
ZUSCHRIFTEN 

4c: Eine Losung von 7c (4 70 g, 10.0 mniol) in EtOH (200 mL) wurde hei 0°C niit 
einer H2S0,(2 N)/EtOH-Lhmg tropfenweise bis pH 3.1 (gegen Methylorange) an- 
gesiuert. Nach 2 h Ruhren bei 0 "C wurde der pH-Wert der Losung vorsichtig durch 
Zugabe einer Zproz. KOH-Liisung in EtOH bis pH 5.5 erhoht und das Reaktionsge- 
misch eingeengt. Der Ruckstand wurde in Ethylacetdt (100 mL) aufgenommen, mit 
H,O (100 mL) gewdschen, uber Na,SO, getrocknet, eingeengt und Flash-chroma- 
tographisch (mit Ammoniak vorbehandeltes Kieselgel, Ethylacetat/Petrolether 50/ 
50) gereinigt. Man isolierte 4c (4.24 g. 85 %, tian.> :cis = 9:i)  als zihes, farbloses 61. 
trans-4c: R, = 0.62 (50% Ethylacetat/Petrolethei- 50;SO); 'H-NMR (250 MHz, 
CDCI,): 6 =7.32-7.22 (in, IOH, ArH), 4.92 (d, J =15.0 Hz, l H ,  CH,Ph), 4.88 (d, 

3.65(s,3H,OCH,),3.50-3.10(m,3H,CHCH,S,OCH2),3.07(s,2H,SCH,C(O)), 
2.75-2.25 (m. 6H, CH,C02CH,, CH,C(O), CH,S), 1.85 (Quintett, J = 7 . 5  HL, 

1700 cm- I .  

Lc: Ein Gemisch aus 4c (249 nig, 0.500 mmol) und Ethyl(trimethylsily1)acetat 
(189 pL, 1.05 mmol) in 1-Hf  ( 1  mL) wurde tropfenweise hci - 78°C i n  20 min mit 
TBAF (150 yL einer 0.1 M Liisung in THF. 15 ymol) versetzt. Nach 20 min Riihren 
hei -78 "C und 18 h Ruhren hei 25 C. wnrde das Gemisch eingeengt und der 
Ruckstand in CH,CI, (2 mL) aufgenommen. Die Losung wurde auf -78 'C ge- 
kiihlt, tropfenweise mit TMSOTf (135 yL, 0.750 mmol) versetzt und das Gemisch 
1 h bei -78'C geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit gesittigter, wlnriger 
NH,CI-Losung ( 5  mL) hydrolysiert und mit CH,CI, (50 mL) verdunnt. Die organi- 
sche Phase wurde mit H,O (40 mL) uiid gesittigter, winriger NaCl-Losung (40 mL) 
gewaschen, uber MgSO, getrocknet, eingeengt und durch Flashchromatographie 
(Ethyldcetdt/Petrolether 80/20) gereinigt. Man erhielt das Imidazolidinon Zc 
(175 mg, 78%) als 3:2-lsomerengemisch. Beide Isomere konnten in reiner Form 
durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan erhalten werden. 
(4R)-2c: R,  = 0.65 (EthyldcetatlPetrolether 60/40); Schmp. 101.5-102.5 "C: 
[a]i5 = ~ 10.7 (c = 0.2 in CHCI,): 'H-NMR (250 MHz, CDCI,): d =7.32-7.22 (m, 
10H.ArH),4.78(d,J=15.2Hz.1H,CH2Ph),4.57(d,J=15.0Hz,IH,CH2Ph), 
4.22(d.J=15.2 Hz, 1 H.CH2Ph).4.05(d, J =15.0 Hz, 1 H,CHZPh),4.04-4.02(m, 
2H, H-6a, H-3a). 3.65 (s, 3H, CH,). 3.59 (d, J = 5.7 Hz, 1 H, H-4), 2.82-2.71 (m. 

CH2C(0)), 1.95 (dt, J = 17.5. 7.5 Hz, 1 H, CH,C(O)), 1.78 (Quintett, J = 7 . 5  Hz? 
2H, CH,CH,CH,): IR (CHCI,): i. =1725, 1700,1680cm-': HR-MS (EI, 70 eV): 
ber. fur C,,H,,N,O,S: 452.1770; gef.: 452.1766. -(4S)-2c: K ,  = 0.70 (Ethylacetat/ 
Petrolelher 60/40); Schmp. R2.5-83°C: [a]:' = - 21.2 ( c  =1.3 in CHCI,); 'H- 
NMR(400MHz.CDC13):6 =7.35-7.25(m,10H,ArH),4.75(d,J=l5.4Hz,lH, 

J=14.9H~,lH,CH,Ph),4.50(~,1H,CHOEt),4.12(d,J=15.0Hz,2H.CH,Ph), 

2H, CH2CH2CH,), 1.05 (t. J =7.5 Hz, 3H,  CH,CH,): IR (CHCI,): V =1725, 

2H,H-6),2.56(dt,J=17.5,7.5Hz,1H,CH2C(O)),2.25(dt,J=1.7,7.5H~,2H, 

CH2Ph).4.50(d,J=15.2H~,1H,CH,Ph),4.45(d.J=15.2Hz,1H,CH,Ph),4.29 
(d, J = 7 . 9 H z 3  1H.  H-+A). 4.21 ( d , J = I S . 4 H z ,  I H ,  CH,Ph), 4.20(dd. J = 4 . 6 ,  
7.9H~,lH,H-6a),3.65(~,3H.CH,),3.58(~,lH,H-4),2.75(d,J=12.9Hz,lH, 
H-6), 2.69 (dt, J=7 .5 .  17.3H2, l H ,  CH,C(O)), 2.56 (dd, J = 4 . 8 ,  12.9Hz, l H ,  
H-6). 2.26 -2.19 (m, 3H. CH,C(O)), 1.78 (Quintett, J = 7 . 3  Hz, 2H,  
CH,CH,CH,); IR (CHCI,): C =1725. 1700, 1680 c m - ' :  HR-MS (EI, 70 eV): ber. 
fur C,,H,,N,O,S: 452.1770; gef.: 452.3760. 
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[lo] Die Hydroxy- und Etlioxyiniidazolidiiione wurden Flash-chroinatographisch 
gereinigt, wobei das verwendete Kieselgel rnit Ammoniak vorbehandelt wurde, 
um die Eliminierung von Wasser bzw. Ethanol zu verhindern. Alle Reaktioiis- 
produkte wurden durch IR- und NMR-Spektroskopie sowie Massenspektro- 
metrie chardkterisiert. 
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Phosphorothioate : /?-Fragmentierung gegen 
/?-Silicium-Effekt * * 
Achim H. Krotz", Patrick Wheeler und 
Vasulinga T. Ravikumar 

Modifizierte Oligonucleotide konnen als Antisense-Therapeu- 
tica wirken[']. Unter den bisher berichteten DNA-Modifikatio- 
nen waren Phosphorothioate die erste Verbindungsklasse, die zu 
klinischen Versuchen am Menschen herangezogen wurde[']. Um 
im groDen MaSstab durchgefiihrte Oligonucleotidsynthesen zu 
optimieren, untersuchen wir neue Phosphor-haltige Schutz- 
g r ~ p p e n [ ~ ,  'I. Bei der automatischen DNA-Synthese werden 
meist fi-Cyanethyl-3'-phosphorainidite einge~etzt '~]. Die 
Schutzgruppen werden dabei selektiv durch /I-Eliminierung 
entferntC6]. Die Moglichkeit, fi-Silylethyl-geschutzte Oligo- 
nucleotide rnit Nucleophilen selektiv durch 8-Fragmentierung 
zu  palt ten[^,^] (Schema I ) ,  veranlaate uns, eine Reihe von 

i 

P 
X=P-O 

I 
0 

X = 0: DNA 
X = S: Phosphorothioat 

Schema 1. Selektive Ahspaltung der Schutzgruppen der /)-Silylethyl-geschutzten 
Oligonucleotide durch a-Fragmentierung. 

[*] Dr. A. H. Krotz, P. Wheeler, Dr. V. T. Ravikumar 
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Diskussionen. 
[**I Die Autoren danken Dr. T. K. Wyrzykiewicz und Dr. D. L. Cole fur hilfreiche 
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Alkyl- und Alkyl-/Aryl-substituierten P-Silylethylphosphor- 
amiditen im Hinblick auf ihre Verwendbarkeit in der Oligo- 
nucleotidsynthese zu testen. 

Die Synthese der vier 5'-0-(4,4'-Dimethoxytrityl)thymidinyl- 
3'- [2- (trialkyl/ arylsily1)ethyl- N,N-diisopropyl]phosphoramidite 
3a-d (a-d: R, = Me,, Et,, Me,tBu, Ph,Me) ist in Schema 2 
gezeigt. Die benotigten P-Silylethanol-Derivate sind entweder 

1-4 

a 
b 

c 

R3SimoH 

la-d 

SiR, 

SiMe3 

SiEt, 
SiMeztBu 

-- 

a 
+ 

R O Y T  

b - 
5'-DMTO 

P 
R3Si-0,P, NiPrl 

3a-d 

d I SiPhzMe 

OAC T = N'-Thyminyl 

J d  
R = 4.4-DMT. 4a-d 
R = H  58-d 

Schema 2. Synthese der 8-Silylethyl-geschutzten Phosphorothioate. a: PCI, 
(4 Aquiv.), Et,O, Raumtemperatur (RT), 2 h, dann HNzF'r, (7 Aquiv.), Et,O, RT, 
24 h, 85-95%; b: 1H-Tetrazoi, 5'-O-DMT-Thymidin, CH,CN, RT, 2-3 h, 65- 
85 YO; c: 1H-Tetrazol, 3'-O-Ac-Thymidin, 3H-1,2-Benzodithiol-3-on-l,l-dioxid, 
CH,CN, RT, 5h ,  77-88%; d: 2proz. DCA in CH,Cl,, RT, 5min, 95%. 
DMT = 4,4'-Dimethoxytrityl; DCA = Dichloressigsaure. 

kauflich (1 a, 1 d) oder wurden aus Trialkylvinylsilan-Vorlaufern 
synthetisiert ( l b ,  lc)['l. Im Falle von l c  stellten wir zunachst 
aus tBuMe,SiCl und (1-Methoxyviny1)lithium (1 -Methoxyvi- 
ny1)dimethylsilan (76 % Ausbeute) her. Die anschlieknde regio- 
selektive Hydroborierung/Oxidation rnit 9-Borabicyclo[3.3.1]- 
nonan(9-BBN) (2 Aquiv.)/H,O, ergab 1 c (92%). Entsprechend 
der Standardarbeitsvorschrift (siehe Experimentelles) wurden 
1 a-d zunachst mit PC1, (4 Aquiv.) und nach Aufarbeitung mit 
wasserfreiem HNiPr, (7 Aquiv.) umgesetzt, was die Bis(N,N- 
Diisopropylamino)-2-trialkyl/arylsilylethoxyphosp~ne 2 a- d in 
nahezu quantitativer Ausbeute ergab. Bei der anschlieljenden 
Phosphitylierung wurden 2 a-d (2 Aquiv.) zunachst in wasser- 
freiem CH,CN rnit 1 H-Tetrazol (0.8 Aquiv.) 20 min aktiviert, 
und diese Mischung wurde zu 5'-0-DMT-Thymidin (DMT = 

4,4'-Dimethoxytrityl) gegeben. Die hydrophoben Reaktions- 
produkte waren sowohl gegen die waljrige Aufarbeitung (0.5 M 
NaHCO,) als auch eine Flash-Chromatographie auf Kieselgel 
stabil. Mischungen der R,/S,-Diastereomere 3a-d (Verhaltnis 
ca. 1: 1) wurden in guter Ausbeute (65-85%) als farblose, glas- 
ahnliche Feststoffe erhalten. Zur Untersuchung der Vertraglich- 
keit der Schutzgruppen rnit den bei der automatischen Synthese 
iiblicherweise genutzten Bedingungen (Kupplung, Oxidation, 
Abspaltung der 5'-Schutzgruppen, Abspaltung der P-Schutz- 
gruppen) synthetisierten wir Homo-Thymidin-Phosphorothioat- 
Dimere als Modellsubstrate. Die Kupplung von 3a-d (2 Aquiv.) 
mit 3'-O-Acetylthyrnidin in Gegenwart von 1H-Tetrazol 
(4 Aquiv.) in wasserfreiem CH,CN, gefolgt von der Oxidation 
der resultierenden Trialkylphosphite rnit 3H-1,2-Benzodithiol- 
3-0n-1,I-dioxid~~~ (5 Aquiv.) lieferte nach Saulenchromatogra- 
phie (,'P-NMR: 6 = 67-68, zwei Signale R,/S,-Isomere) die 
geschiitzten Phosphorothioate 4 a-d in hohen Ausbeuten 

Da einer der Schlusselschritte in der DNA-Synthese die Ab- 
spaltung der 5'-0-DMT-Schutzgruppen rnit organischen Sau- 

(77-88 Yo). 

ZUSCHRIFTEN 

ren ist, miissen die Phosphor-haltigen Schutzgruppen gegen 
Saure stabil sein. Abspaltung der 5'-Schutzgruppen von 4a-d 
rnit 2proz. Dichloressigsaure(DCA)/CH,Cl, innerhalb von 
5 min ergibt 5a-d in hoher Ausbeute. Werden die O,O,O-Trial- 
kylphosphorothioate 4a-d oder 5a-d langer den Reaktionsbe- 
dingungen ausgesetzt, so resultierte eine effiziente und selektive 
0-S-Wanderung der Schutzgruppe, was die O,O,S-Trialkyl- 
phosphorothioate 6a-d lieferte (Schema 3). 22 h Behandlung 

I I ? I 0 

5a-d 6a-d 

Schema 3. Umlagerung von O,O,O-Trialkylphosphorothioaten. Das intermediire 
P-Silyl-substituierte Kation kann durch (u-p),-Uberlappung (b-Silicium-Effekt) hy- 
perkonjugativ stabilisiert werden. Die Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster 
Ordnung k ,  [lo-' s - ' 1  ( t l , ,  [h]) fur die Umlagerung 5 + 6 in 2proz. DCA/CD,CI, 
bei 20°C betragen: a: 3.3 (5 .8) ,  b: 21 (0.9); c:  3.5 (5.5) bzw. d: 0.05 (385). 

von 5c  rnit 2proz. DCA/CH,Cl, ergab 6 c  in 88% Ausbeute. 
Das TOCSY-Spektrum von 6c  zeigt eine starke Kopplung zwi- 
schen dem Multiplett bei S = 3 (CH,S) und dem bei S = 1 
(SiCH,) , die bestatigt, daB nun die R,SiCH,CH,-Gruppe und 
nicht eines der Nucleoside an den Schwefel gebunden ist. Die 
Umsetzung von 6c  unter den gleichen Reaktionsbedingungen 
zeigt, dalj die Isomerisierung irreversibel ist. Die O-S-Wande- 
rung der Alkylgruppen der 0,O,O-Trialkylphosphorothioate, 
allgemein als Thion-Thiol-Umlagerung bezeichnet, wird ther- 
misch, durch Halogenalkane, durch elektronische Faktoren 
oder Einflulj durch Lewis- oder Bronstedt-Sauren herbeige- 
fiihrt["]. Mechanistische Studien bewiesen, daB wahrend der 
Reaktion ein (Alkyl +)(Thiophosphat -)-Ionenpaar gebildet 
wird. Eine interne Riickkehr des Kations zum nucleophileren 
Schwefelatom des ambidenten Phosphortioat-Ions fuhrt dann zur 
Bildung der thermodynamisch stabileren O,O,S-Trial kylphos- 
phorothioate['Ocvdl. Um die relative Stabilitat der vier p-Silyl- 
ethylgruppen unter den Bedingungen zur Abspaltung der 5'- 
DMT-Schutzgruppen quantitativ zu bestimmen, analysierten wir 
3 1  P-NMR-spektroskopisch die Verteilung der Phosphor-haltigen 
Verbindungen in Losungen von Sa-d (0.01 mmol) in 2proz. 
DCA/CD,Cl, (0.24 M, 0.6 mL). Der zeitliche Verlauf der Isome- 
risierung von 5 b  ist in Abbildung 1 gezeigt. Sa-c (6 = 67) iso- 
merisieren schnell zu 6a-c  (6 = 32) (Schema 3). Unter den glei- 
chen Bedingungen isomerisiert Sd nur sehr langsam (t,,, = 
385 h) . Die ungewohnlich hohen Isomerisierungsgeschwindigkei- 
ten von 5 a-c unterstiitzen einen saurekatalysierten Isomerisie- 
rungsmechanisrnus uber ein Ionenpaar-Intermediat (Schema 3), 
da Silylsubstituenten positive Ladungen in P-Position durch 
(a-p),-Uberlappung stabilisieren konnen (P-Silicium-Effekt)[' 'I. 
Tm Falle von 5d konnte die niedrigere Isomerisierungsgeschwin- 
digkeit auf eine erniedrigte Elektronendichte der C-Si-o-Bin- 
dung durch Elektronenzug der Phenylgruppen undjoder ste- 
rische Hinderung zuriickzufiihren sein[l 'I. Losungen von 
2-(Diphenylmethylsilyl)ethyl-geschutzten Phosphorothioaten 
in CDCl,, CD,Cl,, [DJAceton, [DJAcetonitril, [DJDMF, 
[DJDMSO, [DJMeOH, EtOH und 1,2-Dichlorethan enthiel- 
ten bei 20 "C nach vier Wochen keine Umlagerungsprodukte. In 
8Oproz. Essigsaure wurden sowohl Solvolyse als auch Umlage- 
rung beobachtet. 
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Abb. 1. " P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Thion-Thiol-Umlagerung von 
5b in 2proz. DCA/CD,CI, (161.9 MHz). Die Intensitit der Signale der zwei R,/S,- 
Diastereomere der 0,0,0-Trialkylphosphorthiodte 5 b (6 = 67,67.5) nimmt mit der 
Zeit ab, die der Signale der O,O,S-Trialkylphosphorthioate 6b (6 = 32) nimmt zu. 
Das angngliche Spektrum wurde in CD,CI, aufgenommen. * Triphenylphosphin- 
oxid (6 = 36.7) wurde als interner Standard fur die Quantifizierung benutzt. 

Der letzte Schritt der Oligonucleotidsynthese ist die Entfer- 
nung der Schutzgruppen vom Riickgrat und den Basen. Die 
Behandlung von 5 a-d rnit 30proz. NH,OH/D,O/Ethanol 
63:7: 30 (v/v/v) fiihrte selektiv zu den Phosphorothioaten 7a-d 
(,lP-NMR: 6 = 5 6 ) ,  es entstanden aber auch merkbare Men- 
gen der Dialkylphosphate 8a-d (3-40%, 6 = 0.1) (Abb. 2 un- 
ten). Dies erstaunte uns vor allem deshalb, weil 5a-d keine 

100 

75 

1 50 
X [%I 

25 

0 
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 - r[hl 

6a-d 8a-d 
Ahb. 2.  "P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Abspaltung der Schutzgrup- 
pen von5cin 30prOz. NH,OH/D,O/EtOH (67:7:30, V/v/v). Oben: Relativer Anteil 
X von 0.0,O-Tcialkylphosphorothioat 5c (6 = 67.3, 67.4. A),  Q,O,S-Trialkylphos- 
phorothioat 6c (6 = 31.7, 31.8, o),  0.0-Dialkylphosphorothiodt 7c  (6 = 55.07, 
56.13, 0 )  und Phosphorsiurediester 8 c  (6 = 0.1, n) als eine Funktion der Zeit. 
Unten: Unter den mvor angefuhrten Bedingungen konkurrierende Reaktionen. 

O,O,O-Trialkylphosphat-Verunreinigungen enthielten. Das 
Verfolgen des zeitlichen Verlaufs der Abspaltung der Schutz- 
gruppen rnit 'P-NMR-Spektroskopie brachte Licht in dieses 
unerwartete Ergebnis (Abb. 2). Die Abspaltung der Schutz- 
gruppen von 5a-d liefert durch P-Fragmentierung 7a-d. In 
einer konkurrierenden Reaktion findet aber ebenso die Umlage- 
rung von 5a-d zu 6a-d statt (Abb. 2, unten). Das Verschwin- 
den von 5a-d folgt einer Kinetik erster Ordnung, die Geschwin- 
digkeitskonstanten pseudoerster Ordnung (k,) wurden aus dem 
Intensitatsabfall der 31P-NMR-Signale von 5a-d berechnet 
(Tabelle 1).  k, umfal3t die Geschwindigkeitskonstante der Hy- 

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung ( x 10') [s-'1 fur die 
Abspaltung der Schutzgruppenlumlagerung von 5 a-d in NH,OH/Ethanol bei 
20 "C. 

5a 5b 5 C  5d 

k ,  11.7 10.2 5.1 0.23 
10 [a] schnell [a, b] 

10 la1 schnell [a, b] 
k ,  10.2 7.5 3.1 0.22 

k ,  1.5 2.7 2.0 0.007 
3.3 [c] 21 [cl 3.5 [c] 0.05 [c] 

~ 
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[a] Abspaltung der Schutzgruppen mit Bu,NF in THF, RT (2 Aquiv., 25 mM). 
[b] Abspaltung der Schutzgruppen innerhalb von Minuten. [c] Umlagerung in 
2proz. DCA/CH,CI, 

drolyse von 5a-d, k ,  , und die Geschwindigkeitskonstante der 
Umlagerung, k ,  [Gl. (a)]. Eine hohere Elektrophilie der Phos- 

k ,  = k ,  f k ,  (4 

phorothioatgruppe von 6a-d beschleunigt die Hydrolyse ( k , )  
am Phosphorzentrum und ermoglicht die Bildung der entspre- 
chenden Diester 8a-d[13] [GI. (b)]. Die maximale Konzentra- 

tion (24%) des Intermediats 6c  ist nach ca. 8 h erreicht. Sie 
nimmt danach bis auf 0 %  ab, wahrend der Diestergehalt sich 
seiner Endkonzentration annahert. Das Verhaltnis aus Phos- 
phorothioaten 7a-d und Phosphorsaurediestern 8a-d plus 
O,O,S-Trialkylphosphorothioaten 6 a-d spiegelt direkt die rela- 
tiven Geschwindigkeiten der Hydrolyse und der Umlagerung 
wider [Gl. (c)]. Mit den Gleichungen (a) und (c) konnen die Ge- 

(C) [7a-d]/[Sa-d+6a-d] = kJk, 

schwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung k ,  und k2 be- 
rechnet werden (Tabelle 1). k ,  nimmt mit steigendem sterischen 
Anspruch der Substituenten am Silicium ab [k,(5a) > 
k l (5b )>k l (5c )>  kl(5d)]. Dick,-Wertevon 5a-cliegen in der 
gleichen GroDenordnung, der Wert von 5d ist jedoch drastisch 
kleiner. Im Falle von 5d beobachteten wir kein Intermediat 6d 
im 'P-NMR-Spektrum. Die umgekehrte Proportionalitat der 
NH,OH-Konzentration rnit dem Phosphorsaurediestergehalt 
(Abb. 3) ist mit der Vorstellung vereinbar, dafi 6 d  tatsachlich als 
ein Intermediat gebildet, aber schneller hydrolysiert wird 
(k ,  > k,). Eine Absenkung der NH,OH-Konzentration ernied- 
rigt die Hydrolysegeschwindigkeit, beeinflufit k, aber kaum. 
Die Abspaltung der Schutzgruppen von 5d in Methylamin/Was- 
ser ist ca. 20mal schneller als in NH,OH, und in 40proz. Methyl- 
amin wird die Bildung der Dialkylphosphate vollkommen un- 
terdriickt. Mit noch nucleophileren Reagentien wie Bu,NF wer- 
den innerhalb von Minuten alle Schutzgruppen abgespalten. 
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c M  - 
Abb. 3 .  Abspaltung der Schutzgruppen von 5d in 30proz. waRriger Ammoniaklo- 
sung (0) und waBriger Methylaminlosnng (A) bei 62 "C. Das Verhdltnis Phosphor- 
siurediester zu Phosphorothioat (,I"%]) hangt von der Konzentration und Nucleo- 
philie der Base ab. In 40proz. wdRriger Methylaminlosung bildet sich kein Phos- 
phorsaurediester. 

Wir haben gezeigt, daB fi-Silylethyl-geschiitzte O,O,O-Tri- 
alkylphosphorothioate effizient aus den Phosphoramiditen 3a-d 
hergestellt werden konnten. Die Abspaltung der Schutzgruppen 
rnit nucleophilen Agentien (Ammoniumhydroxid, Methylamin, 
F l ~ o r i d [ ~ .  71) fiihrte durch j-Fragmentierung selektiv zu den 
Phosphorothioaten 7a-d. Die Phosphor-Schutzgruppen von 
4/5 a-c sind deutlich anfallig fur eine schnelle, durch fi-Silicium- 
Effekt unterstiitzte Thion-Thiol-Umlagerung, wobei die O,O,S- 
Trialkylphosphorothioate 6a-c entstehen, die unter den Be- 
dingungen zur Abspaltung der Schutzgruppen in die Dialkyl- 
phosphate 8a-c iibergehen. Die Eigenschaften der 2-(Methyldi- 
pheny1)silylethoxy-Gruppe in 5 d lassen jedoch auch dessen Ein- 
satz in der Oligophosphorothioat-Synthese zu, das heifit, die 
durch den j-Silicium-Effekt geforderte Thion-Thiol-Umlage- 
rung wird sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedin- 
gungen weitestgehend unterdruckt, wahrend die selektive Ab- 
spaltung der Schutzgruppen unter milden Bedingungen durch 
eine j-Fragmentierung stattfindet. 

Experimentelles 
2 a-d: Alle Arbeitsschritte wurden unter FeuchtigkeitsausschluB (Ar-Atmosphlre) 
durchgefuhrt. Zu einer eisgekuhlten Losung von PCI, (27.5 g, 200 mmol) in wasser- 
freiem Et,O (100 mL) wurde tropfenweise eine Losung der p-Silylethanol-Derivate 
1 a-d (50 mmol) in wasserfreiem Et,O (50 mL) gegeben. Das Eisbad wurde entfernt 
und die Losung nach 2 h im Vakuum eingeengt (20 Torr, dann 1 Torr). Es wurde 
wasserfreies Et,O (200 mL) und anschlieBend tropfenweise HNzFr, (50 mL) hinzu- 
gegeben. Nach 24 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Mischung filtriert und 
das Losuugsmittel im Vakuum entfernt, wobei Za-d als fatblose ole  in nahezu 
quantitativer Ausbeute anfieten. 31P-NMR (El MHz, CDCl,): 5 =123.7 (Za), 
124.4 (Zb), 123.9 (Zc), 123.4 (Zd). 

3a-d: Unter FeuchtigkeitsausschluB wurde 1H-Tetrazol (12 mmol) zu einer ge- 
ruhrten Losung von 2a-d (30 mmol) in wasserfreiem CH,CN (600 mL) gegeben. 
Nach 20 min wurde diese Losung innerhalb von 30 min zu 5'-0-(4,4'-Dimethoxytri- 
ty1)thymidin (15 mmol) gegeben. Nach 2-3 h wurde Triethylamin (30 mL) hinzuge- 
fiigt und die Losung 12 h bei - 20 "C gelagert. Nach Filtration wurde die Losung im 
Vakuum eiugeengt. Der olige Ruckstand wnrde in Ethylacetat gelost und die Lo- 
sung rnit NaHCO, (1 M) und H,O extrahiert. Die organische Phase wurde getrock- 
net (Na,SO,), eingeengt und das verbleibende 0 1  durch Flash-Chromatographie 
auf Kieselgel (Eluent: n-HexanjEthylacetatjNEt, 90/10/0.1) gereinigt) und 3a-d 
isoliert. "P-NMR (81 MHz. CDCI,): 6 =145.9, 146.1 (3a), 145.8, 146.0 (3b), 
145.9, 146.1 (3c), 146.0, 146.3 (3d). 

4a-d: Unter FeuchtigkeitsausschluR wurde 1H-Tetrazol (6 mmol) zu einer ge- 
ruhrten Losung von 3 s - d  (2 mmol) und 3'-0-Acetylthymidin (I mmol) in wasser- 
freiem CH,CN (10 mL) gegeben. Nach 2 h wurde eine Losung von 3H-1,2-Benzodi- 
thiol-3-on-1,l-dioxid (5 -01) in wasserfreiem CH,CN ( 5  mL) hiuzugefugt. Nach 
30 min wurde Triethylamin (1 mL) hinzugefugt und die Mischung filtriert. Das 
Filtrat wurde im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde in Ethylacetat gelost 
und die Losung mit waljrigem NaHCO, (0.5 M) und H,O extrahiert. Die organische 
Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und eingeengt. Aus dem Ruckstand wurden nach 

Remigung durch Flash-Chromatographie auf Kieselgel (Eluent: n-HexadEthylace- 
tatjNEt, 50j50jO.l bis 20/80/0.1) 4a-d isoliert. 3'P-NMR (81 MHz. CDCI,): 
6 = 67.5, 67.6 (4a). 67.6, 67.7 (4b}, 67.2, 67.5 (4c), 67.4, 67.5 (4d). 

Eingegangen am 3 .  Mai 1995 [Z 79531 

Stichworte : Antisense-Oligonucleotide . Nachbargruppeneffekte . 
Nucleotide . Phosphorverbindungen . Umlagerungen 

[l] S. T. Crooke in Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discowry, Vol. 1 
(Hrsg.: M. E. Wolff), Wiley, 1995, S. 863-900, zit. Lit. 

[2] S.  T. Crooke, Annuuf Meeting of the Federution of the American Socieiy of 
Experimental Biology (FASEBI , April, 1994, Anaheim, CA, USA. 

[3] Ein Homo-Thymidinphosphorsaurediester-Dodecamer (TI,) mit einem mittle- 
ren Kupplungsgrad von 98.5 % wurde auf CPG rnit 2-(MethylphenylmethyIsi- 
1yl)ethylphosphoramidit 3d synthetisiert. a) V. T. Ravikumar, H. Sasmor, 
D. L. Cole, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1993,3,2637-2640; b) V. T. Ravikumar, 
T. K. Wyrzykiewicz, D. L. Cole, Tetrahedron 1994, 50, 9255-9266. 

[4] Ein Homo-Thymidinphosphorothioat-Heptamer (T,) wurde mit einem mittle- 
ren Kupplungsgrad von 99% anf CPG rnit Hilfe von 3d synthetisiert: V. T. 
Ravikumar, D. L. Cole, Gene 1994, 149, 157-161. 

[5] S. L. Beaucage, M. H. Caruthers, Tetrahedron Lett. 1981, 22. 1859-1862. 
[6] N. D. Sinha, J. Biernat, H. Koster, Tefrahedron Lett. 1983, 24, 5843 -5846. 
[7] S. Honda, T. Hata, Tetrahedron Lett. 1981, 22, 2093-2096. 
[S] J. A. Soderquist, I. Rivera, A. Negron, J.  Org. Chem. 1989, 54, 4051- 

4055. 
(91 R. P. Iyer, L. R. Phillips, W Egan, J. B. Regan, S. L. Beaucage, J.  Org. Chem. 

1990,55,4693-4699. 
[lo] a )H .  Teichmann, G. Hilgetag, Angew. Chem. 1967, 79, 3077-1088; A n g w .  

Chem. Int. Ed. Engl. 1967, 6, 1013-1023; b) R. G. Cooks, A. F. Gerrard, J.  
Chem. Soc. B1968,1327-1333;c)K. Bruzik, W. J. Stec,J Org. Chem. 1981,46, 
1625-1630; d) C. D. Poulter, D. S. Mautz, J.  Am. Chem. SOC. 1991. 113,4895- 
4903. 

[ l l ]  J. 9. Lambert, Tetrahedron 1990, 46, 2677--2689, zit. Lit. 
1121 N. Shimizu, S. Watanabe, F. Hayakawa, S. Yasuhara, Y. Tsuno, T. lnazu, BUN. 

Chem. SOC. Jpn. 1994,67, 500- 504. 
[13] In einem Kontrollexperiment spalteten wir von 6c die Schutzgruppen nnter den 

gleichen Bedingungen ab. 8c war das einzige Produkt ("P-NMR 6 = 0.02), 
k 3 = 1 . 4 ~ 1 0 - ~ s - '  (t1,,=13.4h). 

Tatalsynthese yon (+)-SF 2315A und 
Bestimmung der absoluten Konfiguration 
dieses Naturstoffs** 
Kyungjin Kim und Gary A. Sulikowski* 

Auf der Suche nach neuen Antibiotica wurde bei einem 
Screening von Boden-Mikroorganismen das Antibioticum 
SF 231 5A 1 entdeckt"]. Nach den spektroskopischen Befunden 
weist 1 ein Benz[a]anthracen-Grundgerust auf, weshalb man die 
Verbindung der Familie der Angucyclin- Antibiotica zugeordnet 
hat[21. Die relative Konfiguration von 1 wurde durch cine Ein- 
kristall-Rontgenstrukturanalyse bestimmt, die qbsolpte Konfi- 
guration von 1 konnte bisher nicht festgelegt werden" '1. 
SF 2315A 1 weist eine schwache Aktivitat gegenuber Gram-po- 
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