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4¢: Eine Lésung von 7e {4.70 g, 10.0 mmol) in EtOH (200 mL) wurde bei 0“C mit
einer H,S0,(2 N)/EtOH-Losung tropfenweise bis pH 3.1 (gegen Methylorange) an-
gesduert. Nach 2 h Rithren bei 0 °C wurde der pH-Wert der Lésung vorsichtig durch
Zugabe einer 2proz. KOH-Losung in EtOH bis pH 5.5 erhéht und das Reaktionsge-
misch eingeengt. Der Rickstand wurde in Ethylacetat (100 mL) aufgenommen, mit
H,O0 (100 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, eingeengt und Flash-chroma-
tographisch (mit Ammoniak vorbehandeltes Kieselgel, Ethylacetat/Petrolether 50/
50) gereinigt. Man isolierte 4¢ (4.24 g, 85%, trans:cis = 9:1) als zihes, farbloses Ol.
trans-4¢: R = 0.62 {(50% Ethylacetat/Petrolether 50/50); *H-NMR (250 MHz,
CDCl,): 6 =7.32-7.22 (m, 10H, ArH), 4.92 (d, J =15.0 Hz, 1H, CH,Ph), 4.88 (d,
J =149 Hz, 1H, CH,Ph), 4.50 (s, 1H, CHOEt).4.12 (d, J =15.0 Hz, 2H, CH,Ph),
3.65(s,3H, OCH,), 3.50-3.10 (m, 3H, CHCH,S, OCH,), 3.07 (s, 2H, SCH,C(0)),
2.75-2.25 (m, 6H, CH,CO,CH;, CH,C(0O), CH,S), 1.85 (Quintett, J =7.5 Hz,
2H, CH,CH,CH,), 1.05 (t, /=7.5Hz, 3H, CH,CH;); IR (CHCl,): v =1725,
1700 cm ™',

2¢: Ein Gemisch aus 4¢ (249 mg, 0.500 mmol) und Ethyl(trimethylsilyl)acetat
(189 uL, 1.05 mmol) in THF (1 mL) wurde tropfenweise bei —78°C in 20 min mit
TBAF (150 uL einer 0.1 M Losung in THF, 15 pmol) versetzt. Nach 20 min Riihren
bei ~78°C und 18 h Rijhren bei 25°C, wurde das Gemisch eingeengt und der
Riickstand in CH,Cl, (2 mL) aufgenommen. Die Lésung wurde auf —78 °C ge-
kiihlt, tropfenweise mit TMSOT (135 uL, 0.750 mmol) versetzt und das Gemisch
1h bei —78°C gerithrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit gesittigter, wéBriger
NH,CI-Losung (5 mL) hydrolysiert und mit CH,Cl, (50 mL) verdiinnt. Die organi-
sche Phase wurde mit H,O (40 mL) und geséttigter, wiBriger NaCl-Losung (40 mL)
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, eingeengt und durch Flashchromatographie
(Ethylacetat/Petrolether 80/20) gereinigt. Man erhielt das Imidazolidinon 2¢
(175 mg, 78%) als 3:2-Isomerengemisch. Beide [somere konnten in reiner Form
durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan erhalten werden.

(4R)-2¢: R, =0.65 (Ethylacetat/Petrolether 60/40); Schmp. 101.5-102.5°C:
[2]3° = —10.7 (¢ = 0.2 in CHCl,); "H-NMR (250 MHz, CDCl,): 6 =7.32-7.22 (m,
10H. ArH), 4.78 (d, J =15.2 Hz, 1H, CH,Ph), 4.57 (d, J/ =15.0 Hz, 1 H, CH,Ph),
4.22(d,J =152 Hz, 1t H, CH,Ph),4.05(d,J =15.0 Hz, { H, CH,Ph), 4.04-4.02 (m,
2H, H-6a, H-3a), 3.65 (s, 3H, CH,), 3.59 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H-4), 2.82-2.71 (m,
2H, H-6), 2.56 (dt, J =17.5, 7.5 Hz, 1H, CH,C(0)), 2.25 (dt, J =1.7, 7.5 Hz, 2H,
CH,C(O)), 1.95 (dt, J =17.5, 7.5 Hz, 1 H, CH,C(0)), 1.78 (Quintett, J =7.5 Hz,
2H, CH,CH,CH,); IR (CHCl,): ¥ =1725, 1700, 1680 cm™'; HR-MS (EI, 70 eV):
ber. fir C,sH,N,0,5:452.1770; gef.: 452.1766. - (45)-2¢: R; = 0.70 (Ethylacetat/
Petrolether 60/40); Schmp. 82.5-83°C; [2]3° = — 21.2 (¢ =1.3 in CHCL;); 'H-
NMR (400 MHz, CDCl,): § =7.35-7.25 (m, 10H, ArH),4.75(d, J =15.4 Hz, 1 H,
CH,Ph),4.50 (d,J =15.2 Hz, 1 H, CH,Ph), 4.45(d.J =152 Hz, 1H, CH,Ph), 4.29
(d, J=7.9Hz, 1H, H-3a), 4.21 (d, J =15.4 Hz, 1 H, CH,Ph), 4.20 (dd. J = 4.6,
7.9 Hz, 1H, H-6a), 3.65 (s, 3H. CH,), 3.58 (s, 1H, H-4), 2.75(d, / =129 Hz, 1 H,
H-6), 2.69 (dt, J =7.5. 17.3Hz, 1H, CH,C(0)), 2.56 (dd, J =4.8, 129 Hz, 1H,
H-6), 2.26-219 (m, 3H., CH,CO)), 1.78 (Quintett, J=73Hz, 2H,
CH,CH,CH,); IR (CHCI,): ¥ =1725, 1700, 1680 cm™'; HR-MS (EI, 70 eV): ber.
fiir C;5H,,N,0,S: 452.1770; gef.: 452.1760.

Eingegangen am 9. Juni 1995 [Z 8078]

Stichworte: Acyliminium-Ionen - Biotin - Cyclisierungen - Silyl-
enolether - Totalsynthesen

[1] Fiir frithe Synthesen von p-(+ )-Biotin siche: a) M. W. Goldberg, L. H. Stern-
bach, US-A 2489232, 1949 [Chem. Abstr. 1951, 45, 184b]; b) H. Ohrui, S.
Emoto, Tetrahedron Leis. 1975, 2765: ¢) P. N. Confalone, G. Pizzolato, E. G.
Baggiolini, D. Lollar. M. R. Uskokovic, J 4m. Chem. Soc. 1977, 99, 7020; d)
T. Ogawa, T. Kawano, M. Matsui, Carbohydr. Res. 1977, 57, C31; e) H. Ohrui,
N. Sueda, S. Emoto, Agric. Biol. Chem. 1978, 42, 865; f) J. Vasilevskis, . A.
Gualtieri, S. D. Hutchings, R. C. West, J. W. Scott, D. R. Parrish, F. T. Bizzar-
ro, G. F. Field, J. Am. Chem. Soc. 1978, 100, 7423; g} F. G. M. Vogel, I. Paust,
A. Niirrenbach, Liebigs Ann. Chem. 1980, 1972.

Biosynthese von D-( + )-Biotin: a) R. I. Parry, Tetrahedron 1983, 39,1215:b) A.

Marquet, Pure Appl. Chem. 1993, 65, 1249: ¢} P. Baldet, H. Gerbling, S.

Axiotis, R. Douce, Eur. J. Biochem. 1993, 217, 479.

[3] Die erste Isolierung ist beschrieben in: V. du Vigneaud, D. B. Melville, J. Ra-
chele, J. Biol. Chem. 1941, 140, 763.

[4] a) Themenheft: Ann. Acad. Sci. 1988, 447, 1-441; b) M. R. Uskokovic, Kirk-
Othmer Encycl. Chem, Technol. 3rd Ed. 1978—1984, 24, 41,

[5] Fiir einige Anwendungen siehe: a) M. Ahlers, W. Miiller, A. Reichert, H.

Ringsdorf, J. Venzmer, Angew. Chem. 1990, 102, 1310; Angew. Chem. Int. Ed.

Engl. 1990, 29, 1269; b) O. Livnah, E. A. Bayer, M. Wilchek, J. L. Sussman,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 5076; ¢) H. Martini, J. Rétey, Angew.

Chem. 1993, 105, 287; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32,278, d) 1. Sanyal,

S.-L. Lee, D. H. Flint, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 2637.

Fiir weitere Synthesen von D-(+)-Biotin siche: a) R. R. Schmidt, M. Maier,

Synthesis 1982, 747 b) R. A. Volkmann. J. T. Davis, C. N. Meltz, J. Am. Chem.

Soc. 1983, 105, 5946; c¢) T. Ravindramathan, S. V. Hiremath, D. Reddy,

A.V.R.Rao, Carbohydr. Res. 1984, 134,332;d) E. Poetsch, M. Casutt, Chimia

1987, 41, 148; ¢) H. L. Lee. E. G. Baggiolini, M. R. Uskokovic, Tetrahedron

2

[6

2584 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1995

1987, 43, 4887; ) E. J. Corey, M. M. Mehrotra, Tetrahedron Lett. 1988, 29, 57;

g) R. Bihovsky, V. Bodepudi, Tetrahedron 1990, 46, 7667; h) T. Fujisawa, M.

Nagai, Y. Koike, M. Shimizu, J. Org. Chem. 1994, 59, 5865; i) F. D. Deroose,

P. J De Clercq, ibid. 1995, 60, 321.

a) R. Kober, K. Papadopoulos, W. Miltz, D. Enders, W. Steglich, H. Reuter, H.

Puff, Tetrahedron 1985, 41, 1693; b) T. Allmendinger, G. Rihs, H. Wetter, Helv.

Chim. Acta 1988, 71, 395; ¢) R. M. Williams, P. J. Sinclair, D. Zhai, D. Chen,

J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 1547, d) H. H. Mooiweer, K. W. A, Ettema, H.

Hiemstra, W. N. Speckamp, Tetrahedron 1999, 46, 2991; ¢) E. C. Roos, H.

Hiemstra, W. N. Speckamp, B. Kaptein, J. Kamphuis, H. E. Schoemaker, Recl.

Trav. Chim. Pays Bas 1992, 111. 360.

[8] N. J. Newcombe, Y. Fang, R. I Vijn, H. Hiemstra, W. N. Speckamp, J. Chem.
Soc. Chem. Commun. 1994, 767.

9} a) A. Schoberl, R. Hamm, Chem. Ber. 1948, 81, 210; b) M. Casutt, E. Poetsch,
W. N. Speckamp (Merck GmbH), DE-A 3926690, 1991 [Chem. Abstr. 1991,
115, 8429k].

[10] Die Hydroxy- und Ethoxyimidazolidinone wurden Flash-chromatographisch
gereinigt, wobei das verwendete Kieselgel mit Ammoniak vorbehandelt wurde,
um die Eliminierung von Wasser bzw. Ethanol zu verhindern. Alle Reaktions-
produkte wurden durch IR- und NMR-Spektroskopie sowie Massenspektro-
metrie charakterisiert.

[11] E. Nakamura, T. Murofushi, M. Shimizu, 1. Kuwajima, J Am. Chem. Soc.
1976, 98, 2346.

[12] a) H. Hiemstra, W. N. Speckamp in The Alkaloids, Vol. 32 (Hrsg.: A. Brossi),
Academic Press, San Diego, 1988, S. 271-239; b) H. de Koning, M. J. Moole-
naar, H. Hiemstra, W. N. Speckamp in Studies in Natural Products Chemistry,
Vol. 13 (Hrsg.: Atta-ur-Rahman), Elsevier, Amsterdam, 1993, S. 473-518.

7

Phosphorothioate: S-Fragmentierung gegen
B-Silicium-Effekt **

Achim H. Krotz*, Patrick Wheeler und
Vasulinga T. Ravikumar

Modifizierte Oligonucleotide kdnnen als Antisense-Therapeu-
tica wirken!*1. Unter den bisher berichteten DNA-Modifikatio-
nen waren Phosphorothioate die erste Verbindungsklasse, die zu
klinischen Versuchen am Menschen herangezogen wurde!®. Um
im groffen MaBstab durchgefithrte Oligonucleotidsynthesen zu
optimieren, untersuchen wir neue Phosphor-haltige Schutz-
gruppen!®*l. Bei der automatischen DNA-Synthese werden
meist  f-Cyanethyl-3'-phosphoramidite  eingesetzt!®}, Die
Schutzgruppen werden dabei selektiv durch f-Eliminierung
entfernt!®l. Die Moéglichkeit, f-Silylethyl-geschiitzte Oligo-
nucleotide mit Nucleophilen selektiv durch p-Fragmentierung
zu spalten™ 71 (Schema 1), veranlate uns, eine Reihe von

5'c§ Base 56' Base
el el
‘Nu
? B-Fragmentierung ? — S[R-
4
X=p—0' ps——— X=F|’-Oj\/ :
[e] Base (o} Base
R R
) "
O Py
X = 0: DNA

X = §8: Phosphorothioat

Schema 1. Selektive Abspaltung der Schutzgruppen der f-Silylethyl-geschitzten
Oligonucleotide durch f-Fragmentierung.

[*] Dr. A. H. Krotz, P. Wheeler, Dr. V. T. Ravikumar
Isis Pharmaceuticals
2292 Faraday Avenue, Carlsbad, CA 92008 (USA)
Telefax: Int. + 6 19/9 29-05 28
E-mail: achim_krotz@isisph.com
[**] Die Autoren danken Dr. T. K. Wyrzykiewicz und Dr. D. L. Cole fiir hilfreiche
Diskussionen.
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Alkyl- und Alkyl-/Aryl-substituierten pS-Silylethylphosphor-
amiditen im Hinblick auf ihre Verwendbarkeit in der Oligo-
nucleotidsynthese zu testen.

Die Synthese der vier 5'-O-(4,4’-Dimethoxytrityl}thymidinyl-
3'-[2-(trialkyl/ arylsilyl)ethyl- N, N-diisopropyl] phosphoramidite
3a—d (a—d: R, = Me,, Et;, Me,/Bu, Ph,Me) ist in Schema 2
gezeigt. Die bendtigten f-Silylethanol-Derivate sind entweder

5-DMTO: T
o
NiPry L

a O.
Rasi/\/OH — Rgsi/\/ \Fly

NiP! ; P,
iPry RaSine~g” “NiPry
la-d 2a-d
3a-d
RO T
‘w 14 | SiR,
. ? a S?Me;
g OP=S b | SiEty
s b T ¢ | SiMeyBu
0 d | siPhMe
OAc T = N'- Thyminyl
R'=4,4-DMT: 4a-d )
R'=H: Sa-d

Schema 2. Synthese der p-Silylethyl-geschiitzten Phosphorothioate. a: PCl;
(4 Aquiv.), Et,0, Raumtemperatur (RT), 2 h, dann HN:Pr, (7 Aquiv.), Et,0, RT,
24 h, 85-95%; b: 1H-Tetrazol, 5-0-DMT-Thymidin, CH,CN, RT, 2-3 h, 65—
85%; c¢: 1H-Tetrazol, 3'-0-Ac-Thymidin, 3H-1,2-Benzodithiol-3-on-1,1-dioxid,
CH,;CN, RT, 5h, 77-88%; d: 2proz. DCA in CH,Cl,, RT, 5min, 95%.
DMT = 4,4-Dimethoxytrityl; DCA = Dichloressigsdure.

kduflich (1a, 1d) oder wurden aus Trialkylvinylsilan-Vorldufern
synthetisiert (1b, 1¢)!®. Im Falle von 1¢ stellten wir zunéchst
aus tBuMe,SiCl und (1-MethoxyvinyDlithium (1-Methoxyvi-
nyl)dimethylsilan (76 % Ausbeute) her. Die anschlieBende regio-
selektive Hydroborierung/Oxidation mit 9-Borabicyclo[3.3.1]-
nonan(9-BBN) (2 Aquiv.)/H,0, ergab 1c (92%). Entsprechend
der Standardarbeitsvorschrift (siche Experimentelles) wurden
1a—d zunéchst mit PCl, (4 Aquiv.) und nach Aufarbeitung mit
wasserfreiem HNiPr, (7 Aquiv.) umgesetzt, was die Bis(V,N-
Diisopropylamino)-2-trialkyl/arylsilylethoxyphosphine 2a-d in
nahezu quantitativer Ausbeute ergab. Bei der anschlieBenden
Phosphitylierung wurden 2a—d (2 Aquiv.) zunichst in wasser-
freiem CH,CN mit 1 H-Tetrazol (0.8 Aquiv.) 20 min aktiviert,
und diese Mischung wurde zu 5'-O-DMT-Thymidin (DMT =
4,4'-Dimethoxytrityl) gegeben. Die hydrophoben Reaktions-
produkte waren sowohl gegen die wiBrige Aufarbeitung (0.5 M
NaHCO,) als auch eine Flash-Chromatographie auf Kieselgel
stabil. Mischungen der R_/S -Diastereomere 3a—d (Verhiltnis
ca. 1:1) wurden in guter Ausbeute (65-85%) als farblose, glas-
dhnliche Feststoffe erhalten. Zur Untersuchung der Vertriglich-
keit der Schutzgruppen mit den bei der automatischen Synthese
iblicherweise 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-Acetylthymidin in Gegenwart von 1H-Tetrazol
(4 Aquiv.) in wasserfreiem CH,CN, gefolgt von der Oxidation
der resultierenden Trialkylphosphite mit 3H-1,2-Benzodithiol-
3-on-1,1-dioxid™®! (5 Aquiv.) lieferte nach Siulenchromatogra-
phie (*'P-NMR: § = 67-68, zwei Signale R,/S_-Isomere) die
geschiitzten Phosphorothioate 4a—d in hohen Ausbeuten
(77-88%).

Da einer der Schliisselschritte in der DNA-Synthese die Ab-
spaltung der 5-O-DMT-Schutzgruppen mit organischen Sdu-
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ren ist, miissen die Phosphor-haltigen Schutzgruppen gegen
Sédure stabil sein. Abspaltung der 5'-Schutzgruppen von 4a—d
mit 2proz. Dichloressigsdure(DCA)/CH,Cl, innerhalb von
5 min ergibt 5a—d in hoher Ausbeute. Werden die 0,0,0-Trial-
kylphosphorothioate 4a—d oder Sa—d linger den Reaktionsbe-
dingungen ausgesetzt, so resultierte eine effiziente und selektive
O-S-Wanderung der Schutzgruppe, was die 0,0,S-Trialkyl-
phosphorothioate 6a—d lieferte (Schema 3). 22 h Behandlung

Hi T T
O\W HO\\@/T _1 HO~\;OJ/
? ; ;
" -P= -P—G” . =P— '
Rosi NGO 8 posi- R0 —S O =S siRy
[o} T [} T o} T
0. 0.
OAc OAc OAc
L -
5a-d 6a-d

Schema 3. Umlagerung von 0,0,0-Trialkylphosphorothioaten. Das intermediire
B-Silyl-substituierte Kation kann durch (g-p),-Uberlappung (-Silicium-Effekt) hy-
perkonjugativ stabilisiert werden. Die Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster
Ordnung k, [107° s7*] (¢,, [h]) fiir die Umlagerung 5 — 6 in 2proz. DCA/CD,Cl,
bei 20°C betragen: a: 3.3 (5.8), b: 21 (0.9); ¢: 3.5 (5.5) bzw. d: 0.05 (385).

von 5S¢ mit 2proz. DCA/CH,CI, ergab 6¢ in 88% Ausbeute.
Das TOCSY-Spektrum von 6¢ zeigt eine starke Kopplung zwi-
schen dem Multiplett bei S =3 (CH,S) und dem bei S=1
(SiCH,), die bestitigt, daB nun die R,SiCH,CH,-Gruppe und
nicht eines der Nucleoside an den Schwefel gebunden ist. Die
Umsetzung von 6¢ unter den gleichen Reaktionsbedingungen
zeigt, daB die Isomerisierung irreversibel ist. Die O-S-Wande-
rung der Alkylgruppen der 0,0,0-Trialkylphosphorothioate,
allgemein als Thion-Thiol-Umlagerung bezeichnet, wird ther-
misch, durch Halogenalkane, durch elektronische Faktoren
oder EinfluB durch Lewis- oder Bronstedt-Sduren herbeige-
fiihrt!'®). Mechanistische Studien bewiesen, daB3 wiihrend der
Reaktion ein (Alkyl*)(Thiophosphat ~)-lonenpaar gebildet
wird. Eine interne Rilckkehr des Kations zum nucleophileren
Schwefelatom des ambidenten Phosphortioat-Ions fithrt dann zur
Bildung der thermodynamisch stabileren O,0,S-Trialkylphos-
phorothioate!?®* 9, Um die relative Stabilitit der vier g-Silyl-
ethylgruppen unter den Bedingungen zur Abspaltung der 5'-
DMT-Schutzgruppen quantitativ zu bestimmen, analysierten wir
31P_.NMR-spektroskopisch die Verteilung der Phosphor-haltigen
Verbindungen in Lésungen von Sa—d (0.01 mmol) in 2proz.
DCA/CD,Cl, (0.24 M, 0.6 mL). Der zeitliche Verlauf der Isome-
risierung von 5b ist in Abbildung 1 gezeigt. 5a—c (§ = 67) iso-
merisieren schnell zu 6a—c (6 = 32) (Schema 3). Unter den glei-
chen Bedingungen isomerisiert 5d nur sehr langsam (¢, =
385 h). Die ungewohnlich hohen Isomerisierungsgeschwindigkei-
ten von Sa-c unterstiitzen einen siurekatalysierten Isomerisie-
rungsimechanismus {iber ein Ionenpaar-Intermediat (Schema 3),
da Silylsubstituenten positive Ladungen in f-Position durch
(6-p),-Uberlappung stabilisieren kénnen (B-Silicium-Effekt)! 4],
Im Falle von 5d kdnnte die niedrigere Isomerisierungsgeschwin-
digkeit auf eine erniedrigte Elektronendichte der C-Si-¢-Bin-
dung durch Elektronenzug der Phenylgruppen und/oder ste-
rische Hinderung zuriickzufithren sein!?. Ldsungen von
2-(Diphenylmethylsilyl)ethyl-geschiitzten ~Phosphorothioaten
in CDCl,, CD,Cl,, [Dg]Aceton, [D,]Acetonitril, [D,JDMF,
[D(]DMSO, [D,]MeOH, EtOH und 1,2-Dichlorethan enthiel-
ten bei 20 °C nach vier Wochen keine Umlagerungsprodukte. In
80proz. Essigsdure wurden sowohl Solvolyse als auch Umlage-
rung beobachtet.
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0,0,0-Trialkylphosphat-Verunreinigungen enthielten. Das

* Verfolgen des zeitlichen Verlaufs der Abspaltung der Schutz-
330min  gryppen mit *!P-NMR-Spektroskopie brachte Licht in dieses
* unerwartete Ergebnis (Abb. 2). Die Abspaltung der Schutz-
225 min gruppen von Sa-d liefert durch S-Fragmentierung 7a-d. In
* einer konkurrierenden Reaktion findet aber ebenso die Umlage-
L 100 min rung von Sa—d zu 6a—d statt (Abb. 2, unten). Das Verschwin-
I * den von Sa—d folgt einer Kinetik erster Ordnung, die Geschwin-
I L 70 min digkeitskonstanten pseudoerster Ordnung (k) wurden aus dem
l % Intensitdtsabfall der 3!P-NMR-Signale von 5a—d berechnet
a—d 10 min (Tabelle 1). k; umfaBt die Geschwindigkeitskonstante der Hy-
*
L Beginn
Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung ( x 10%) [s™!] fiir die
YT T T T TR ]SSI LN NN L B L A I Abspaltung der Schutzgruppen/Umlagerung von Sa-d in NH,OH/Ethanol bei
70 60 50 30 20 10 207
-— 3§ 5a 5b 5¢ 5d
AbP. 1. 3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der4"l:hion-Thiol-Umlagergng von x 1.7 102 51 0.23
SI? in 2proz. DCA/CD,Cl, (1'61.9 MHz). Die ;mensnat der Signale def zwel R'P/Sp- 4 10 [a] schnell [a, b]
Diastereomere der 0,0,0-Trialkylphosphorthioate 5b (6 = 67, 67.5) nimmt mit der ’
Zeit ab, die der Signale der 0,0,S-Trialkylphosphorthioate 6b (6 = 32) nimmt zu. ky 10.2 7.5 31 0.22
Das anféngliche Spektrum wurde in CD,Cl, aufgenommen. * Triphenylphosphin- 101a] schnell [a, b]
oxid (§ = 36.7) wurde als interner Standard fiir die Quantifizierung benutzt, k, 1.5 2.7 2.0 0.007
3.31[c] 21 [c] 3.5[¢] 0.05 [¢]

. . . . . [a] Abspaltung der Schutzgruppen mit Bu,NF in THF, RT (2 Aquiv., 25 mm).
Der letzte Schritt der Ollgonucleoudsynthese ist die Entfer- [b] Abspaltung der Schutzgruppen innerhalb von Minuten. [c] Umlagerung in

nung der Schutzgruppen vom Riickgrat und den Basen. Die 2proz. DCA/CH,CL,

Behandlung von Sa-d mit 30proz. NH,OH/D,0/Ethanol

63:7:30 (v/v/v) filhrte selektiv zu den Phosphorothioaten 7a—d

(*'P-NMR: § = 56), es entstanden aber auch merkbare Men- drolyse von 5a—d, k,, und die Geschwindigkeitskonstante der
gen der Dialkylphosphate 8a—d (3-40%, 6 = 0.1) (Abb. 2 un- Umlagerung, k, [Gl. (a)]. Eine hohere Elektrophilie der Phos-
ten). Dies erstaunte uns vor allem deshalb, weil 5a-d keine

kg=ki+k, (a)
100 phorothioatgruppe von 6a—d beschleunigt die Hydrolyse (k,)
) am Phosphorzentrum und ermdglicht die Bildung der entspre-

chenden Diester 8a—d!*?! [Gl. (b)]. Die maximale Konzentra-

d[6/de = k, [S]—k,[6] (b)

tion (24%) des Intermediats 6c ist nach ca. 8 h erreicht. Sie
nimmt danach bis auf 0% ab, wihrend der Diestergehalt sich
seiner Endkonzentration anndhert. Das Verhiltnis aus Phos-
phorothioaten 7a—d und Phosphorsiurediestern 8a—d plus
0,0,S-Trialkylphosphorothioaten 6 a—d spiegelt direkt die rela-

: r tiven Geschwindigkeiten der Hydrolyse und der Umlagerung
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 wider [Gl. (¢)]. Mit den Gleichungen (a) und (c) konnen die Ge-

——— [h]

[7a-dl/[8a—d+6a—d] = k,/k, ©
R & o'R s

Ras~OP=8 S S O=p-s’ schwindigkeitskonstanten pseud.oerster Qrdr}ung k, und kz be-

O®R" O>R" rechnet werden (Tabelle 1). &k, nimmt mit steigendem sterischen

Sa-d 7a-d Anspruch der Substituenten am Silicium ab [k, (5a)>

k,(5b)>k,(5¢)> k,(5d)]. Die k,-Werte von Sa—c liegen in der

gleichen Groflenordnung, der Wert von 5d ist jedoch drastisch

kz »\ kleiner. Im Falle von 5d beobachteten wir kein Intermediat 6d

im 3'P-NMR-Spektrum. Die umgekehrte Proportionalitit der

NH,OH-Konzentration mit dem Phosphorsiurediestergehalt

R ks (l)"n' (Abb. 3) ist mit der Vorstellung vereinbar, dafl 6d tatsichlich als

0=P—S<~gip, o=h-0’ ein Intermediat gebildet, aber schneller hydrolysiert wird

O°R" o%R" (k3>k,). Eine Absenkung der NH,OH-Konzentration ernied-

6a-d 8a-d rigt die Hydrolysegeschwindigkeit, beeinflut k, aber kaum.

Abb. 2. 'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Abspaltung der Schutzgrup- Die Abspaltung der Schutzgruppen von 5din Methylamin/Was-

pen von 50c in %})prT;AlN}EﬁO}Il—I/DZS/EtO;H (667:7:3(;, viv/v). ObenO: Isie;ayivlirf\meil ser ist ca. 20mal schneller als in NH,OH, und in 40proz. Methyl-
X von 0.0.0 Trialkylphospharothioat Sc (9 = 67.3, 67.4, 4), 0,0,5-Trialkylphos- amin wird die Bildung der Dialkylphosphate vollkommen un-
phorothioat 6¢ (6 = 31.7, 31.8, ¢), 0,0-Dialkylphosphorothioat 7¢ (6 = 55.07, . R X , K

56.13, o) und Phosphorsiurediester 8¢ (6 = 0.1, o) als eine Funktion der Zeit. terdriickt. Mit noch nucleophileren Reagentien wie Bu,NF wer-

Unten: Unter den zuvor angefithrten Bedingungen konkurrierende Reaktionen. den innerhalb von Minuten alle SChutZgTUpan abgespalten.
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Abb. 3. Abspaltung der Schutzgruppen von 5d in 30proz. wiBriger Ammoniakls-
sung (o) und wéBriger Methylaminlsung (a) bei 62 °C. Das Verhiltnis Phosphor-
sidurediester zu Phosphorothioat (X [%]) hingt von der Konzentration und Nucleo-
philic der Base ab. In 40proz. wiBriger Methylaminlésung bildet sich kein Phos-
phorsdurediester.

Wir haben gezeigt, daB g-Silylethyl-geschiitzte 0,0,0-Tri-
alkylphosphorothioate effizient aus den Phosphoramiditen 3a~—d
hergestellt werden konnten. Die Abspaltung der Schutzgruppen
mit nucleophilen Agentien (Ammoniumhydroxid, Methylamin,
Fluorid™ ") fiihrte durch B-Fragmentierung selektiv zu den
Phosphorothioaten 7a—d. Die Phosphor-Schutzgruppen von
4/5a-csind deutlich anfillig fiir eine schnelle, durch g-Silicium-
Effekt unterstiitzte Thion-Thiol-Umlagerung, wobei die 0,0, 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-
phenyl)silylethoxy-Gruppe in 5d lassen jedoch auch dessen Ein-
satz in der Oligophosphorothioat-Synthese zu, das heildt, die
durch den g-Silicium-Effekt geférderte Thion-Thiol-Umlage-
rung wird sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedin-
gungen weitestgehend unterdriickt, wiahrend die selektive Ab-
spaltung der Schutzgruppen unter milden Bedingungen durch
eine f-Fragmentierung stattfindet.

Experimentelles

2a—d: Alle Arbeitsschritte wurden unter FeuchtigkeitsausschluB (Ar-Atmosphire)
durchgefiihrt. Zu einer eisgekihlten Lésung von PCl; (27.5 g, 200 mmol) in wasser-
freiem Et,0 (100 mL) wurde tropfenweise eine Losung der §-Silylethanol-Derivate
1a-d (50 mmol) in wasserfreiem Et,O (50 mL) gegeben. Das Eisbad wurde entfernt
und die Lsung nach 2 h im Vakuum eingeengt (20 Torr, dann { Torr). Es wurde
wasserfreies Et,0 (200 mL) und anschlieBend tropfenweise HNiPr, (50 mL) hinzu-
gegeben. Nach 24 h Rithren bei Raumtemperatur wurde die Mischung filtriert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, wobei 2a~d als farblose Ole in nahezu
quantitativer Ausbeute anfielen. *!P-NMR (81 MHz, CDCl,): 6 =123.7 (2a),
124.4 (2b), 123.9 (2¢), 123.4 (2d).

3a—d: Unter FeuchtigkeitsausschluB wurde 1H-Tetrazol (12 mmol) zu einer ge-
rithrten 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-
tyl)thymidin (15 mmol) gegeben. Nach 2—3 h wurde Triethylamin (30 mL) hinzuge-
fiigt und die Lésung 12 h bei — 20 °C gelagert. Nach Filtration wurde die Lésung im
Vakuum eingeengt. Der dlige Riickstand wurde in Ethylacetat gelst und die L-
sung mit NaHCO; (1 m) und H,O extrahiert. Die organische Phase wurde getrock-
net (Na,S0O,), eingeengt und das verbleibende O durch Flash-Chromatographie
auf Kieselgel (Eluent: n-Hexan/Ethylacetat/NEt, 90/10/0.1) gereinigt) und 3a~d
isoliert. 3'P-NMR (81 MHz, CDCl,): § =145.9, 146.1 (3a), 145.8, 146.0 (3b),
145.9, 146.1 (3¢), 146.0, 146.3 (3d).

4a—d: Unter FeuchtigkeitsausschluBl wurde 1H-Tetrazol (6 mmol) zu einer ge-
riihrten Losung von 3a—d (2 mmol) und ¥-0-Acetylthymidin (1 mmol) in wasser-
freiem CH,CN (10 mL) gegeben. Nach 2 h wurde eine Lésung von 3H-1,2-Benzodi-
thiol-3-on-1,1-dioxid (5 mmol) in wasserfreiem CH,CN (5 mL) hinzugefiigt. Nach
30 min wurde Triethylamin (1 mL) hinzugefiigt und die Mischung filtriert. Das
Filtrat wurde im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat geldst
und die Losung mit wiBrigem NaHCQ, (0.5 M) und H,O extrahiert. Die organische
Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und eingeengt. Aus dem Riickstand wurden nach
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Reinigung durch Flash-Chromatographie auf Kieselgel (Eluent: n-Hexan/Ethylace-
tat/NEt, 50/50/0.1 bis 20/80/0.1) 4a~d isoliert. 3'P-NMR (81 MHz, CDCl,):
& =67.5, 67.6 (4a), 67.6, 67.7 (4b), 67.2, 67.5 (4¢), 67.4, 67.5 (4d).
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Auf der Suche nach neuen Antibiotica wurde bei einem
Screening von Boden-Mikroorganismen das Antibioticum
SF 2315A 1 entdeckt!!). Nach den spektroskopischen Befunden
weist 1 ein Benz[a]anthracen-Grundgeriist auf, weshalb man die
Verbindung der Familie der Angucyclin-Antibiotica zugeordnet
hat!?l. Die relative Konfiguration von 1 wurde durch ejne Ein-
kristall-Rontgenstrukturanalyse bestimmt, die absolnte Konfi-
guration von 1 konnte bisher nicht festgelegt werden!!®,
SF 2315A 1 weist eine schwache Aktivitdt gegeniiber Gram-po-
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