
hindert die im Vergleichspadr l j l .  + mogliche Kompression 
des Kafigs) und die olefinischen Bindungen geringfugig Ian- 
ger (1.33 vs. 1.35 A). Fur 3’ + ergibt sich gegenuber 3 eine 
sehr vie1 starkere Anderung der Pyramidalisierung 
(4  = 51.3“) und der Liinge der olefinischen Bindung 
(1.43 A). Die in 2a’ + signifikant kleinere ,,through-space“- 
Homokonjugation[221 und die wesentlich groBere Span- 
nungsenergie (Es,r(2) = 105.3, EJl) =73.9 kcalmol- ’) spie- 
geln sich in der deutlich geringeren Persistenz ~ im Vergleich 
zu 1’+ ~ wider (2 Tage bei 293 K vs. 2 Tage bei 77 K in 
Freon-Matrices, 1-2 Stunden bei Temperaturen um 110 K). 
,,Through-bond“-Konjugation durfte im Hinblick auf die 
Koeffizientensituation im SOMO des Radikalkations unbe- 
deutend sein. Quantifizierbare experimentelle Informa- 
tionen zur Wechselwirkung zwischen den n-Bindungen in 2 
werden von Photoelektronenspektren und elektrochemi- 
schen Messungen e r~a r t e t [ ’~ ] .  
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UO; + -katalysierte Oligothioaden ylat-S ynthese 
mit hoher Regio- und Stereoselektivitat ** 
Von Masarnitsu Shirnazu, Kazuo Shinozuka 
und Hiroaki Sawai* 

Phosphortioatanaloga von Oligonucleotiden mit einer de- 
finierten Konfiguration am Phosphoratom sind fur die Er- 
forschung des stereochemischen Verlaufs enzymatischer 
Reaktionen[’] und fur die Entwicklung neuer Chemo- 
therapeutics"] von Bedeutung. Einige dieser Analoga, die 
2’-5’-Oligothioadenylate, sind anti-HIV-aktivC3l und aktivie- 
ren die 2’-5’-Oligoadenylat-abhiingige Endoribonuclease 
(RNase L), die den Abbau von mRNA ind~zier t [~] .  Enzyma- 
tisch werden 2’-5’-Oligothioadenylate mit Rp-Konfiguration 
von der 2‘-5’-Oligoadenylat-Synthetase aus Sp-ATP,S herge- 
~tell t[~I.  Die chemische Synthese von 2’-5‘-Oligothioadenyla- 
ten mit unterschiedlichen Thiophosphoryl-Konfigurationen 
gelang mit den herkommlichen Phosphittriester-[61 und Hy- 
drogenpho~phonatverfahren[’~. 1989 hatten wir gezeigt, daB 
die Polymerisation von Adenosin-5’-phosphorimidazolid 
ImpA zu 2’-S’-Oligoadenylaten in waBriger Losung durch 
UOi+-Salze auljerst wirkungsvoll katalysiert wird[81. 
Durch den Einsatz von Adenosin-5’-thiophosphorimidazo- 
lid Imp(S)A ware es moglich, den stereochemischen Verlauf 
der UO: +-katalysierten Polymerisation zu untersuchen und 
biologisch aktive 2‘-5’-Oligothioadenylate herzustellen. Wir 
berichten nun, da13 die Katalyse durch UO:+-Ionen eir 

s 

r 

HO OH HO OH 

Schema 1. Synthese der Adenosin-5’-thiophosphorazolide Xp(S)A. (1) PSCI, in 
(EtO),PO, (2) Imidazol oder Benzimidazol. ( 3 )  Hydrolyse im schwach Alkali- 
schen. 

[*I Prof. Dr. H. Sawai, M. Shimazu, Dr. K. Shinozuka 
Department of Chemistry, Faculty of Engineering 
Gunma University 
Kiryu, Gunma 376 (Japan) 

[**I Diese Arbeit wurde vom japauischen Ministerium fur Erziehung, Wissen- 
schaft und Kultur und von der Aji no Mot0 Company gefordert. Wir 
ddnken Dr. Leslie E. Orgel fur Anmerkungen zum Manuskript. 
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bemerkenswert regio- und stereoselektive Oligomerisierung 
ermoglicht. 

In Schema 1 ist die Synthese der Adenosin-5'-thiophos- 
phorazolide Xp(S)A wiedergegeben. Adenosin wurde ZU- 
nachst thiophosph~ryIiert[~] und dann rnit Imidazol (ImH) 
oder Benzimidazol (BzimH) zum Adenosin-5'-phosphor- 
diimidazolid umgesetzt. Nach alkalischer Hydrolyse rnit 
Pyridin/H,O und Reinigung durch DEAE-Sephadex-Sau- 
lenchromatographie wurde Imp(S)A bzw. Bzimp(S)A als 
Diastereomerengemisch rnit einem Diastereomerenverhalt- 
nis von etwa 1 : 1 erhalten. Die Ausbeute bezogen auf Adeno- 
sin betrug 30 bzw. 19%. Die Rp- und Sp-Diastereomere von 
Bzimp(S)A konnten durch Hochdruckflussigkeitschromato- 
graphie (HPLC) getrennt werden. Die Konfiguration der 
Thiophosphorylgruppe wurde 3'P-NMR-spektroskopisch 
bestimmt" 'I (Tabelle 1). 

Tabelle 1. HPLC-Retentionszeiten 1, 31P-chemische Verschiehungen und Be- 
standigkeit gegen SVPD (Halbwertszeit T , , ~  hei 37 "C) der Diastereomere von 
Bzimp(S)A und 2'-5'-(p(S)A), . 

Verbindung t [min] [a] 6 ("P) [b] 7112 P I  

Rp-Bzimp(S)A 44.1 61.43 - 

Sp-Bzimp(S)A 44.8 60.33 ~ 

Sp-(p(S)A):'- s 21.2 55.57 [c] 948.0 [d] 
RP-(~(S)A):'-~' 19.0 56.49 [c] 8.5 

[a] Fur einen linearen Gradienten von MeOH (2.4 + 51.2% in 60 min) in 
10 mM Triethylammoniumacetat (TEAA), pH 7.3, DurchflnDgeschwindigkeit 
1.0 mLmin-', ODs-Kieselgelsaule. [h] Gemessen mit 36.44 MHz in 100mM 
TEAA, pH 7.3, 50% D,O. [c] Chemische Verschiebung der Thiophosphoryl- 
gruppe an der lnternucleotidhindung. [d] Im angegebenen Zeitraum wurde 
kein Abbau heobachtet. 

Die Oligomerisierung von Xp(S)A wurde bei 25 "C in ei- 
nem Gemisch, 50mM an Xp(S)A und 2 mM an UO,(NO,), 
sowie rnit einem 0.2 M N-Ethylmorpholin/HNO,-Puffer auf 
pH 7.0 eingestellt, durchgefiihrt. Laut HPLC-Analyse war 
nach funf Tagen im Reaktionsgemisch kein Ausgangsmate- 
rial mehr vorhanden. Die Reaktionsprodukte wurden durch 
HPLC isoliert und ihre Strukturen rnit Hilfe der COSY-'H- 
NMR-Spektroskopie ermittelt. Die Konfiguration der Thio- 
phosphorylgruppe der Oligomere wurde uber die Halbwerts- 
zeit des Abbaus durch Schlangengift-Phosphodiesterase 
(SVPD), die Retentionszeit bei der Umkehrphasen-HPLC 
und die 31P-chemische Verschiebung bestimmt (Tabelle 1). 
Die Rp-Diastereromere hatten die kurzeren Retentionszei- 
tenf6. 'I, die groljeren 8(31P)-Werte["1 und wurden leichter 
durch SVPD abgebaut als die Sp-Diastereomere['", 'I. 

In Tabelle 2 sind die Ausbeuten fur die Oligomerisierung 
einiger Azolide zusammengefaDt . Wahrend aus dem Imida- 
zolid mit normaler Phosphorylgruppe, ImpA, Oligonucleo- 
tide bis hin zum Hexadecamer entstanden, war die Ketten- 
verlangerung bei Imp(S) deutlich erschwert, und als Haupt- 
produkte wurden 2'-5'-verknupfte Dimere und Trimere iso- 
liert. Bei allen Polymerisationen, die durch UO: +-Ionen 

Tabelle 2. U0: + -katalysierte Bildung von 2'-5'-Oligoadenylatanaloga. 

katalysiert wurden, dominierte die 2'-5'-Internucleotidver- 
kniipfung . 

Abbildung 1 a zeigt das HPLC-Elutionsprofil fur das aus 
Imp(S)A erhaltene Reaktionsgemisch. Obwohl als Aus- 
gangsmaterial ein nahezu 1 : 1 -Diastereomerengemisch ein- 
gesetzt wurde, entstanden bevorzugt Oligomere rnit Rp- 
Konfiguration. Um diese Stereoselektivitat besser verstehen 
zu konnen, haben wir die Oligomerisierung der Rp- und 
Sp-Diastereomere von Bzimp(S)A einzeln und als Gemisch 
untersucht. Die HPLC-Profile der Reaktionsgemische sind 
in Abbildung 1 b und 1 c wiedergegeben. Im Fall des Sp-Mo- 
nomers (Abb. 3 b) wurden 2'-5'-Oligomere bis hin zum He- 
xamer gebildet. Diese Oligomere wurden durch SVPD leicht 

T 
A 

Rp-2 Rp-3 

I 1  

I I I I I 

10 20 30 40 50 
t[min] - 

Ahh. 1. HPLC-Profile der Oligothioadenylate, die durch UO:+-katalysierte 
Oligomerisierung von (a) (Rp)- + (Sp)-Imp(S)A, (h) (Sp)-Bzimp(S)A und 
(c) (Rp)-Bzimp(S)A erhalten wurden. 1 : p(S)A; Rp-2: (R~)-(P(S)A):'-~'; Sp-2: 
(Sp)-(p(S)A)i'-''; Rp-3: (RpRp)-(p(S)A):'-5',2'-". , Rp-4: (RpRpRp). 

. Angahen zur Chromatographie: SHule: RPC-5 
(250 x 4 mm); Durchfluageschwindigkeit: 1.0 mlmin- ' ,  Elution: A -t B 
(60min). A: 2mM TRIS-acetat, pH 7.5 + 0.1 mM EDTA, B: 70mM Na- 
C10, + 2 mM TRIS-acetat + 0.1 mM EDTA; Detektion: UV-Absorption bei 
260 nm. 

(p(~)~): ' -5 ' ,  2 ' - 5 ' , 2 ' - 5 '  

abgebaut[la, lo], was darauf hinweist, daI3 ausschliel3lich die 
Rp-Isomere entstanden waren. Im Falle des Rp-Monomers 
(Abb. 1 c) traten dagegen als Hauptprodukte 2'-5'-verknupf- 
te Sp- und Rp-Dimere auf und eine weitere Kettenverlange- 
rung wurde nicht beobachtet. Durch HPLC konnte gezeigt 
werden, daJ3 das Sp-Monomer bei dieser Reaktion schnel- 
ler umgesetzt wurde als das Rp-Monomer. Mit dem 

Suhstrat Reaktions- 
zeit [d] c(U0:') Monomer (Rp)- VP)- (RPRP)- Tetra- t Pentamer 

HPLC-Ausbeute an 2'-5'-Oligoadenylat [ %] 

[mMI Dimer Dimer Trimer mer 

lmpA 4 1 0.1 6.0 [a] 12.8 [a] 10.7 30.9 [b] 
(Rp) -  + (Sp)-Imp(S)A 5 2 7.2 12.6 7.4 20.6 7.0 
(Rp)-  + (Sp)-Bzimp(S)A 7 2 51.6 25.1 9.8 4.2 

[a] Phosphodiesterverkniipfung (kein Stereoisomer). [h] Oligomere his zum Hexadecamer. 
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Bzimp(S)A-Diastereomerengemisch gelang die Oligomeri- 
sierung nur ungeniigend; das Monomer wurde uberwiegend 
hydrolysiert. 

Unsere Untersuchungen haben also gezeigt, daB Sp- 
Bzimp(S)A in hoher Ausbeute zu 2'-5'-verknupften Rp-Oli- 
gomeren reagiert, wahrend Rp-Bzimp(S)A auch das Sp-Di- 
mer bildet. Wir schlieBen daraus, daB die Oligomerisierung 
iiber einen Inversionsmechanismus ablauft. 

Die bisherigen Ergebnisse fiihren zu folgender Hypothese 
fur den Verlauf der UO; '-katalysierten regio- und stereose- 
lektiven Oligomerisierung: Kainosho et a1.r'21 und Feldman 
et al.['31 haben berichtet, daB UO:' mit Adenosin-5'-mono- 
phosphat einen clusterartigen Komplex bildet, in dem die 
Phosphatgruppe und die 3'-Hydroxygruppe an das UO:+- 
Ion koordiniert sind. Wir nehmen an, daB die stereoselektive 
Oligomerisierung iiber einen ahnlichen Komplex verlauft, 
der sich zwischen dem UO:+-Ion und Xp(S)A bildet 

Abb. 2. Vorschlag fur den stereochemischen Verlauf der UO:+-katalysierten 
Oligothioadenylatbildung aus (Sp)-Adenosin-S'-thiophosphorimidarolid (die 
Protonen dcr Riboseringe sind weggelassen). Die austretende Imidazolgruppe 
1st bezuglich der eintretenden OH-Gruppe gunstig orientiert. Auch das (Rp)- 
Monomer bildet einen Komplex mit dem UO:+-Ion, aber in diesem Fall sind 
die eintretende ond die austretende Gruppe ungiinstig rueinander oricntiert. 

(Abb. 2). Die hohere Nucleophilie der 2'-Hydroxygruppe 
wird auf deren Beteiligung an einer Wasserstoffbriicke im 
Anion des koordinierten Zustands z~riickgefiihrt[ '~~. Die 
nachfolgcnde 2'-5'-Internucleotidverkniipfung erfolgt wahr- 
scheinlich durch den Angriff der 2'-Hydroxygruppe eines 
koordinierten Xp(S)A-Molekiils auf die Thiophosphoryl- 
gruppe des benachbarten koordinierten Xp(S)A-Molekiils. 
Das Thiophosphoryl-Sauerstoffatom und nicht das Schwe- 
felatom des Xp(S)A-Molekiils koordiniert an das UO:+- 
Ion, denn Schwefel ist gegeniiber UO: + ein schwacherer 
Elektronendonor als Saue r s t~ f f~ '~ ] .  Die durch die Koordina- 
tion des Sauerstoffatoms an das UO;+-Ion erzwungene Ori- 
entierung des Thiophosphoryl-Monomers ermoglicht eine 
Stereoselektivitat, wie sie sonst fast nur von enzymatischen 
Reaktionen erreicht wird. 

haben berichtet, daB die Oligomere 
mit Rp-Konfiguration stdrke biologische Aktivitat aufwei- 
sen. So hemmt beispielsweise das (RpRp)-Trimer-5'-triphos- 
phat die HIV-I-Umkehr-Transcriptase. 

Bei der durch UO; +-Ionen katalysierten Oligomerisie- 
rung in waBriger Losung entstehen bevorzugt 2'-5'-01igo- 
thioadenylate, ohne daB eine Schutzgruppe benotigt wird. 
Die Reaktion ist somit von grogem Nutzen fur die stereose- 
lektive Synthese 2'-5'-verkniipfter Oligothioadenylate. 
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Durch radikalische Cyclisierung zu Vorstufen 
substituierter Methylcarbapenem-Antibiotics** 

Von Josefa Anaya*, Derek H .  R. Barton, Stephan D. Gero, 
Manuel Crande, Nieves Martin und Catherine Tachdjian 

Die Bedeutung von fl-Lactam-Antibiotica mit /I-Lacta- 
mase-Stabilitat wie Thienamycin und anderen verwandten 
Verbindungen als Arzneimittel"], die Inhibierung der Leu- 
kocyt-Elastase des Menschen (HLE) durch Cephalospori- 
ner2] und die erstaunlichen Eigenschaften monocyclischer 
fl-La~tame[~I haben ein anhaltend groBes Interesse an der 
chemischen Synthese von 8-Lactamen zur Folge. Die stark 
antibakterielle Wirkung sowie herausfordernde chemische 
Probleme haben carbapenemartige Verbindungen zu wichti- 
gen Synthesezielen gemacht. Wegen der Instabilitat des bicy- 
clischen Ringsystems beginnen die wichtigsten Synthesestrd- 

[*I Dr. J. Andyd, Prof. Dr. M. Grande, N. Martin 
Universidad de Salamanca, Departamento de Quimica Organica 
Facultad de Ciencias Quimicas 
Plaza de 10s Caidos, 1-5, E-37008 Salamanca (Spanien) 
Prof. Dr. D. H. R. Barton, Dr. C. Tachdjian 
Department of Chemistry, Texas A & M University 
Texas (USA) 
Dr. S. D. Gero 
Institut de Chimie des Substances naturelles, C.N.R.S. 
Gif sur Yvette (Frankreich) 

Penicilline: 4-Thid-l-azabicyclo[3.2.O]hept-2-en-7-on. 
[**I Penem ist eine Kurzbezeichnung fur das Grundgerust der ungesattigten 
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