tal 6a nachweisen. Durch Zusatz von Linolsduremethylester
zur Reaktionslésung konnte die Ausbeute an 6a etwa um
den Faktor 10 erhoht werden.

Diese Versuche zeigen, dal3 maskierte «-Hydroxyaldehyde
unter sehr milden Bedingungen entstehen k&nnen, auch
ohne Enzymbeteiligung. Man kann daher schlieBen, daB
analoge Oxidationen an Plasmalogenen unter Bildung von
maskierten a-Hydroxyaldehyden auch in vivo stattfinden
konnten.

Experimentelles

2: Beispiel: R’ = CH,,; DC (Cyclohexan:Essigester 1:2): R; =0.14 (R =
R” = R” = H); GC (OV 101): R = 2186/2206 [R = R” = R” = Si{(CH,);};
MS (70 eV): m/z 103 (100%), 73 (76), 219 (76), 147 (32), 129 (28), 279 (12), 259
(8), 205 (2) [R = R” = R = Si(CH,),].

4: Ausbeute (Synthese): ca. 10%; DC (Cyclohexan: Essigester 10:1):
R, =0.88;: GC (OV 101): Rl =1553/1600 (cis/trans); MS (70 eV): mjz 57
(100%), 99 (44), 43 (40), 82 (26), 68 (14), 226 (M*, 5); *"H-NMR (500 MHz,
CeDy): cis: 6 = 0.78 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.90 (t, J =7.0 Hz, 3H), 1.20-1.40 (m,
16H), 1.38-1.46 (m, 2H), 2.35 (dq, J=7.3, 1.4 Hz, 2H), 3.37 (t, J = 6.5 Hg,
2H), 4.45 (dt, J=17.3, 6.3Hz, 1H), 585 (dt, J = 6.3, 1.4 Hz, 1H); trans:
6 =0.82 (t, J =74 Hz, 3H), 091 (t, J=7.0Hz, 3H), 1.20-1.40 (m, 16H),
1.46-1.54 (m, 2H),1.94(dq,J =7.3,1.1 Hz, 2H), 3.40 (t, J/ = 6.5 Hz, 2H), 4.83
(dt, J =12.6, 7.3 Hz, 1H), 6.32 (d, J =12.6 Hz, 1H); **C-NMR (500 MHz,
C¢Dy): cis/trans-1somerengemisch (ca. 1:3): 6 =10.4, 10.6, 14.3, 22.9, 23.1,
23.4, 24.6, 28.3, 29.5, 29.7, 29.8, 30.0, 30.0, 30.1, 30.4, 31.4, 32.3, 70.5, 73.5,
103.7, 106.8, 145.5, 147.0. Fiir die jeweiligen Reaktionen wurde ein cis/trans-
Isomerengemisch eingesetzt.

5: Ausbeute (Synthese): 86%; DC (Cyclohexan: Essigester 4:1): R, = 0.47;
GC (OV 101): RI =1943/2013 (cis/trans); MS (70 eV): m/z 159 (100%), 43
(87), 57 (44). 99 (23); "H-NMR (500 MHz, CDCly): cis: d = 0.88(t, J = 6.7 Hz,
3H), 1.21-1.56 (m, 12H), 2.0~2.06 (m, 2H), 2.07 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 3.84
(dd, J = 0.7, 5.3 Hz, 2H), 4.17 (dd, J = 6.0, 12.0 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 3.9,
12.0 Hz, 1 H), 4.40 (dt, J = 6.1, 7.4 Hz, 1 H), 5.19 (dt, J = 5.4, 6.1 Hz, 1H), 5.89
(dt, J =1.4, 6.1 Hz, 1H); trans: 6 =0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H), 1.21-1.38 (m,
12H), 1.86-1.94 (m, 2H), 2.1 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 3.78 (d, J = 5.1 Hz, 2H),
4.18 (dd, J = 5.8, 12.0 Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 3.9, 12.0 Hz, 1H), 4.79 (dt,
J =7.3,12.6 Hz, 1 H), 5.20-5.28 (m, 1H), 6.21 (dt, J = 2.7, 12.6 Hz, 1 H).
6a: Ausbeute (Payne-Epoxidierung von 4 in CH;OH): 22%; DC (Cyclohe-
xan:Essigester 10:1): R, = 0.23; GC (OV 101): RI =1835/1848; als TMS-
Ether: R1 =1911/1924; MS (70 eV): m/z 103 (100%), 61 (94}, 57 (32), 43 (32),
71 (20), 215 (4), 243 (2), 256 (0.5); als Trimethylsilyl (TMS)-Ether: m/z 103
(100%), 61 (93), 73 (21), 43 (16), 243 (3), 257 (2), 287 (1), 314 (0.5).

6b: DC (Cyclohexan:Essigester 10:1): R, = 0.23; GC (OV 101): RI=1888, als
TMS-Ether: RI =1940; MS (70 eV): m/z 117 (100%), 75 (97), 43 (14), 47 (13),
als TMS-Ether: m/z 117 (100%), 75 (80), 73 (12), 257 (8), 301 (6), 243 (4), 315
(3), 345 (1).

7a:DC (Cyclohexan: Essigester 1:2): R, = 0.14; GC (OV 101): als TMS-Ether:
RI = 2190/2214; MS (70 eV): als TMS-Ether: m/z 219 (100%), 103 (82), 73
(70), 129 (32), 279 (16), 259 (11), 147 (10).

7d: Ausbeute (Payne-Epoxidierung von 5 in C,H,OH): 47 %; DC (Cyclohe-
xan:Essigester 1:2): R, = 0.16; GC (OV 101): RI = 2063/2096, als TMS-
Ether: R = 2216/2236; MS (70 eV): m/z 103 (100%), 73 (76), 219 (66), 147
(32), 129 (28), 293 (12), 273 (8), 205 (2).

7e, 71 (im Gemisch): Ausbeute (Payne-Epoxidierung von 5in C,H OH): 31 %;
DC (Cyclohexan: Essigester 1:2): R, = 0.40; GC (OV 101): RI = 2173/2198,
als TMS-Ether: RI = 2261/2277; MS (70 eV): als TMS-Ether: m/z 189 (100 %),
73 (63), 129 (55), 147 (8), 273 (7), 175 (6), 215 (5}, 263 (9).

10: 1-0-(1,2-Epoxydecyl)glycerol-2,3-diacetat : Ausbeute (Payne-Epoxidierung
von 5in Aceton): 20% (GC); DC (Cyclohexan:Essigester 3:1): R, = 0.29; GC
(OV 101): RI = 2125/2135; MS (70 eV): m/z 43 (100%), 57 (77), 71 (58), 159
(36), 141 (34), 115 (20), 189 (6), 227 (2.5), 257 (0.5), 270 (0.3).

11: DC (Cyclohexan:Essigester 4:1): R; = 0.41; GC (OV 101): RI (als TMS-
Ether) = 1711; MS (70 eV): mjz 43 (100 %), 57 (81), 41 (52), 55(28), 71 (26), 169
(20), 85 (18),95(12), 183 (2); als TMS-Ether: m/z 103 (100%), 73 (74), 257 (60),
43(22),75(20), 169 (12), 117 (6), 129 (5), 143 (4): "H-NMR (300 MHz, CDCL,):
3 =0.79-0.89 (m, 3H), 1.13-1.34 (m, 14H), 1.52-1.67 (m, 2H), 2.37
(t,J =7.5 Hz, 2H), 3.12 (s, 1 H), 4.20 (s, 2H); '*C-NMR (300 MHz, CDCI,):
0 =14.0(C12),22.7,23.7,29.2,29.2,29.4, 29.5, 31.8 (C4-C11), 38.4 (C3), 68.0
(C1), 209.9 (C2).

Eingegangen am 30. Oktober 1991 [Z 4996]

CAS-Registry-Nummern:

2 (TMS-Ether, R'=C,H,,), 139199-41-0; 2 (TMS-Ether, R'=C,,H,,),
139199-58-9; 2 (TMS-Ether, R'=C,(H;;), 139199-60-3; 2 (TMS-Ether,
R'=CH;,;), 139199-59-0; 4 (cis-Isomer), 139199-42-1; 4 (trans-Isomer),
139199-43-2; § (cis-Isomer), 128262-09-9; 5 (trans-Isomer), 128262-08-8; 6a,
139199-45-4; 6 a (TMS-Ether), 139199-46-5; 6b, 139199-47-6; 6b (TMS-Erther),
139199-48-7; Ta, 139199-49-8: 7b, 139199-61-4; T¢, 139199-62-5; 7d, 136132-
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48-4; 7d (TMS-Ether), 139199-50-1; Te, 139199-51-2; Te (TMS-Ether),
139199-53-4; 7£, 139199-52-3; 7 (TMS-Ether), 139199-54-5; 10, 139199-55-6
11, 139199-56-7; 11 (TMS-Ether), 139199-57-8.
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Synthese octamerer Phosphodiester von
[3,3-Bis(hydroxymethyl)cyclobutylladenin und
~thymin sowie deren Hybridisierungseigenschaften **

Von Jean-Michel Henlin, Klaus Jaekel, Peter Moser,
Hans Rink, Erich Spieser und Gerhard Baschang*

Zwei kiirzlich erschienene Publikationen iiber kiinstliche
Nucleoside!!- 21 veranlassen uns, die Ergebnisse eigener Ar-
beiten hierzu mitzuteilen. Mehrere Arbeitsgruppen konnten
zeigen, daB der Ersatz von Desoxyribose in Nucleosiden
durch Oxetane und Cyclobutane zu biologisch aktiven Ver-
bindungen fiihrt’®. Wir interessieren uns fiir oligomere
Phosphodiester soicher artifizieller Nucleoside, insbesondere
fitr ihre Fahigkeit, mit Ribo- und Desoxyribonucleinsduren
Doppelstringe zu bilden, d.h. zu hybridisieren. Neben der
Komplementaritdt der Nucleinbasen kennt man kaum spe-
zielle Bedingungen, die zwei sich paarende Stringe und ins-
besondere ihr Phosphodiester-Riickgrat erfiillen miissen.
Wir berichten hier iiber Adenyl- und Thyminyl-Derivate von
1,1-Cyclobutandimethanol.

Ausgehend von  3-Benzyloxy-1,1-cyclobutandimetha-
nol* 31, das auf leicht modifiziertem Weg erhalten wurde,
synthetisierten wir in drei Stufen das O-geschiitzte, sulfonier-
te Derivat 1 (Schema 1). Direkte Einfithrung von Thymin
mit 1,8-Diazabicyclof5.4.0Jundec-7-en (DBU) in Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) bei 80 °C ergab 52 % 2 neben 34 % N!,N>-
disubstituiertem Produkt. Mit Adenin erhielt man unter glei-
chen Bedingungen nur 3 (90%). Schutz des Adeninrestes in
3 mit Benzoylchlorid zu 4 und dessen Monosubstitution mit
Methoxytritylchlorid (MeOTrCl) lieferte nach chromatogra-

[*] Dr. G. Baschang, Dr. J. M, Henlin, H. Rink, E. Spieser

Division Pharma, Forschung und Entwicklung, Ciba-Geigy AG
CH-4002 Basel (Schweiz)
K. Jackel, Dr. P. Moser
Forschungsdienste, Physikalische Methoden, Ciba-Geigy AG

[**] Wir danken den Herren Prof. H. Fritz, Drs. H. Fuhrer und E. Keller fiir
NMR-Messungen, Dr. D. Miiller fiir massenspektrometrische Bestim-
mungen und F. Ossola fiir Hilfe bei Experimenten.
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R‘O: B

5,B=A-Bz, R'= H, R%= Methoxytrityl
6,B= A-Bz, R'= Methoxytrityl, R%=H
7,B=T, R'= H, R%= Methoxytrityl

8,B:=T, R'= Methoxytrityl, R% H R0
C] B
6,8 —— v ol d 9,B:=A
Hlo o.glo OH 11,B=T
007
B B
f 10,B=A
5, 7 (o] '
H 052,0\?,? .oj*OH 12,B=T
edls

Schema 1. Synthese von Cyclobutylcarbanucleosiden und ihren octameren
Phosphodiestern. a) B (3 Aquiv.)/DBU (3 Aquiv.), DMSO, 24 h,80°C; B = A
(90%), B =T (52%); b) PhCOCI/Pyridin (95%); ¢) NH,OH/THF/H,0; d)
2 M HCl/Dioxan dann Na,CO, (70%); e) MeOTICl/Pyridin (3% 6 + 27% 5)
bzw. (35% 7 + 42% 8); f) Festphasensynthese [6, 7] (80 -87 % pro Kupplungs-
schritt).

phischer Trennung das trans-substituierte 5 und das cis-sub-
stituierte 6. In der Thyminreihe erhielten wir das trans-Deri-
vat 7 und das cis-Derivat 8. Die Strukturen dieser Isomere
wurden mit NOE-Experimenten zugeordnet. In 5 und 7 er-
gab Einstrahlung bei H,, einen positiven Effekt aufH,,, H,,
und auf die Methylenprotonen der substituierten Hydrox-
ymethylgruppe, in 6 und 8 dagegen war der Effekt an der
unsubstituierten Hydroxymethylgruppe zu beobachten. Die
vier Verbindungen wurden nach der Phosphotriester-Metho-
de an einer Festphase!® ™ zu octameren Phosphodiestern
umgesetzt. Die thyminhaltigen Oligomere 11 und 12 enden
mit Thymidin, wahrend die adeninhaltigen Oligomere 9 und
10 Desoxyadenosin als letztes Nucleosid enthalten!®),
Befunde zum Paarungsverhalten der neuen Oligonucleotide
sowohl gegeniiber Ribo- und Desoxyribonucleinsduren als
auch gegeniiber den komplementiren homologen Oligonu-
cleotiden sind in Tabelle 1 zusammengefaBt. Abgesehen vom

Tabelle 1. Schmelztemperaturen 7, [°C] und Hyperchromie (in Klammern)
octamerer Phosphodiester {a].

Poly-tA  Poly-dA Poly-rU (dT), 11 12
9 [b} [b] 9 28 20 9
(16 %) (25%) (28 %) (14%)
10 [b] [b} 55 22 18 12
(42%) (27%) (28 %) (16 %)
11 1 27 [b]
23%)  (24%)
12 10 [b]
(10%)
Poly-rA 13
(35%)

[a] Alle Experimente wurden in Phosphatpuffer pH = 7.0 und 1 M Natriumchlo-
rid durchgefiihrt; in physiologischer NaCl-Losung liegen die 7,,-Werte etwa
10°C tiefer. [b] Kein T, -Wert bestimmbar.
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hohen 7, ,-Wert™® der Addukte von 10 und Poly-rU (55°C),
der im Augenblick noch nicht erklirt werden kann, aber viel-
leicht eine Triplexbildung anzeigt, lassen sich drei abgestufte
Wechselwirkungen zwischen komplementiren Oligomeren
feststellen. Dagegen zeigten Stringe mit nichtkompiemen-
tiren Basen kein kooperatives Schmelzverhalten (siehe Ta-
belle 1, FuBnote [b}). Wie erwartet, liegen die 7,,-Werte der
Addukte der Cyclobutyloligomere mit den komplementiren
DNAs (277, 28 °C) héher als die 7, -Werte ihrer Hybride mit
den weniger anpassungsfahigen RNAs (9°C, 11°C). Die
pseudo-o-Oligomere 10 und 12 fithren zu niedrigeren 7,-
Werten als die pseudo-f-Oligomere 9 und 11. Ebenso tief
liegen die T,,-Werte der Hybride aus 9 und 12 (9°C) bzw. 10
und 12 (12°C). Das interessanteste Ergebnis ist jedoch die
eindeutige Wechselwirkung zwischen den Cyclobutyl-A-
Oligomeren 9 oder 10 und den Cyclobutyl-T-Oligomeren 11
oder 12 mit intermedidren T,-Werten von 18 °C und 20 °C.
Folglich liegt hier nach dem von Eschenmoser gegebenen
Beispiel*® ein weiteres kiinstliches Oligonucleotidsystem
vor, das jedoch auBer mit sich selbst auch mit natiirlicher
RNA und DNA Wechselwirkungen zeigt.

Eingegangen am 4. November 1991 [Z 5006]

CAS-Registry-Nummern:

1, 139130-99-7; 2, 139131-00-3; 2 (N N3-disubstituiert), 139131-09-2; 3,
139131-61-4;4, 139131-02-5; 5, 139131-03-6; 6, 139131-04-7; 7, 139131-05-8; 8,
139131-06-9; 9, 139131-07-0; 10, 139238-73-6; 11, 139131-08-1; 12, 139238-74-
7; Thymin, 65-71-4; Adenin, 73-24-5.
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Die Oligomere wurden iiber eine lonenaustauschersiule ,,Mono Q HRS/
5, Pharmacia, 5 x 0.7 ¢cm, mit einem 0.05-1 M NaCl-Gradienten in 10 M
Triethylamin bei 1 bar gereinigt; Molekiilmassen wurden massenspektro-
metrisch nach Elektrospray-Ionisation bestimmt.

Aus technischen Griinden wurde kiufliches, mit Thymidin bzw. Desoxy-
adenosin beladenes Harz verwendet [3'-(5'-Methoxytrityl-N-benzoyl-des-
oxyadenosyl}-succinoyl-amidomethyl-polystyrol, vernetzt mit 1% Divi-
nylbenzol]. Wir versprachen uns zusétzliche Auskunft iber die storenden
Einfliisse des endstindigen, natiirlichen Nucleotids aus dem Vergleich der
T,-Werte von pseudo-a- (10, 12) und pseudo-f-Oligomeren (9, [1).

[9] T,-Werte ergeben sich in erster Niherung als Wendepunkt der Funktion:
UV-Absorption (4,,,,) = f{T).

[10] A. Eschenmoser, Nachr. Chem. Tech. Lab. 1991, 39, 795-807.
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