Tetrahedron Letters No. 39, pp 4043 - 4046, 1972. Pergamon Press. Printed in Great Britaimn.
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NEUE ZWISCHENPRODUKTE FUR SYNTHESEN MIT NUCLEINSAUREBAUSTEINEN1
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Ester der Chlorameisensidure sind wegen inrer vielfidltigen Umsetzungsméglich-
keiten wertvolle Zwischenstufen der organisch-chemischen Synthese. Fiihrt man
einen Nucleosidrest ein, so kdnnen die entsprechenden Chlorformiate eine Reihe
von neuen und oftmals rationelleren Wegen zu geschiitzten Nucleosiden und Nuc-
leotiden, wie sie fiir chemische Oligonucleotidsynthesen bendtigt werdenz’j,
und zu modifizierten Nucleosiden oder Analogen der Oligonucleotide bzw. Nuc-
leotid-coensyme eroffnen. Als Beispiele fiir die letztere Verbindungsklasse sind
u.a. Oligonucleotidanaloge mit Carbonat- statt Phosphatverkniipfungen darge-

4,5,

stellt worden die beiden beschriebenen Synthesewege um- oder iibergenhen je-
doch die Chlorformiatstufe. Wir konnten nun erstmals die Cnlorameisensidure-
ester einiger Pyrimidinnucleoside in reiner Form isolieren und bescnreiben
nier einen allgemein anwendbaren Syntheseweg und einige Umsetzungen dieser
neuen Gruppe von. Verbindungen.

Als Ausgangsmaterialien dienten 2'-Desoxy-thymidin, 3'-bsw. 5'-fB-Benzoylpro-
piony1—2'-desoxy-thymidin6 sowle 2',3'=-Isopropyliden-ribo-uridin. Diese Aus-
wahl gestattete es, sowohl die Stabilitit verschiedener Schnutzgruppen wie die
neantivitat verscniedemner UH-Gruppen unter den Reantionsbedingungen zu priifen.
Zur Uberfiinrung in den Cnlorameisensiureester wurden jeweils 1 mMol Nucleosid-
komponente in ca. 12'ml trochenem DioXxan geldst oder suspendiert und zum Ent-
fernen von Wasserspuren an der Ulpumpe auf 10 ml eingeengt. Anschnliefiend wurde
bei 60° unter gutem Rifnhren Phosgen eingeleitet (ca.3 n zur Substitution von
5'-0H, 4 n von }'-0H). Es entsteht eine hlare Losung des Chlorameisensidure-
esters, die eingefroren und lyopnilisiert wird, zur Entfernung restlicher Phos

genspuren geniigen zwei weitere Lyopnilisationen aus Benzol-oder Dioxanldsung.
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Die Cnlorameisenséureester I, II und III wurden so direkt analysenrein erhal-
ten, Unsubstituiertes Thymidin liefert unter diesen Bedingungen ein Gemisch
von Mono- und Dipnosgenierungsprodukt, Versuche, die Reahtion selektiv zur
Monophosgenierungsstufe zu filhren, waren nicht erfolgreich . I, II und IIT
sind u.a. in Aceton, Dioxan und - im Gegensatz zu den Ausgangsverbindungen -
in Benzol 18slicn. Sie kibnnen kiinl und trocken lingere Zeit ohne Zersetzung
aufbewahrt werden, zerfallen jedocn schnell in wissrigen Lésungsmitteln. Im
IR-Spektrum zeigen sie die fiir Chlorameisensiureester charakteristischen
C=0-Streckschwingungen bei 1778 cm™! (T und III) bzw. 1773 cm™! (11)7. Die
UV-Maxima stimmen mit denmen der Ausgangsverbindungen iiberein (Amax in Dioxan
= 245 nm fiir I und II, 258 nm fiir IIIS). Die kernresonanzspektrografische
Untersuchung von I - III bestdtigt die angegebenen Struhturen. Deutlicu.zeigt
sicn der induktive Einflufl der Chnlorformiatsubstitution auf die benachbarten
Bindungen. So macht sich die Pnosgenierung der 5'-0OH-Gruppe bei I und III
vornehmlich in einer Lageinderung des Signals der Cs,-Protonen nach niedri-
geren Feldstirken bemerikbar: 62H-C5, fiir I in d6—Aceton = 4,70 ppm gegeniiber
3,84 ppm im Ausgangsprodukt, desgl. fiir III in dg-Aceton = 4,64 ppm gegeniiber
3,78 ppm. Die Signale der iibrigen Zuckerprotonen werden nicnt oder fast nicnt
verdndert, Bei II beeinflufBt die -COCl - Substitution in 3'-Stellung vor allem

die 4 Protonen an C und Cu,. Die cnem. Verscniebungen in dg-Aceton

2!’ c3'
(in Klammern entspr., Werte fiir 5'-0-f8-Benzoylpropionyl-tnymidin) sind:
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S - ¢, = 560 ppm (4,55 ppm), &y, _ Cpe” 2,67 ppm (2,28 ppm), &, _ c,.
ca. 4,3 ppm (ca. 4,1 ppm). Einfliisse der Chlorformiatsubstitution auf Basen-
protonen, die sich nicht auf induktiver Basis deuten lassen, werden gegen-
wirtig niher untersucht9. Als weiterer Struktﬁrbeweis lassen sich die Massen
spektren von I - III heranziehen'®. Die Molekiilionen {(m/e = 46L/466 bei I, II
und 346/348 bei III) sind als Peaks héchster Massenzahl nachweisbar, Der Ver-
lust der Nucleobase ergibt intensitdtsschwache Fragmente bei m/e = 339/341
(I) bzw. 235/237 (II1), die Basen selbst kommen mit 1-2 H bei m/e = 126 bzw.
112/113. Der Chlorformiatrest fragmentiert offenbar in der Weise, daB zu-
néchst CO, eliminiert und Cl umgelagert wird (m/e = 420/422 bei I, II, 302/
304 bei IIT), anschlieBend wird durch HCl - Abgabe ein weiteres stabiles Frag-
ment erhalten (m/e = 364 bei I, II, 267 bei III). Bei III wird das Molekiil-
ion durch ein intensives Fragment der Masase M’-15 begleitet, das durch Ver-
lust einer Methylgruppe des Isopropylidenrests entstent. Im Bereich niedri-
gerer Massenzahlen treten neben den Basen bei I und II die Benzoylpropionyl-

"

gruppe (m/e = 161) und ein Fragment m/e = 81 als stdrkste hervor, beide

fehlen bei III (m/e = 43 als stirkstes Fragment). Das Intensititsverhiltnis
der Fragmentionen-Paare R-3501’ : R-37CI’ entspricht dem Isotopenmuster ei-
ner Monochlorverbindung.

Einige Derivate der Nucleosid-chlorameisensiureester wurden durch Umsetzung
mit Alkoholen und Aminen erhalten (etwa t0-facher UberschuB an Alkohol- oder
Aminkomponente, 1-2 h bei 50° in Pyridin). Mit Athanol und Piperidin konnten
die Athylcarbonate bzw. Piperidin-N-carbaminate von I - III in guten Ausbeu-
ten ernalten und durch Analyse, IR-, UV-, NMR- und Massenspektrografie charak-
terisiert werden. Das Phosgenierungsprodukt des d-Thymidins ergab ein Gemisch
von Mono- und Di-Hthyloxycarbonylderivat im Verhidltnis ca.85:15, mit p-Nitro-
phenol dagegen fast ausschlieBlich das Monosubstitutionsprodukt, das in
Schmelzpunkt, chromatografischen und spektrografischen Daten mit den Angaben
von K.K.Ogilvie und R.L.Letsinger2 fiir 5'-0-p~-Nitrophenyloxycarbonyl-thymidin
iibereinstimmte. Umfangreichere Untersuchungen iiber die Einfithrung von Carbo-

nat~ oder Carbaminatgruppen, insbesondere im Hinblick auf deren Schutzgrup-

peneigenschnaften, sind zur Zeit im Gang. Uber die Benutzung von Nucleosid-
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chlorameisensidureestern als Anfangsgliedern von Oligonucleotidketten in der

Triger-0Oligonucleotidsynthese ist in anderem Zusammenhang bericntet wordenIz.

Diese Arbeit wird von der Deutschen Forschungsgemeinscnaft unterstiitzt.

Frau Professor Dr. E, Husemann danke ich fiir ihr Interesse.
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