Lésung wur-
de unter vermindertem Druck konzentriert und der
Ruckstand mit absolutem Ethanol (3 x 50 ml) einge-
dampft. Die Produkte wurden durch Chromatogra-
phie auf einer kurzen Kieselgelsaule aufgetrennt: die
mit Dichlormethan-Methanol-Triethylamin (93:7:0,5
bis 90 : 10 : 0,5 v/v) eluierten entsprechenden Frakti-
onen wurden unter vermindertem Druck einge-
dampft, so daR die Titelverbindung als schmutzigwei-
Rer Feststoff erhalten wurde (5,07 g 84%).

6/7

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Darstellung einer Verbindung
der Formel (1):

B
X'0 OR
wobei

X und X' jeweils unabhangig voneinander fiir H oder
eine Schutzgruppe stehen;

B flr eine Base; und

R fur eine Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-
gruppe, die jeweils gegebenenfalls substituiert sein
kann, steht;

bei dem eine Verbindung der Formel (2):

XO LB

x'o
wobei L fir eine Abgangsgruppe steht; und
B X und X' die oben angegebene Bedeutung besit-
zen, mit einer Verbindung der Formel Al(OR),, wobei
R die oben angegebene Bedeutung besitzt, unter
weitgehend wasserfreien Bedingungen umgesetzt
wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Ab-
gangsgruppe ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus -OSO,CH,, -OSO,CF,, Cl, Br, I, O-Mesyl,
O-Brosyl, O-Tosyl und die Base B Uber ein Sauer-
stoff- oder Schwefelatom oder einen Teil mit der For-
mel -NR*-, wobei R* fur H oder eine C,_;-Alkyl- oder
eine Arylgruppe steht, in 2'-Stellung chemisch gebun-
den ist.

3. Verfahren zur Darstellung einer Verbindung
der Formel (3):

x'o OR

wobei
X und X' jeweils unabhangig voneinander fiir H oder
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eine Schutzgruppe stehen; B
R" und R? jeweils unabhéngig voneinander fir H, Al-

kyl, Alkenyl, Alkinyl oder Halogen stehen; und XO O

R fir eine Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-

gruppe, die jeweils gegebenenfalls substituiert sein

kann, steht;

bei dem eine Verbindung der Formel (4) x10 OR

wobei

X und X' jeweils unabhangig voneinander fiir H oder
eine Schutzgruppe stehen;

B flr eine Base; und

R fur eine Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-
gruppe, die jeweils gegebenenfalls substituiert sein
kann, steht;

oder eine Verbindung der Formel (3):

wobei

X, X', R" und R? die oben angegebene Bedeutung
besitzen; X0
mit einer Verbindung der Formel Al(OR),, wobei R die

oben angegebene Bedeutung besitzt, unter weitge-

hend wasserfreien Bedingungen umgesetzt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei sowohl R’ x’o OR
als auch R?firr H stehen oder R’ fir C,_,-Alkyl und R? _
fiir H steht. wobei
X und X' jeweils unabhéngig voneinander fir H oder
5. Verfahren nach einem vorhergehenden An-  €ine Schutzgruppe stehen;
Spruch’ wobei R fur eine C2_4_A|keny|gruppe’ eine R1 und R2 jeWeiIS Unabhéngig voneinander fur H, Al-
C,.-Alkylgruppe, eine C,_-Alkoxy-C, -Alkylgruppe kYl Alkenyl, Alkinyl oder Halogen stehen;
oder eine C,_,-Alkinylgruppe steht. und
R fir eine Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-
6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei R fiir eine ~ gruppe, die jeweils gegebenenfalls substituiert sein
Methoxyethylgruppe steht. kann, steht;
mit einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
7. Verfahren zur Darstellung einer Verbindung 7 dargestellt; und
der Formel (1), wobei B Cytosin oder ein substituier- D) die Verbindung der Formel (1) oder der Formel (3)
tes Derivat davon bedeutet, bei welchem Verfahren: ~ an ein Nukleosid oder Oligonukleotid gekuppelt wird.
a) eine Verbindung der Formel (1), wobei B Uracil
oder ein substituiertes Derivat davon bedeutet, mit ei-
nem Verfahren nach Anspruch 1 dargestellt; und
b) der Uracilteil in dem aquivalenten Cytosinteil um-
gewandelt; oder
c¢) eine Verbindung der Formel (3) mit einem Verfah-
ren gemaf Anspruch 2 dargestellt; und d) der darin
vorhandene Uracilteil in einen Cytosinteil umgewan-
delt wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen

8. Verfahren zur Herstellung eines Produktoligo-
nukleotids, bei dem:
a) eine Verbindung der Formel (1):

77



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche

