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Stereokontrollierte Synthese von Oligonucleosidphosphorothioaten
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Bei der Modulation der Genexpression
durch Antisense-Oligonucleotide oder
deren Analoga wurden Ergebnisse er-
zielt, die auf eine neue Generation von
Therapeutica gegen virale Infektionen,
Krebs und andere Krankheiten hoften
lassen. Oligonucleosidphosphorothioate
{Oligo-S) sind die wirksamsten Analoga
bei der Unterdriickung der Biosynthese
,ungewollter** Proteine. Erste klinische
Untersuchungen von Oligo-S als Anti-
sense-Praparate gegen Warzen im Geni-
talbereich und akute myeloische Leu-
kdmie werden zur Zeit durchgefiihrt;
auch gegen Aids sollen Oligo-S getestet
werden. Details des Wirkungsmechanis-
mus, der Aufnahme in die Zelle, des
Zelltransports, der subzelluldren Loka-

zelluldren Proteinen sind noch nicht be-
kannt. A priori wird bei der Applikation
angenommen, daB eine rasche und effi-
ziente molekulare Erkennung der Ziel-
RNA durch Oligo-S erfolgt. Der Einfluf
der Chiralitit als Eigenschaft des Oligo-
S-Gesamtmolekiils konnte bislang nicht
geklart werden, da diese Verbindungen
nicht stereokontrolliert herstellbar sind.
Aufgrund fehlender analytischer Me-
thoden wurde die Diastereomerenzu-
sammensetzung niec bestimmt. Da jedes
Diastereomer eine eindeutig definierte
stereochemische Einheit ist, stellt sich
die Frage, welche Diastereomere die be-
obachtete biologische Antwort, die posi-
tive (heilende) Wirkung und die mogli-
che negative (toxische) Nebenwirkung,

~
eine (zum Teil auch spekulative) Ab-

schitzung der Probleme, die mit ei-
ner stereokontrollierten Synthese von
Oligo-S verbunden sind, zu liefern sowie
den Forschungsstand zu referieren, wo-
bei auch auf Strategien eingegangen
werden soll, die zu Oligo-S mit vorbe-
stimmter Chiralitat fithren konnten.
Dieser Ansatz soll keinesfalls Wissen-
schaftler von Untersuchungen mit
Oligo-S-Diastereomerengemischen  als
Pharmaca abhalten, denn in der medizi-
nischen Chemie wurden viele niitzliche
Medikamente ohne die genaue Kenntnis
der Struktur entwickelt und angewandt.
So ist z.B. heute noch die Struktur
von Impfstoffen, die Pasteur entdeckte,
nicht gekldrt.

lisierung und der Wechselwirkung mit  bewirken. Das Ziel dieser Ubersicht ist, J
-
1. Einleitung W

B= I‘L Y (Ade)

Seit der Entdeckung, daf3 Oligo-S 1 (Schema 1) Zellen wirksam N T
gegen den zum Tode filhrenden HIV-Virus!*! schiitzt, erschienen o
einige Publikationen, die sich mit der Syntheseoptimierung!®), der HN)I’%) (Gua)
Aufreinigung und Analytik®, der Aufnahme durch die Zelle, HZN’L’N h|l
der Pharmakokinetik und Toxizitdt™, dem Wirkungsmechanis-
mus!™ und potentiellen Anwendungen!® befassen. Schon bei NH,
den ersten enzymatischen!” und chemischen'®! Synthesen wurde N .
erkannt, daB das Phosphoratom jeder Phosphorothioateinheit oJ\N Y
von ¥-0-Desoxyribosyl- und 5'-0-Desoxyribosyleinheiten mit !
definierter Konfiguration umgeben ist, und in jedem Molekiil 1 Q cm,
aufgrund der chiralen Phosphoratome neue chirale Zentren ge- X=0 Y=5 @ll-R,)-1 Hj‘\)j/ (Thy)
bildet werden. Jedoch wurde den strukturellen und bioche- X=5"Y=0 (all-Sp)-1 S N

mischen Folgen dieser Diastereometie wenig Aufmerksamkeit
geschenkt. Wir wollen nun Wissenschaftlern, die Oligo-S bei der
Antisense-'®! und/oder der Ribozym-Technologie!'®! einsetzen,
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Schema 1. Oligonucleosidphosphorothioate 1 und Basen B.

auf das Problem der ,,Polydiastereomerie* der Verbindungen 1
aufierksam machen und kritisch mogliche Strategien der stereo-
kontrollierten Oligo-S-Synthese diskutieren, die zu reinen Pro-
dukten mit einer definierten Chiralitit an jedem Phosphoratom
in 1 fithren.

0044-8249/94{0707-0747 § 10.00+ .25/0 747



AUFSATZE

W. J. Stec und A. Wilk

2. Nichtstereokontrollierte Synthese
von Oligonucleosidphosphorothioaten

Antisense-Oligo S 1 sind relativ kurze Oligonucleotide (ca. 15-
bis 30-mere) mit einer definierten, zur RNA (Ribonucleinsdure)
oder ssDNA (ssDesoxyribonucleinsiure) komplementdren Nu-
cleobasensequenz bei der jede Phosphatgruppe zwischen den
Nucleotideinheiten durch eine Phosphorothioatgruppe ersetzt
ist. Die Nucleobasensequenz zwischen den terminalen 5'-OH-
und 3'-OH-Substituenten dieser Molekiile ist fiir die Erkennung
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Schema 2. Synthese von 1 mit der Phosphoramidit- (a) oder H-Phosphonat-
Methode (b). a) 1. Sulfurierung, 2. Blockierung von nicht abreagiertem §-OH,
3. Abspaltung der 5-Tritylgruppe, 4. Kondensation von 2/Tetrazol, 5. die Reak-
tionsschritte werden x-mal wiederholt. b) 1. Abspaltung der 5'-Tritylgruppe,
2. Kondensation von 3/Pivaloyl{Adamantoyl)chlorid, 3. (Blockierung von nichi
abreagiertem 5-OH), 4. die Reaktionsschritte 1-3 werden n-mal wiederholt,
5. abschlieBende Sulfurierung. Danach wird bei beiden Methoden der Tréger und
die Schutzgruppen abgespalten, danach gereinigt. R' = 4.4’-Dimethoxytrityl
(DMT); R? = CH,CH,CN, Me; R?® = LCA-CPG (long chain amine controlled
pore glass); B!,B? = AdeBz, GuaiBu, CytBz, Thy.

einer komplementéren Ziel-RNA (target RNA) und eine spezifi-
sche Anlagerung verantwortlich, die durch die Bildung von Wat-
son-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen kontrolliert wird!!],

Oligo-S werden bislang hauptsichlich nach zwei Methoden
hergestellt: a) durch schrittweise Phosphoramidit-Kupplung!?!
mit anschlieBender Sulfurierung™- 3! des intermedidren O-Al-
kylphosphits 5 (Schema 2) oder b) durch Tandem-Sulfurierung-
eines Triger-gebundenen Oligonucleosid-H-phosphonats 2714
(Schema 2). Die Sulfurierung von O,0,0-Trialkylphosphiten
oder O,0-Dialkyl- H-phosphonaten verlduft unter Beibehaltung
der Stereochemie!*3!. Unter der Annahme, daB beide Methoden
weder stereoselektiv noch stereospezifisch sind und jede Bin-
dung zwischen den Nucleotid- und Phosphit- (5) bzw. H-Phos-
phonatbausteinen (6) nicht stereoselektiv gebildet wird, beste-
hen Oligo-S aus einem Gemisch von 2"-Diastereomeren, wobel
n die Zahl der Phosphorothioateinheiten angibt. Der Gehalt
eines einzelnen Diastereomers im Gemisch sollte demnach 27"
sein. Jedoch war schon aus Pionierarbeiten von Burgers und
Eckstein!'®! sowie Marlier und Benkovic!*”! zur Synthese der
Stereoisomere 12 Uy A bzw. Ay A bekannt, daB die (Rp)- und
(Sp)-Diastereomere nicht &quimolar vorliegen. Durch eine Phos-
phorodichloridit-Kupplung (9) mit anschlieBender Sulfurierung
des Phosphits 10 erhielten beide Arbeitsgruppen unabhingig
voneinander Diastereomere des Diribonucleosid-3',5-phospho-
rothioats 12 (Schema 3) und bestimmten dessen Konfiguration
am Phosphoratom. Dariiber hinaus zeigten jiingste Studien, daB}
die Kondensation von 5-O-DMT-nucleosid-3'-0-(0-2-cyan-
ethyl-N'-N'-diisoprophylphosphoramiditen mit 5-OH-Nu-
cleosiden, die iiber das 3-O-Atom an einen Triger gebunden
sind, nach der Abspaltung der Schutzgruppen die in Tabelle 1
gezeigte Diastereomerenzusammensetzung von (Rp)- und (S;)-
Dinucleosid-3',5'-phosphorothioaten ergeben. Dabei wurden
die 5'-OH-Nucleoside nach einer iiblichen Synthesemethode fiir
Oligonucleotide hergestellt, wobei der Oxidationsschritt mit Iod
durch eine Sulfurierung!®: 12¢ ersetzt wurde. Schon frither wurde
gezeigt!®9 daB die Diastereomerénzusammensetzung der Aus-
gangsverbindung 5'-0-DMT-N-benzoylcytidin-3'-0-(0-methyl-
N',N'-diisopropylphosphoramidit) das Diastereomerenverhélt-
nis des Dieytidin-3',5'-phosphorothioats nicht beeinflufit.

Die Zusammensetzung eines mit einer bei jeder der » Kupplun-
gen beibehaltenen Diastereoselektivitit x fir (R,) und y
(y =1 — x) fir (S,) erhaitenen Diastercomerengemischs kann

ac Litterarum Varsoviensis.
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Schema 3. Die von Eckstein (a) und Benkovic {(b) fir die Synthese von Diribo-
nucleosid-3',5"-phosphorothioaten. angewandte Phosphit-Methode [16, 17]. a)
R! = p-Chlorphenoxyacetyl; R? = Methoxytetrahydropyranyl; R3, R* = O-Me-
thoxymethyliden; R® = Phenyl; B! = B! = Ura; B*? = N°-Benzoyl-Ade; B? =
Ade. b) R'= Methoxytrityl, R? = O-Nitrobenzyl; R3R* = Benzoyl; R’ =
Methyl; B! = ¥®-Benzoyl-Ade; B = ¥ N®-Dibenzoyl-Ade; B = B? = Ade.

Tabelle 1. Anteilan(R;)-IsomerinDinucleosid-3",5’-phosphorothioaten (NN ‘) (a].

N’/N dA dG dcC dT

dA 51.7 42.6 534 53.8
dG 55.3 510 55.2 56.0
dc 57.0 48.6 59.7 62.7
dT 58.6 50.8 60.0 59.6

{a] Dinucleosid-5,3'-phosphorothioate (NpgN' mit 5'-terminailem N) wurden nach
Standard-Methoden gekuppelt (DNA-Synthesizer, Applied Biosystems Modell
380B) und anschlieBend mit einer Losung von 0.08 M Bis(diisopropoxyphosphino-
thioyl)disulfid in Acetonitril/Pyridin (2:1 v/v) (ca. 400 pL) fiir 45 s umgesetzt (Sul-
furierung). Zuletzt wird die Dimethoxytritylgruppe abgespalten. Das Rohprodukt
wurde mit HPLC (Supelcosil-RP-18-Sdule (5 p, 2.3 mm x 250 mm), Acetonitril-
Gradient (0.5% CH,;CNmin~"*; Flubrate 1 mLmin ') in 0.1 M TEAB ausgehend
von 0 %) analysiert. Die angegebenen Anteile an (Rp)-Isomer wurden durch Integra-
tion der Signale ermittelt. Die Kupplungsausbeute betrug > 98 %.

(¥ =1 — x) fiir (S,p) erhaltenen Diastereomerengemischs kann
anhand der polynomen Gleichung (a) berechnet werden. Fiir ein

(x+y)"=x"+<rll)x"'1y+..,<nj1)xy"_1+y" (a)

mit einer Diastereoselektivitit von x = 0.6 erhaltenes Pentamer
(z.B. d[(Cpg),C]) ergibt sich damit zum Beispiel (x + »)* = x* +
4x3y + 6x%p% + 4dxy® 4+ 3* = 0.1296 + (4 x 0.0864) + (6 x
0.0576) + (4 x 0.0384) + 0.0256. Somit enthilt das Gemisch
aus sechzehn (2*) Diastereomeren: 12.96 % (all-Rp), 2.56 % (all-
Sp), vier mogliche ,,(all-R,)-minus-eins*‘-Diastereomere, die je
mit einer Ausbeute von 8.64 % gebildet werden, sechs mit glei-
cher Anzahl an (Rp)- und (S;)-Internucleotidbindungen, jeweils
mit einer Ausbeute von 5.76%, und vier mégliche ,,(all-Sp)-mi-
nus-eins‘‘-Diastercomere, die mit je 3.48 % Ausbeute gebildet
werden. Bemerkenswert an diesem Beispiel ist das Diastereome-
renverhéltnis von (all-Rp) zu (all-S,) von ca. 5:1.

Tatsdchlich stimmt das Diasterecomerenverhiltnis von
d(CpsCpsC) mit den bercchneten Werten: (Rp,Rp):(Sp,Rp):
(Rp,Sp):(Sp,Sp) = (0.6 x 0.6):(0.6 x 0.4):(0.4:0.6):(0.4:0.4) {iber-
ein (Abb. 1)1'%. Diese Zuordnung zeigt auch, daB die Dia-
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Abb. 1. Chromatogramm einer RP-HPLC-Trennung der vier Diastereomere des
nach der Phosphoramidit-Methode synthetisierten Trimers d(CpsCpsC). Die experi-
mentellen Details sind in Tabelle 1 angegeben. a) Gesamtchromatogramm des Roh-
produkts; b) gespreizter Ausschnitt, der die Basislinien-getrennten Peaks der Dia-
stereomere zeigt. Retentionszeit ¢ in min.

stereoselektivitit aufeinanderfolgender Kupplungsschritte bei
Cytidinkomponenten nahezu gleich ist. Dies bedeutet, daB in
Oligocytidinphosphorothioaten das relative Verhiltnis von
Phosphorothioateinheiten mit (R)- oder (S,)-Konfiguration in
jeder Kettenposition ca. 60:40 sein wird. Weitere experimentelle
Daten zeigen, dal3 bei der Dimerbildung von Oligodesoxyadeno-
sinphosphorothioaten das relative Verhdltnis von (R,):(Sp) =
52:48 vorliegt (sieche Tabelle 1), das jedoch um ca. 1% pro
Kupplungsschritt zunimmt. Somit betrdgt die (R,)-Selektivitit
des zweiten Kupplungsschritts 53 %, des dritten 54 % etc. Falls
diese Tendenz extrapoliert werden kann, sollte der 49. Kupp-
lungsschritt (Rp)-diastereoselektiv mit 100% de verlaufen. Den
Einfluf einer sich &ndernden Diastereoselektivitit wihrend eines
mehrstufigen Kupplungsprozesses auf die am Ende vorliegende
Diastereomerenzusammensetzung zeigt Abbildung 2 anschau-

) b)
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Abb. 2. RP-HPLC-Trennung des Rohprodukts von Trimer d(ApsApsA), hergestellt
und analysiert wie in Abb. 1 beschrieben. Die (R,,Sy)- und {S;,Rp)-Diastereomere
(Peaks in der Mitte von Abb. 2b) konnten nicht vollstindig getrennt werden (keine
Basislinientrennung). Retentionszeit ¢ in min.

I ——

lich, aus der ersichtlich wird, daB selbst wihrend der Synthese des
Trimers d(ApsApgA) das Verhdltnis der erhaltenen Diastereomere
mit den Konfigurationen (R;,Rp):(Rp,Sp):(Sp,Rp):(Sp,Sp) sich
wie 29.1:26.1:22.7:22.1 verhaltt8],

3. Biologische Bedeutung der Chiralitit
von Oligonucleosidphosphorothioaten

Welche Konsequenzen resultieren aus der nichtstatistischen
Verteilung der einzelnen diastereomeren Einheiten in Konstruk-
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ten wie 17 Werden Antisense-Oligonucleotide 1 als potentielle
Therapeutica eingesetzt, so ist deren Wechselwirkung mit Pro-
teinen nach der Einschleusung in den Kérper unvermeidbar. So
konnen beispielsweise Oligo-S wie d[(Cpg),C] mit # > 14 die Akti-
vitdt von humanen DNA-Polymerasen und RNasen inhibie-
rent?. Variiert man die Verteilung spezieller Diastereomere,
kénnten schlimmstenfalls von Ansatz zu Amnsatz die biologi-
schen Effekte von 1, die aus der unterschiedlichen Wirkung der
einzelnen Diastereomere von 1 auf die Vielzahl von Proteinen
im inter- und intrazelluliren Medium resultieren, nicht reprodu-
zierbar sein. Aus durch Untersuchungen von Eckstein!'®!, Ben-
kovic et al.[?%! und Frey{?!! initierten Arbeiten ist bekannt, daf3
funktionelle Proteine wie Polymerasen und Nucleasen mit Phos-
phorothioat-Analoga von Biophosphaten diastereoselektiv
wechselwirken!22l. Diese Diastereoselektivitit ist jedoch nicht
vorhersagbar, da sie fiir jedes Enzym aus der unterschiedlichen
raumlichen Anordnung funktioneller Gruppen (auch der Orien-
tierung von Peptidbindungen) in Proteinen resultiert, die mit den
Sauerstoffatomen der Phosphatgruppe iiber Wasserstoffbriik-
kenbindungen und Salzbriicken wechselwirken!23!, Vor kurzem
wurde vermutet, dal3 die Diastereoselektivitit Enzym-katalysier-
ter Prozesse beim Abbau von Oligonucleotiden mit Phosphoro-
thioateinheiten auf einer gerichteten Zwei-Zentren-Wechselwir-
kung zwischen Phosphorothioateinheit und Protein beruht
(Schema 4)[?2], Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwi-

NH3 NH3
5-0H 5-OH
O - - H—$ S ey H—
\P/ p”
g““ \s-.—. HyN*— {‘“ \o ....... HaN* —
3-0H FOH
Coo~ Ccoo~

Schema 4. Darstellung der hypothetischen gerichteten Zwei-Zentren-Wechselwir-
kung zwischen der Phosphorothioatgruppe und Proteinen, die die Diastereoselekti-
vitdt einiger Nucleasen bewirken kdnnte. Im Schema links ist die ,,produktive*
Anordnung einer Phosphorothioatfunktion relativ zum Protein (wie im natirlichen
Oligonucleotid) dargestelit, im Schema rechts die ,,unproduktive** Wechselwirkung.

schen Oligonucleotiden mit 3 ~%H-.. GAATTC---3 ~OH.Se-
quenz und dem Restriktionsenzym EcoRI unterstiitzten diese
Hypothese. Wird die ---A,T -+ Internucleotidgruppe durch
--- ApsT --- mit (Sp)-Konfiguration ersetzt, verbessert dies die
Bindung zwischen Oligonucleotid und diesem speziellen En-
zym!22#), Dariiber hinaus legt der Vorschlag, daB die Aufnahme
von Oligonucleotiden in die Zelle einen speziellen Rezeptor oder
ein Transportprotein'*® 24 erfordert, die Vermutung nahe, daB
deren Durchschleusung durch die Zellmembran (entweder in
oder aus der Zelle) aufgrund der Chiralitit sowohl der Rezepto-
ren als auch der Transportproteine diastereoselektiv sein sollte.
Diese Diastereoselektivitit konnte Zell- oder Spezies-abhingig
sein und sich sowohl auf die Pharmakokinetik als auch die Ver-
teilung im Organismus auswirken.

Das Prinzip der Antisense-Aktivitdt von 11483t darauf schlie-
Ben, dal eine Affinitdt von 1 gegeniier der Ziel-RNA (oder
DNA) vorhanden ist!®). Selbst auf der Basis sehr vereinfachen-
der Modellstudien!?%) kdnnte man eine Abhingigkeit dieser Af-
finitdt von der Stereokonfiguration am Phosphoratom postulie-

750

ren. Da selbst der Einflufl von Oligo-S mit optimaler Anordnung
der chiralen Gruppen in bezug auf die Wechselwirkungen mit
Proteinen und/oder RNA nicht vorhersehbar ist, erscheint der
zuverldssigste Ansatz um biologische Aktivitét zu erhalten, dem
lebenden Organismus eine Mischung aller Diastereomere von 1
anzubieten. Die kompetitive, natiirliche Auslese wirksamer Dia-
stereomere in jedem Schritt des Gesamtprozesses wiirde zur bio-
logischen Aktivitdt fithren. Dabei wird vorausgesetzt, dafl zu-
satzlich vorhandene, ,,falsche* Komponenten dieses Diastereo-
merengemischs weder die Wirksamkeit verhindern, noch fiir das
biologische System schidlich sind. Es sei nochmals betont, dafl
alle bisher berichteten biologischen Ergebnisse, auch iiber die
inhibitorische Wirkung von Oligo-S auf die Proteinbiosynthese,
mit Diastereomerengemischen von 1 erhalten wurden' ~ !, Die-
se Gemische geniigen jedoch nicht den gesetzlichen Vorschrif-
ten!?% fiir neue potentielle Wirkstoffe, die eine prizise stereo-
chemische Beschreibung der Wirkstoffmolekiile zwingend vor-
schreiben, falls dies moglich ist. Diese Haltung fordert Chemi-
ker auf, eine ideale Ldsung auszuarbeiten, d.h. eine stereo-
kontrollierte Synthesemethode fir 1 zu entwickeln, die zu einem
einzelnen gewlinschten Diastereomer von 1 fiihrt.

4. Stereokontrollierte chemische Synthese
von Oligonucleosidphosphorothioaten

Organische Verbindungen konnen mit Enzymen stereokontrol-
liert hergestellt werden. Fiir die Synthese von 1 kénnten Poly-
merasen, Transferasen und Nucleasen niitzlich sein?7), da diese
die Synthese und den Abbau von Phosphorothioateinheiten un-
terstiitzen.

Die erste Synthese von 1, die sich spiter als (R,)-stereoselektiv
erwies, wurde enzymatisch (mit Polymerase) durchgefiihrt (Sche-
ma 5)'"1. Endonucleasen fiir den diastereoselektiven Abbau von

NTPaS + Polymerase/Templat — <" (all-Rp) 1

PPy
o] o]
NTPoS = —O_E—O_E—O—i o]

H

Schema 5. Enzymatische Synthese von (all-Rp)-Polynucleosidphosphorothicaten.
Templat = DNA; R = H, B = Ade, Gua, Cyt, Thy oder R = OH, B = Ade, Gua,
Cyt, Ura.

1 mit ungewollter (R,)- oder (S;)-Konfiguration kénnen in der
Praxis nur fiir kurze Homopolymere wie Pentacytidinphospho-
rothioate d[(Cp),C] eingesetzt werden!!®- 28, Ein Diastereome-
rengemisch von d[(Cyg),C] wurde mit Endonuclease P1 verdaut,
die selektiv simtliche (S,)-konfigurierten Phosphorothioatester
spaltet'??*]. Neben intaktem (all-Rp)-d[(Cpg),C] wurden die zu-
satzlich vorliegenden optisch reinen 5-phosphorothioylierten
Einheiten mit basischer Phosphatase in die entsprechenden 5'-
OH-Dimere, -Trimere und -Tetramere mit (all-Rp)-konfigurier-
ten Internucleotidphosphorothioatgruppen iiberfiihrt (Abb. 3).

Der diastereoselektive Abbau von Oligo-S mit ungewollter
Konfiguration am Phosphoratom ist auf solche Phosphoro-
thioate beschriinkt, die diastereoselektiv hergestellt wurden,

Angew. Chem. 1994, 106, 747761
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Abb. 3. RP-HPLC-Chromatogramme a) des Stamm-Tetramers d{CpsCpsCyC), das
nach Nuclease P1/basischem Phosphatase-Verdau erhalten wird, b) des Rohpro-
dukts von Tetramer d(CiCpsCpsC), c) des Trimers d(CxCprsC), d) des Dimers
d(CpsC). Oligo-S wurden nach der Phosphoramidit/Sulfurierungs-Methode herge-
stellt und, wie in Tabelle 1 beschrieben, analysiert. Ein Gradient von 0.66 % min ~*
wurde benutzt. Retentionszeit ¢ in min. Die mit Dreiecken markierten Signale ent-
sprechen Benzamid.

d.h. Oligo-S mit angereicherter (R;)- oder (S;)-Konfiguration.
Ist diese Bedingung nicht erfiillt, so ist ein enzymatischer Abbau
in den meisten Fallen nicht moglich, da das gewiinschte Produkt
selbst im statistisch einfachsten Fall nur einen kleinen Bestand-
teil (27" des Ausgangsgemischs darstellt. Dartiber hinaus wur-
de bis jetzt noch keine Endonuclease gefunden, die die entgegen-
gesetzte Diastereoselektivitit von Nuclease P1 aufweist, so daf3
die Gewinnung von (all-S;)-konfigurierten Oligonucleotiden 1
selbst aus einem Diastereomerengemisch mit berwiegender
(Sp)-Konfiguration bis jetzt noch nicht mdglich ist. Deshalb ist
der einzig verniinftige Ansatz zur Synthese von Oligo-S mit
bestimmter Nucleobasensequenz und definierter Chiralitit an
jedem Phosphoratom eine stereokontrollierte, hochstereoselek-
tive chemische Methode.

Welche Synthesestrategien konnen zu Oligo-S mit definierter
Stereochemie an den Phosphoratomen fiithren? Untcr den zahl-
reichen Methoden, die in 100 Jahren Phosphorchemie erarbeitet
wurden!?®], kénnten folgende Strategien zu stereokontrollierten
Synthesen von diastereomerenreinen Oligo-S fiihren: a) die ste-
reoselektive oder stereospezifische nucleophile Substitution am
trikoordinierten Phosphoratom, b) die stereoselektive Synthese
oder stereoselektive Sulfurierung von Intermediaten mit Inter-
nucleotid-H-phosphonateinheiten; c) die stereoselektive oder
stereospezifische nucleophile Substitution am tetrakoordinier-
ten Phesphoratom.

Bei der Wahl einer méglichen Strategie muf} beachtet werden,
daf die Diastereomerenreinheit (diastereomeric purity dp) von
1 nach Gleichung (b) definiert ist. Falls p, =p,=...=p,,

dp=p - p; P30, (b)
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dann gilt dp = p", wobei n die Anzahl an Phosphorothioatein-
heiten und p,, p,, ....p, die Diastereoselektivitit der entspre-
chenden Kupplungschritte bezeichnet. Hieraus folgt eindeutig,
daB eine Diastercoselektivitit von weniger als 0.95 bei einem
beliebigen Kupplungsschritt gegen diese Strategie spricht.

4.1. Nucleophile Substitution an trikoordinierten
Phosphoratomen

Stereoselektive/stereospezifische Synthesen von 1 mit dem Sub-
strat 13 (Schema 6), das ein trikoordiniertes Phosphoratom
(P enthilt, unterliegen folgenden Beschrinkungen: Substrat 13
muB in seine P-Enantiomere trennbar sein, der Rest R! muB
eine sdurelabile Schutzgruppe sowie X entweder ein Sauerstoff-
oder Schwefelatom sein, und R? sollte durch die Spaltung der
X—R?-Bindung entfernt werden kénnen. Falls R*X = L, er-
moglichen die prochiralen Substrate 13 den diastereoselektiven
Austausch (Ersatz) von { pro-R) oder (pro-S)-Gruppen.

0.
S
Schema 6. R = DMT, Pixyl etc.; R2 = Alkyl, Aryl; R"’)/
X =8, O oder R*X = Me; B! = geschiitztes Ade,
Gua, Cyt, Thy; L. = Abgangsgruppe. 13

In ersten Versuchen zur diastereoselektiven Synthese von 118!
wurden die Substrate 13 (R'= DMT, R?*X = MeO, L = iPr,N,
B! = CytBz) diastereomerenrein erhalten, jedoch schien deren
Aktivierung mit Tetrazol eine Epimerisierung am Phosphor-
atom zu verursachen. Neben der Protonierung kommt es bei der
Aktivierung von 13 mit Tetrazol auch zur Substitution der
NiPr,-Gruppe durch Tetrazol. Die Intermediate 14 epimerisie-
ren rasch in Gegenwart von iiberschiissigem Tetrazol, hochst-
wahrscheinlich durch einen schnellen Substituenten-Substituen-
ten-Austausch (Schema 7).

Detaillierte mechanistische Untersuchungen bestétigen diese
friihe Hypothese!*?!. Demnach fillt die Zwischenstufe Dinucleo-
sid-3',5'-0-methylphosphit 15 als Diastereomerengemisch an.
Die Umsetzung von 15 mit Schwefel unter Erhalt der Stereo-
konfiguration und die anschlieBende Abspaltung der Schutz-
gruppen von den Amino- und Hydroxygruppen sowie die vom
Trigermaterial ergab Dicytidin-3',5-phosphorothioate in einem
Diastereomerenverhdltnis (R;):(S;) = 60:40. In dhnlichen Stu-
dien zur diastereoselektiven Synthese von Dinucleosid-3’,5'-me-
thanphosphonaten nutzten Lebedev et al.*!! die Substrate 13
(R*X = Me, L = iPr,N). Als Nucleosidkomponente wurde 5'-
O-Trifluoracetyl-3-O-acetylthymidin und als Katalysator 4-Di-
methylaminopyridin (DMAP) eingesetzt. Nach einer milden
Oxidation und der Abspaltung der Schutzgruppen schien das
entstandene Dinucleosid-3',5'-methanphosphonat als nahezu
1:1-Diastereomerengemisch vorzuliegen.

Diese entmutigenden Versuche schlieBen natiirlich Erfolge mit
anderen PM-Verbindungen nicht aus. Vielleicht gelingt eine dia-
stereoselektive Synthese mit Substraten 13, die grof3e und/oder
chirale Reste R? (die trotzdem eine selektive R?—X-Bindungs-
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Schema 7. Die diastereomerenreinen Substrate 13 epimerisieren in Gegenwart von
Tetrazol. Dadurch ist die stereokontrollierte Synthese von 1 mit der Phosphorami-
dit-Methode nicht méglich. a) 1. Sz, 2. Abspaltung der Schutzgruppen. R* =
DMT; R? = Me; R® = LCA-CPG; B! = B = CytBz.

spaltung ermoglichen) enthalten. Die Abgangsgruppe L erfor-
dert moglicherweise eine andere Art der Aktivierung als die fiir
L = NR, genutzte, oder man mull NR ,-Gruppen einsetzen, die
nicht einem schnellen Substituent-Substituent-Austausch unter-
liegen. Eine potentielle gute Abgangsgruppe L ist der 4-Nitro-
phenoxyrest!32], falls das entstehende 4-Nitrophenoxid-Ion so-

RO B!
o)
R'O 8! k j
o)
BZ
k / HO4 o iy
\

o} + —_— P

OR?
16 17
B1 gl
H‘O—] o ’ R1O-| o
[e)
NS N0
NN g2 0N a2
o o 09 o
e o)
OR? OR3
19

(Rp)-18, (S,)-18

(Rp)-TpsT + (Sp)-TyT

Schema 8. Die Synthesen von Oligo-S mit der Phosphoramidit-Methode konnten
nicht diastereoselektiv durchgefithrt werden. R' = DMT; R* = Ac; B! = B? =
Thy. (Re)- und (S;)-18 sowie (R,)- und (Sp)-TysT entstehen jeweils im Verhiltnis von
ca. 1:1.
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fort nach der Freisetzung aus dem Reaktionsgemisch entfernt
wird, da es sonst die Epimerisierung von 13 bewirkt.

Selektivitdt konnte auch bei der diastereoselektiven Reaktion
von P-prochiralen P"-Verbindungen (13, R?X = L) mit der 5'-
OH-Funktion der Nucleosidkomponenten erzielt werden. Eine
Diastereoselektion wihrend dieser Kupplung ist aufgrund der
chiralen Hilfsgruppen (2'-Desoxyribosyleinheiten) beider Rea-
gentien (3'-O-phosphityliertes Nucleosid und 5'-OH-Nucleosid)
moglich, da einer der beiden konkurrierenden Reaktionswege,
die zu (Sp)- bzw. (Rp)-Diastereomeren fiihren, kinetisch be-
giinstigt sein kdnnte. Beim Entwickeln der Phosphordiamidit-
Methode zur Synthese von Oligonucleotiden®*! wurde 5-0-
DMT-thymidin-3'-O-phosphorodimorpholidit 16 synthetisiert
und Tetrazol-katalysiert mit 3'-O-Acetylthymidin 4 umgesetzt
(Schema 8). Leider waren weder beim Phosphorothioat 18 noch
beim H-Phosphonat 19 eines der Diastereomeren nennenswert
angereichert®4], Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese,
daB3 Phosphoramiditsubstrate wie 13 bei der Aktivierung durch
einen sauren nucleophilen Katalysator zur Epimerisierung am
Phosphorzentrum neigen.

4.2. Stereoselektive Bildung und Sulfurierung
von Oligonucleosid-H-phosphonaten

Der H-Phosphonat-Ansatz zur Synthese von Oligonucleotiden
geht von 5'-0-DMT-nucleosid-3'-O- H-phosphonaten als P-pro-
chiralen Phosphonatsubstraten 3 aus. Im Prinzip kénnen die
Verbindungen 3 mit sterisch anspruchsvollen Pivaloyl-1*#1 oder
Adamantoylchloriden'*! stereoselektiv aktiviert werden und
zu chiralen Triger-gebundenen Oligonucleosid- H-phosphonaten
reagieren. Aus diesen entstehen nach einer Tandemsulfurierung,
der Abspaltung vom Triger und der Nucleobasenschutzgrup-
pen Oligo-S1*%. Jedoch ist bekannt, dafl das Diastereomeren-
verhdltnis von Didesoxyribonucleosid-3',5'- H-phosphonaten 6
nahezu 1:1 betridgt?®”, so daB ein dhnliches Verhdltnis fir die
entsprechenden, durch eine anschlieBende Sulfurierung ent-
stehenden Dinucleosid-3',5'-phosphorothioate*®?! bestimmt ist.
Vor kurzem berichteten Stawinski et al., daB nach seiner Metho-
de®%1 hergestellte Diribonucleosid-3',5"- H-phosphonate C,, U im
Diastereomerenverhiltnis von 6:1 vorliegen'®], Unabhéngig da-
von wurde gezeigt, daB die Diastereomere der H-Phosphonate 6
chromatographisch (Silicagel)!3” 38 getrennt und unter Erhal-
tung der Konfiguration sulfuriert werden kénnen. Diese Stabili-
sierung der Konfiguration am Phosphoratom unsymmetrischer
0,0-Dialkyl-H-phosphonate war angesichts klassischer Unter-
suchungen zur Synthese von diastereomerenreinen O-Menthyl-
phenylphosphonaten®®! und enantiomeren Q-Isopropylmethyl-
phosphonaten!*® nicht iiberraschend. Dariiber hinaus war
bekannt, daB bei der Sulfurierung von P-chiralen O,0-Dialkyl-
H-phosphonaten die Konfiguration am Phosphoratom nicht
verdndert wird!!5]. Deshalb scheint die stereokontrollierte Syn-
these von Oligonucleosid- H-phosphonaten als Vorstufen von
Oligo-S (oder anderen P-chiralen Analoga der Oligonucleotide)
ein noch immer unerforschter Zugang zu 1 zu sein, der beson-
ders angesichts der Ergebnisse von Hata et al.'*!! und kiirzlich
von Battistini et al.l*?! mehr Beachtung verdient.

Hata et al. fanden, dall der Abbau von Dinucleosid-3’,5-u-
ketophosphonaten 20 bei Zugabe von s#-Butylamin und 1,8-Di-
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(Rp)-d(T5gT) (Rp)- +(5p)-0(TpeT) (1:2)

DBT = —(ED

Schema 9. Die DBU-katalysierte Aminolyse der Phosphonate 20 verliuft bemer-
kenswert diastereoselektiv, wie das Diastereomerenverhiltnis der sulfurierten Pro-
dukte zeigt. a) 1. Sy, 2. Entschiitzen der OH-Gruppen; b) 1. Entschiitzen der OH-
Gruppen, 2. Me,SiCl/Et,N + Sg. B! = Ade, Thy; B* = Thy; Ar = Phenyl, p-
Chlorphenyl.

(Rp)-d(AT) (Rp)- + (Sp)-d(ApgT) (1:2.5)

azabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) stereoselektiv veriduft (Sche-
ma 9). Bei diesen Untersuchungen wurden die Intermediate 21
nicht isoliert, sondern mit Trimethylsilylchlorid und mit elemen-
tarem Schwefel umgesetzt. Abhingig von der Art der Schutz-
gruppen und der Abfolge der Schutzgruppenabspaltungs/Sulfu-
rierungsschritte wurden entweder reine (Rp)-Dinucleosid-3',5'-
phosphorothioate oder ein Diastereomerengemisch mit einer
angereicherten Komponente [(Sp):(Rp) =2.5:1] erhalten.
Schon von den Autoren™!®! wurde bei d(TpsT) darauf hingewie-
sen, dafl bei der Verwendung von Benzoyl- oder fert-Butyldi-
methylsilylgruppen anstelle von 1,3-Benzodithiol-2-yl (DBT) als
3'-terminaler Schutzgruppe die Bildung der Phosphorothioate
nicht stereoselektiv erfolgt. Da bei der DBU-katalysierten Ami-
nolyse der a-Ketophosphonate 20 ein Diastereomerengemisch
eingesetzt wurde, darf angenommen werden, da DBU das
Konfigurationsgleichgewicht der entstehenden H-Phosphonate
21 beeinfluBt (Schema 10). Hata et al. postulierten*!?!, daf3 die

*{ o

e ‘*l sl

Schema 10. Beeinflussung des Konfigurationsgleichgewichts von 21 durch DBU.

im allgemeinen als nicht nucleophil geltende Base DBU™3! mit
H-Phosphonaten unter Bildung von pentakoordinierten Inter-
mediaten reagiert, die durch Pseudorotation unter Epimerisie-
rung am Phosphorzentrum in die thermodynamisch stabileren
Isomere iibergehen. Die thermodynamische Bevorzugung wird
durch den sterischen Anspruch sperriger Liganden bestimmt
(und durch sterisch anspruchsvolle 5'-0O- oder 3'-O-Schutzgrup-
pen verstarkt)#4,

Fur die von Battistini et al. beobachtete Stereoselektivitit bei
der Synthese von 2',5-ApA*? muB eine andere Erklirung ge-
funden werden. Die Kondensation von N%-Benzoyl-3',5-0,0-
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tetraisopropyldisiloxanadenosin-2'-O-( H-phosphonat) 22 mit
23 in Gegenwart von Pivaloylchlorid fithrt nach Sulfurierung
ausschlieBlich zu (Sp)-konfiguriertem Diadenosin-2’,5'-phospho-
rothioat 24 (Schema 11). Interessanterweise verringert die Ein-
fithrung einer ‘er¢-Butyldimethylsilyl-2'-O-Schutzgruppe, die eine
hohere Konformationsbeweglichkeit als das cyclische 3',5'-0,0-
oder 2',3-0,0-1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxandiyl-Schutz-
gruppensystem aufweist, die Diastereoselektivitat [(S,):(R,) =
70:30].

o) B! HO B2
_<S' J fo) O ;g:vCI
o + Q
\
\‘/51—0 0\P /? ___ks;o O\Si )_
H/ \0 _l/ ~o~ \_
22 23
— 7 o ¥
Si
=
Q
si~0 0\ /O
-
s ‘o-l o ¥
‘e
e
(5p) -24

Schema 11. Stereoselektive Synthese von 2',5-ApA. B’ = B? = AdeBz; Piv =
Pivaloyl.

Diese bemerkenswerten Ergebnisse konnen durch eine diaste-
reoselektive Aktivierung der H-Phosphonatfunktion von ge-
schiitztem 22 aufgrund sterisch anspruchsvoller Schutzgruppen
in der Nucleosidkomponente erklirt werden. Wahrscheinlich fin-
det eine Acylierung des anionischen 22 aus sterischen Griinden
ausschlieBlich am ( pro-R)-Sauerstoffatom statt, und das Anhy-
drid 25 reagiert stereospezifisch mit 23 zu (Rp)-2,5-Ap A 26,
dessen Sulfurierung unter Konfigurationserhaltung (S;)-24 er-
gibt (Schema 12). Die oben erwilhnte Erklirung impliziert, daf3
eine nucleophile Substitution am Phosphoratom in 25 unter
Konfigurationsumkehr erfolgt; jedoch sind bislang noch keine
Beispiele fiir eine stereochemische Umwandlung von Verbin-
dungen des Typs 25 bekannt.

Angesichts der Ergebnisse von Hata et al. zur stereoselektiven
Synthese von Oligonucleosidphosphorothioaten durch DBU-ka-
talysierte stereoselektive Epimerisierung der Internucleotid-H-

—

N N o — NP
o Q o’ ""o~c—l— % 0 -s? *o
! L !
pro-S  proR
22 25 26 24

R-2,5-Apgh  (Sp)-2,5-AyA

Schema 12. {pro-R)-O-Acyliernng von 22, die die diastereoselektive Synthese von
2',5'-ApsA bewirkt.
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phosphonatfunktion sollte versucht werden, sterisch und/oder
stereoelektronisch anspruchsvolle Schutzgruppen fiir die beteilig-
ten Nucleoside (Nucleotide) zu entwerfen. In unserer Arbeits-
gruppe wurde eine Anzahl potentieller Katalysatoren, unter an-
derem optisch aktive und sterisch anspruchsvolle Siuren und
Basen, zur Verinderung des (Rp):(Sp)-Gleichgewichts von 21
untersucht; bislang ist dieser Prozess aber noch nicht kontrol-
lierbar®4,

4.3. Diastereoselektive Aktivierung
von prochiralen tetrakoordinierten Phosphorsubstraten

Die prochiralen Phosphorsubstrate 27 (Schema 13) kénnen
bei der Phosphortriester-Methode zur Synthese von Oligo-
nucleotiden eingesetzt werden'**], Mit Alkoxy- oder Aryloxy-

1 1
R o B
\ /0
Ple
sz/ \0
Schema 13. R! = DMT, Pixyl etc.; R? = Alkyl, Aryl; X =S;
27 B! = geschiitztes Ade, Gua, Cyt, Thy.

gruppen als R*X fithrte die Aktivierung der Phosphatfunktion
zur Bildung von P-chiralen Dinucleosid-3',5-O-alkyl(aryl)-
phosphaten. Da man anschlicBend die O-Alkyl- oder O-Aryl-
funktion noch abspalten muf}, hat man das Diastereomerenver-
héltnis des intermedidren Triesters nicht bestimmt. Die Prochi-
ralitdit von 27 1idBt jedoch einen diastereoselektiven Akti-
vierungsprozel vermuten. Tatsdchlich konnten Ohtsuka et al.[*¢!
an einem gut dokumentiertem Beispiel zeigen, dafi die Kon-
densation von N®5-0-Bis(dimethoxytrityl)adenosin-3'-O-
[O-(2-chlorphenyl)phosphat] mit N¢,5'-O-bis(dimethoxytrityl)-
adenosin in Gegenwart von 1-(2,4,6-Triisopropylphenyl)-
sulfonyl-5-(pyridin-2-yl)tetrazol als Aktivierungsreagens nach
Abspaltung der Schutzgruppen (Sy)-konfiguriertes Didesoxy-
adenosin-3',5'-0-(2-chlorphenyl)phosphat ergibt. Diese Beob-
achtung veranlaBte Cosstick und Williams!*7), die diastereose-
lektive Aktivierung von 27 (B! = CytBz, R*X = NCCH,CH,5)
zu untersuchen. Bei der Reaktion von 27 mit 3'-O-Acetylthymi-
din (4, R?® = Ac, B = Thy) in Gegenwart von 1-(2,4,6-Trime-
thylphenylsulfonyl-5-(pyridin-2-yl)tetrazol 28 entsteht das ent-
sprechende Dinucleosid-3',5'-S-(2-cyanethyl)phosphorothioat
30, das nach Abspaltung der Cyanethylgruppe als Diastereo-
merengemisch von d(CpsT) mit einem deutlich erhShten Anteil
an (Sp)-Diastereomer vorliegt (Schema 14). Das beste Dia-
stereomerenverhiltnis (Sp): (R,) betrug 79:21. Diese Anreiche-
rung ist zwar fir eine stereokontrollierte Synthese von 1 nicht
ausreichend, gibt jedoch Aniafl zu ausfiihrlicheren Untersu-
chungen. Falls die stereoselektive Bildung der Anhydride 29, die
zweifach nucleophil substituiert werden (zuerst durch das sub-
stituierte Tetrazol unter Bildung von 31, anschlieBend durch
Reaktion von 31 mit 4 zu den Phosphorothioattriestern 30), Teil
des Aktivierungsmechanismus von 27 ist, erhdhen Versuche,
sterisch anspruchsvolle Schutzgruppen fir die nicht am Kupp-
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Schema 14. Diastereoselektive Aktivierung von P-prochiralen Phosphorothioaten
27 durch 1-2.4,6-Trimethylphenylsulfonyl]-5-(pyridin-2-yl)tetrazol.

lungsprozeB beteiligten Nucleobasen und Hydroxyfunktionen
einzufithren, die Wahrscheinlichkeit einer diastereoselektiven
Bildung von Dinucleosid-3',5-phosphorothioaten. Diese viel-
versprechende Aussicht mull mit Vorsicht betrachtet werden, da
frithere Studien von Knorre, Zarytova et al. darauf hinweisen,
dafB die phosphorylierenden Zwischenstufen der Triester-Metho-
de zur Synthese von Oligonucleotiden Pyrophosphate sind“®1;
deren Auftreten als Intermediate und die Moglichkeit der
P-Stereodquilibrierung konnen den Effekt der diastereoselekti-
ven Aktivierung von 27 unterdriicken[**1.

4.4. Stereoselektive nucleophile Substitution
an tetrakoordinierten Phosphoratomen

Beim vielversprechendsten und einfachsten Ansatz zur stereo-
kontrollierten Synthese von Oligo-S miissen zuerst die Substrate
32 mit Abgangsgruppe L (R% =Aryl, X=0, Y =S oder
R2? = Alkyl, X =8, Y = O, Schema 15), die wihrend der nucleo-
philen Substitution am Phosphoratom durch die 5-OH-Funk-
tion des Nucleosids oder Oligonucleosids stereodefiniert ersetzt
wird, hergestellt werden. Erstmals beschrieben Lesnikowski
etal.’®) die Substrate 32 (R2X =MeS, Y=0, L=4
NO,C4H,0). Die getrennten Diastereomere von 32 ergaben bei

R B
i\r/
Schema 15. R! = DMT, Pixyl etc.; R? = Alkyl, Aryl; X, R’)( \L
Y =S, 0 (X +Y); B! = geschitztes Ade, Gua, Cyt, Thy; L =
Abgangsgruppe. 32
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Reaktion mit 3'-0O-Acetylnucleosiden in Gegenwart von Ph

tBuMgCl die Dinucleosid-3',5"-(S-methyl)-phosphorothioate 33
(Schema 16). Die CH,—S-Bindung (Schutzgruppenabspaltung
am Phosphorothioat) wurde in einem weiteren Schritt mit PhSH/
NETt, gespalten. Diese Kupplung verlduft unter Konfigurations-
umkehr am Phosphoratom mit einer Stereoselektivitit groBer
95% und liefert 33 in ca. 70% Ausbeute.

RO o B
1 g1
ROq o i j
BZ
Ho7 o 1BuMeCl T
N _# £ o, 2
o' o B
VS OR? Q
R2S o—<:__>—No2
4
32(X=5,Y=0, 33 OR?
L = C,H,NO,)

Schema 16. Stereoselektive nucleophile Substitution am Phosphoratom von 32.
Mit dieser Reaktion konnen kurze Oligo-S hergestelit werden. R' = Mono-
methoxytrityl (MMT); R? = Me; R® = Ac; B! = B2 = Thy.

Obwohl diese Methode nicht als Festphasensynthese durch-
filhrbar ist, gelang es Lesnikowski et al. zu zeigen, dal} die Her-
stellung von optisch reinen Trimeren d(Tpg Tps T) und Tetrameren
d(TpsTps Tps T) moéglich ist, falls als Schutzgruppe am Schwefel-
atom beispielsweise 4-Chlorbenzyl eingesetzt wird. Erst vor kur-
zem wurde mit dieser Methode (Rp,Rp)- und (Sp,Sp)-UpsUpU
synthetisiert’3%?l, Trotz zahlreicher Untersuchungen ist das
durch Hayakawa et al..’! in die Oligonucleotidsynthese einge-
fiihrte BuMgCl fiir diese Methode der Katalysator der Wahl,
da die Verwendung anderer Katalysatoren wie tBuOK, DMAP
oder DBU zu nicht zufriedenstellenden Ausbeuten oder zu am
Phosphorzentrum epimerisierten Produkten fithrt(>2!,

4.5. Die Oxathiaphospholan-Methode zur Synthese
von Oligonucleosidphosphorothioaten

Eine neue Synthesestrategie zur stereodefinierten Herstellung
von Oligo-S beruht auf einer nucleophilen Substitution am te-
trakoordinierten Phosphoratom. Sie wurde aufgrund von frithe-
ren Untersuchungen iiber die Umwandlung von O,0-Dialkyl-
phosphorothioaten in die entsprechenden [!2OJPhosphate
ausgearbeitet>). Okruszek et al. beobachteten, daB bei der Re-
aktion von O-Alkyl-O-arylphosphorothioate 34 mit [*30]Sty-
renoxid/[}7O]Wasser das Schwefelatom durch [*#0] und die
Aryloxygruppe durch ['7OJOH stereospezifisch ausgetauscht
werden (Schema 17).

Eine genaue mechanistische Studie zeigte, dali der anfiingliche
Angriff des Schwefelatoms von 34 auf ein Kohlenstoffatom des
Styrenoxiddreirings unter Bildung der Zwischenstufe 35 und der
anschlieBende Angriff des f-Alkoxy-Anions auf das Phosphor-
zentrum unter Eliminierung des Aryloxyrests ArO~ als Ab-
gangsgruppe von 36 das Intermediat 37 liefert. Die Hydrolyse
mit [*7O]H,0 von Oxathiaphospholan 37 fiihrt zur Offnung des
Heterocyclus durch ausschlieBliche Spaltung der P-S-Bindung.
Die Zwischenstufe 38 entsteht durch den Angriff des Wassermo-
lekils auf 37 von der der endocyclischen P-O-Bindung gegen-
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Schema 17. Mechanistische Untersuchungen zur stereokontrollierten Synthese von
Nucleosid-3'-[*°0.'70,"' *O]phosphaten 40.

iberliegenden Seite, wobei vor dem P-S-Bindungsbruch eine
Pseudorotation erfolgen muf}, die die Abgangsgruppe in die
apikale Position (39) bringt. Nach der Spaltung der P-S-Bin-
dung wird das Episulfid schnell abgespalten.

Nachdem die Monoalkyl[!®0,!”0,'80O]phosphate 40 stereo-
kontrolliert hergestellt werden konnten, war es naheliegend, die
Synthese von Oxathiaphospholanen wie 41 und deren Reaktion
mit Alkoholen zu untersuchen!?8. 5-0-DMT-nucleosid-3'-0-
(2-thio-1,3,2-oxathiaphospholane) 41 wurden hergestellt und
mit 3-0-Acetylthymidin umgesetzt. In diesem Fall wird fir den
Angriff der Hydroxygruppe auf das Phosphoratom ein basi-
scher Katalysator benétigt. In Gegenwart von Triethylamin
(Raumtemperatur, 24 h, 5% Ausbeute) oder Diisopropylamin
(Raumtemperatur, 4 h, 38 % Ausbeute) kommt es zwar zur Re-
aktion, die besten Ergebnisse werden jedoch mit DBU erziell.
Wird DBU als Katalysator zugegeben, erfolgt ein Kupplungs-
schritt in 5 min, wobei nach Abspaltung der Schutzgruppen Di-
nucleosid-3’,5'-phosphorothioat 43 in Ausbeuten gréBer 95% er-
halten wird (Schema 18). Nach der Diastereomerentrennung
von 41 (B! = AdeBz, GuaiBu, CytBz, Thy) wurde die Stereose-
lektivitdt der Oxathiaphospholan-Ring6ffnung untersucht, die
groBer 95% ist!281.

Modellstudien an (Rp,Rc)-2-[N-(a-naphthyl)ethylamino-2-
thio]-1,3,2-oxathiaphospholan 44141 zeigten, daBl die Ringoff-
nung mit MeOH/DBU iiber einen Angriff der basenaktivierten
Hydroxyfunktion von MeOH auf das Phosphoratom von der
endocyclischen P-O-Bindung gegeniiberliegenden Seite erfolgt
(Schema 19). GemidBl den Regeln von Westheimer!®*! setzt der
Zerfall des pentakoordinierten Intermediats einen Pseudorota-
tionsschritt voraus, der die zu spaltende endocyclische P-S-Bin-
dung in die apikale Position bringt. Nach dem Bruch der P-S-
Bindung wird rasch Ethylenepisulfid abgespalten. Da dem
Substrat (Rp,Rc)-44 und dem Produkt (S,,R.)-45 (das durch
S-Methylierung des Produkts der DBU-katalysierten Methano-
lyse der Vorstufe 44 entsteht) die absolute Konfiguration zuge-
ordnet und der stereochemische Verlauf der Umwandlung von 44
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Schema 18. Basenkatalysierte Alkoholyse von 1,3,2-Oxathiaphospholanen 41.
R! = DMT; R® = Ac; B’ = B2 = Thy.
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Schema 19. DBU-katalysierte Methanolyse von 44. 2-C, H, = «-Naphthyl.

in 45 aufgekldrt werden konnte, ist auch eine vorlaufige Zuord-
nung der absoluten Konfiguration am Phosphoratom von 41
moglich. Die schnell eluierenden Diastereomere von 41, die mit
5'-OH-Nucleosiden zu (Sp)-d(NpsN') reagieren, sind am Phos-
phoratom (S,)-konfiguriert, die langsam eluierten Diastereo-
mere von 41 (Rp)-konfiguriert!*41.

Auch die Kenntnis der Stereochemie von Substraten und Pro-
dukten der stereoselektiven zu Dinucleosid-3',5'-phosphorothio-
aten fithrenden Oxathiaphospholan-Methode ist fiir die stereo-
kontrollierte Synthese von Oligo-S nicht ausreichend. Da der im
allgemeinen verwendete Succinylanker in Gegenwart von DBU

, o7 o B* AOq o B
] B
RO o k j t j
O, 1. H" fo)
r: + s~
o, s 0 2.DBU e
N 7 O 7
s M P
g s H e’
o oR?
RS L
(R,)-41 46 47
a) .
(all-R;) - 5-O-DMT-Oligo-S
NH,0H

48

Schema 20. Stereokontrollierte Oxathiaphospholan-Methode zur Synthese von 1.
a)1. H*; 2. 41 + DBU; 3. Blockierung; 4. Schritt 1-3 n-mal wiederholen. R! =
DMT; R?® = LCA-CPG, B! = B? = AdeBz, GuaiBu, CytBz, Thy.
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abgespalten wird*®!, mufte man einen Succinylsarcosinyl-
anker!3%°, der gegen 0.1 M Lésungen von DBU in Acetonitril
wihrend der Oligonucleotid-Festphasensynthese stabil ist!>6%],
einsetzen. Alle vier Trager-gebundenen Nucleoside 46 wurden
synthetisiert und in einer DBU-katalysierten Reaktion mit den
Diastereomeren von 41 umgesetzt (Schema 20). Pentadesoxy-
cytidin-, Octathymidin- und Dodecadesoxyadenosinphosphoro-
thioate wurden auf diese Weise diastereomerenrein erhal-
ten!?8:37), Die stereokontrollierte Synthese von (all-R)- und
(all-Sp)-d[(Agg);, A] zeigte, dal mit komplementarer Dodeca-
thymidinsdure unter identischen Bedingungen eine bessere Bin-
dung bei (all-Sp)-d[(Aps), Al (T, = 34.4°) als bei (all-Rp)-
d[(Apg); , Al (T, = 30.0 °C) méglich 1st'*. Dieser experimentelle
Befund stimmt mit der Analyse von Modell-Duplexstrukturen
mit B-Konformation iiberein, die andeuten, daB aus (R,)-konfi-
gurierten Oligo-S gebildete Duplexstrukturen aufgrund der Aus-
richtung der Schwefelatome sterisch ungiinstiger sind. Diese sind
relativ zur Doppelhelixlingsachse ,,nach innen‘* gerichtet, wih-
rend (S,)-konfigurierte Oligo-S nur ,,auBen* liegende Schwefel-
atome aufweisen. Der hdhere sterische Anspruch von Phospho-
rothioaten im Vergleich zu Phosphaten wurde auch aus friiheren
Untersuchungen zur Synthese, aus Molekillmechanik-Rech-
nungen und aus den biologischen Eigenschaften von cyclischem
Adenosin-3',5-phosphorodithioat ersichtlich’®®. Molekiilme-
chanik- und Molekilldynamik-Rechnungen einer simulierten
vollstindigen DNA-Duplex-Helixwindung, die entweder aus
unmodifizierten Oligonucleotiden, aus homochiralen (all-R;)-
oder (all-S;)-Oligo-S®!! gebildet wurde, bestétigten die Ergeb-
nisse dieser intuitiven Analyse und experimenteller Daten. Hier-
von unabhingig weisen NMR-% und 7, -Untersuchungen!®?!
an Oligonucleotiden mit Phosphorodithioatfunktionen auf einen
destabilisicrenden Effekt der Schwefelatome in doppelstrangigen
Konstrukten hin.

Leider ist die Synthese und Isolierung von geniigend reinen,
langeren (> 12-mere) Oligo-S mit der Oxathiaphospholan-Me-
thode immer noch schwierig. Wenn die Eftizienz einzelner Kupp-
lungsschritte geringer als 96 % ist, kdnnte dies die Ursache fiir
das Auftreten von Fehlsequenzen (n — 1, n — 2, n — 3, .. ) sein,
besonders wenn der Abbruch der Reaktion nicht zu 100 % ver-
lauft. Erst kiirzlich wurde das urspriinglich zur Blockierung von
nicht umgesetzten 5-OH-Gruppen bei der Acylierung einge-
setzte Essigsiureanhydrid/N-Methylimidazol-Gemisch!?®! durch
Essigsdureanhydrid/4-Dimethylaminopyridin ersetzt. Da der
Wassergehalt von Losungsmitteln und Reagentien sicherlich ein
kritischer Faktor ist (Spuren von Wasser konnen in Gegenwart
von DBU die Polymerisation von 1,3,2-Oxathiaphospholanen
unter Ringdffnung initieren), wurden besondere Vorsichtsmaf}-
nahmen getroffen und absolut wasserfreie Reagentien einge-
setzt. Zusitzlich wurde die Dauer eines Kupplungsschritts von
600 auf 200 Sekunden verkiirzt. Obwohl die Bedingungen und
Parameter der Oxathiaphospholan-Methode noch nicht opti-
miert sind, gelang Grajkowski et al. ausgehend von diasterco-
merenreinen Substraten 41 (B! = CytBz) die Synthese der (all-
Rp)- und (all-S;)-Diastereomere von d[(Cp),,Cl], die in 86%
bzw. 82 % Ausbeute entstehen (bestimmt durch Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE))!°®, Im *!'P-NMR-Spektrum des
Rohprodukts sind keine Signale von Phosphatverunreinigung
zu beobachten; werden Oligo-S nach anderen Methoden herge-
stellt, so entstehen unvermeidbar Phosphate!®*!. Dariiber hinaus
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synthetisierten Grajkowski et al., ausgehend von einem Dia-
stereomerengemisch von 41, ein 26-mer mit ,,gemischter
Sequenz*, das sechs dC, sechs dG, zehn dT und vier dA enthilt.
Dieses war nach PAGE mit dem nach der Phosphoramidit/Sul-
furierungs-Methode hergestellten 26-mer identisch. Zur Zeit
wird versucht, die Ausbeute der Reaktionsschritte zu verbessern
und die Struktur von Produkten, die bei unerwarteten, noch
nicht bekannten Nebenreaktionen entstehen, aufzukliren.

Welche Nebenreaktionen sind denkbar? Eine naheliegende Ne-
benreaktion ist die intermedidre Bildung einer Internucleotid-
Phosphorothioattriester-Funktion mit geladener CH,CH,S™-
Gruppe wie in 42. Obwohl man erwartet, daBl diese Gruppe
abgespalten wird, konnte das Schwefelzentrum auch am néchst-
liegenden 5-0-Phosphor-gebundenen 5'-Kohlenstoffatom an-
greifen, so dall das Phosphorothioatkohlenstoffgeriist um eine
CH,CH,S-Einheit verlingert wiirde. Diese Reaktion miifte
iiber einen thermodynamisch ungiinstigen siebengliedrigen cy-
clischen Ubergangszustand verlaufen. Bei einem solchen Angriff
sollte die abschlieBende enzymatische Hydrolyse der Oligo-S
modifizierte Nucleoside(-tide) ergeben, was jedoch nicht der Fall
zu sein scheint. Dennoch muf diese Moglichkeit ndher unter-
sucht werden, da diese Reaktion Spuren von Verunreinigungen
mit gleicher Basenzusammensetzung und gleicher negativer La-
dung wie die erwarteten Produkte liefern wiirde. Ebenfalls un-
tersucht man die moégliche 5-O-Acetyl-Deblockierung durch
DBU, die die Bildung unerwiinschter (n —1)-, (» — 2)- und
(n — 3)-Oligo-S bewirken konntel541,

Weiterhin wird versucht, Substrate wie 41 ohne amidische
Protonen herzustellen, die eine DBU-Aktivierung und die Bil-
dung moéglicher Verzweigungsstellen fiir das wachsende Poly-
mer verhindern sollen. Auch C-substituierte Oxathiaphospho-
lane, die zwar noch mit 5-OH-Funktionen umgesetzt werden
konnen, deren Ringéffnung aber nicht unter anschlieBender Eli-
minierung des Episulfids verlduft, werden synthetisiert. Die
Acylierung am Schwefelatom eines zu 42 analogen Intermediats
wiirde zwar die Triestereinheit bis zum Schluf} der gewiinschten
Kettenverlingerung erhalten, gleichzeitig sollte aber auch der
unerwiinschte Angriff am 5-Kohlenstoffatom hiufiger erfol-
genl®4],

Erwidhnenswert, obwohl es nicht direkt zum Aufsatzthema
zihlt, ist die erfolgreiche Synthese von Oligonucleosidphospho-
rothioaten 52 durch eine modifizierte Oxathiophospholan-Me-
thode unter Verwendung von 5-0-DMT-nucleosid-3"-0-(2-
thio-1,3,2-dithiaphospholanen)¢*!,

4.6. Mogliche Methoden zur stereokontrollierten Synthese
von Oligonucleosidphosphorothioaten

Da wir Phosphor- und Biopolymer-Chemiker auf das Problem
der stereokontrollierten Synthese von Oligo-S und verwandten
DNA- oder RNA-Analoga aufmerksam machen wollen, sollen
nun noch nicht untersuchte Methoden zur stereokontrollierten
Synthese von P-chiralen Oligonucleotid-Analoga diskutiert wer-
den. Aktiviert man ein Diastereomerengemisch von 5-O-DMT-
nucleosid-3'-0-[S-(2,4-dichlorbenzyl)phosphorodithioat] 49 mit
2,4,6-Triisopropylphenylsulfonylchlorid (TIPS-Cl) und N-Me-
thylimidazol, so wird das Sauerstoffatom im Vergleich zum
Schwefelatom der Phosphorodithioatgruppe zu 97 % aktiviert
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Schema 21. Die Aktivierung des Phosphorodithioats 49 durch TIPS-Cl/N-Methyl-
imidazol findet zu 97 % am Sauerstoffatom statt.

(Schema 21). Obwohl die Reaktion von 50 mit dem 5-OH-Nu-
cleosid 4 ein Diastereomerengemisch von 51 ergibt, werden nach
der Abspaltung der Schutzgruppen am Schwefelatom P-achirale
Dinucleosid-3',5'-phosphorodithioate 52 erhalten!®),

Die aufgrund fritherer Arbeiten iiber die Aktivierung von
ambidenten Phosphorothioat-Anionen unerwartete Chemose-
lektivitdt der TIPS-Cl/N-Methylimidazol-Aktivierung 1483t hof-
fen, daB die Substrate 53 mit den Resten OR? wiec OMe, OEt
oder OBz nach der Diastereomerentrennung Phosphorothioat-
Anionen am Sauerstoffzentrum selektiv aktivieren; die anschlie-
Bende Reaktion mit einem OH-Nucleosid konnte zu diastereo-
merenreinen (oder stark angereicherten) Dinucleosid-3',5'-0-al-
kylphosphorothioaten 54 fithren (Schema 22). Spaltet man die
Schutzgruppen an der Phosphorothioateinheit ab (Angriff am
Kohlenstoffatom), so sollten Oligo-S entstehen.
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S
o a) \P/
>J RZO/ P 0. Bl
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Schema 22. Die Phosphorothioate 53 sind mégliche Substrate fir die stereokon-
trollierte Synthese von 1. a) 1. TIPS-Cl/N-Methylimidazol; 2. 4. R! = DMT;
R? = Me, Et, Bz, Allyl; R® = Ac; B' = B2 = Thy.

Dieser Ansatz zur stereoselektiven Synthese von Oligo-S wird
fehlschlagen, wenn Pyrophosphorothioat-Intermediate!*®! zur
Bildung von Anhydriden aus Thiophosphorsiure und Sulfon-
sdure fiihren.

Ein anderer moglicher Syntheseweg ist die Acylierung eines
entsprechend geschiitzten Nucleosid-3'-O-(0-alkyl)phosphoro-
thioats 53 durch sterisch anspruchsvoll substituierte Benzoyl-
chloride und die Folgereaktion des entstehenden gemischten
Anhydrids 55 mit der 5-OH-Funktion eines Nucleosids oder
Oligonucleotids (Schema 23). Obwohl gemischte Anhydride aus
Phosphor- und Carbonsduren sowohl acetylierende als auch
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Schema 23. Die Anhydride 55 sind potentielle Substrate der stercokontrollierten
Synthese von 1.

phosphorylierende Eigenschaften haben!®®), sind nur wenige
gut untersuchte Beispiele fiir deren ausschlieBlich phosphorylie-
rende Aktivitit bekannt. Jackson et al.183! zeigten, daB sich bei
solchen Anhydriden die Regioselektivitit in Abhingigkeit vom
angreifenden Nucleophil dndert: Bei der Aminolyse erfolgt der
Angriff am Carbonyl-Kohlenstoffatom, bei der Alkoholyse am
Phosphoratom. Dariiber hinaus bewies Lambie!®89, da3 O-
Pentachlorbenzoyl-0,0-diethylphosphat  selbst mit Anilin
phosphorylierend wirkt. Diese ausgeprigte Fiahigkeit zur Phos-
phorylierung veranlafSte Wozniak, P-diastereomerenreine An-
hydride aus Nucleosid-3'-O-(methanthiophosphon)- und Car-
bonsduren als mogliche Substrate fiir die stereokontrollierte
Synthese von Oligonucleosidmethanthiophosphonate herzu-
stellen. Bis jetzt haben Reaktionen der oben erwahnten gemisch-
ten Anhydride mit 3’-0-Tréiger-gebundenen 5'-OH-Nucleosiden
nur mit schlechten, fiir eine repetitive Mehrstufensynthese nicht
akzeptablen Ausbeuten zum gewiinschten Produkt gefiihrt. Zur
Zeit wird nach einem geeigneten Katalysator fiir diese Reaktio-
nen gesucht, und falls dies erfolgreich sein sollte, werden geeig-
nete Substrate synthetisiert!¢.

5. Analyse der Diastereomerenreinheit
von Oligonucleosidphosphorothioaten

Die Schwierigkeit, die Diastereomerenreinheit von Oligo-S zu
analysieren, wurde bereits erwihnt. Abbildung 4 zeigt die zur Zeit
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Abb. 4. RP-HPL-Chromatogramm des Tetramers d(CpsCpsCypsC): a) Gesamtchro-
matogramm, b} gespreizter Ausschnitt, der das Auftreten aller acht Diastereomere
illustriert, ¢) und d) zeigen die teilweise Trennung der 16 Diastereomere des Penta-
mers d(CpsCpsCpsCrpsC). Aufnahmebedingungen siehe Tabelle 1. Retentionszeit £ in
min.
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besten Ergebnisse fiir eine RP-HPLC-Trennung von acht Dia-
stereomeren von d[(Cp),C] (Abb. 44, b) und ein HPL-Chroma-
togramm von d[(Cps),C] (Abb. 4c¢, d); beide Produkte wurden
nach der nichtstereoselektiven Phosphoramidit-Methode erhal-
ten. Abbildung 4b zeigt deutlich die Grenzen der RP-HPLC-
Analyse kurzer Oligo-S''#1. Frithere Ergebnisse unserer Arbeits-
gruppe belegten, daB Oligo-S mit ausschlieBlich (R,)-konfigu-
rierten Phosphorothioateinheiten enzymatisch mit Endonuclease
P1 abgebaut werden kénnen. Diese ,,Strukturanalysemethode
kann auch als ,,Reinigungsproze3* dienen, da unter geeigneten
Bedingungen sdmtliche (Sp)-konfigurierten Phosphorothioate
gespalten werden 2%, Dariiber hinaus ergaben als Diastereo-
merengemisch hergestellte d[(C,),C] (» =1-4), nach Nuclease
P1- und anschlieBendem basischen Phosphatase-Abbau ein Pro-
duktgemisch, das mit RP-HPLC in reine (Rp)-d(CpsC)-, (Rp, Rp)-
d(CpsCpsC); (R, Rp, Rp)-d(CpsCpsCpsC)- und  (Rp,Rp, R, Ry)-
d((Cps)4C)-Fraktionen getrennt werden konnte. Eine gleiche
Behandlung der erwihnten Oligo-S-Diastereomerengemische
mit als (Rp)-diastereoselektiv geltender Schlangengift-Phospho-
diesterase (SVPDE)[221l ergab nur einen Verdau des 3'-termi-
nalen (R,)-Internucleotid-Phosphorothioats, da dieses Enzym
keine endonucleolytische Wirkung aufweist!”%!,

Unter nichtdenaturierenden Bedingungen unterschied sich die
Mobilitit von (all-Rp) und von (all-S;)-d[(Cps)oC] bei der
Elektrophorese deutlich (Abb. 5). Diese Beobachtung kdnnte

a)

g s "

10 1 12 12 14 15
I —

Abb. 5. Die Hochleistungs-Kapillarelektrophorese wurde mit einem Applied Bio-
systems 270A-HT-Kapillarelektrophorese-Gerit mit MICRO-GEL100 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) gelgefiillten Kapillaren (50 pm ID, effektive Linge
27 cm; mobile Puffer: 75 mm TRIS-Phosphal, pH 7.6, 10% Melhanol) durchge-
fiihrt. Die Detektion erfolgte bei 260 nm bei einer Spannung von 15 kV. Zwei einzel-
ne Diastereomere (all-Rp)- bzw. (all-Sp)-d[(Cps)sC] wurden gemischt (b) und mit
einer nach der Phosphoramidit/Sulfurierungs-Methode hergestellten Probe von
d{(Css)oC] (512 Diastereomere) unter Beimischung der beiden Diastereomere vergli-
chen (a). Retentionszeit { in min.

eventuell auf eine unterschiedliche Selbstorganisation (z.B.
durch Stapelung der Basen) oder auf bei P-homochiralen Oligo-S
auftretenden Wechselwirkungen mit dem Gel hinweisen, die als
ein indirektes Beispiel fiir den EinfluB der Chiralitdt auf die
Oligo-S-Mobilitit angesehen werden konnen. Wichtige Fakto-
ren wie die Zellmembran-Permeabilitit sind dadurch vielleicht
ebenfalls beeinfluBt.

6. Schluftfolgerungen
Abgesehen von der biologischen Bedeutung von Oligo-S mit
einer definierten Chiralitit ist noch immer eine Frage offen: Wie

weit sind wir noch von einer stereokontrollierten Synthese von
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Oligo-S entfernt? Fiir die Oligopeptid-Synthese erforderte es
fast ein ganzes Jahrhundert zur Losung des Problems, wenn auch
stindig neue enzymatische Methoden entwickelt werden!”!], ym
die Racemisierung auszuschlieBen. Schon frither wurde darauf
hingewiesen, daf3 bei jeder mehrstufigen Synthese die Diastereo-
mereneinheit dp eines n-mers ungefihr p" ~! ist, so daB fiir ein
28-mer, das mit p = 0.98 hergestellt wurde, dp = 0.98%7 = 0.56
ist. Ist damit eine diastereoselektive Synthese von chiralen Oligo-S
iiberhaupt moglich? Eckstein et al.'”! konnten zeigen, daB die
Synthese von 1 aus «-dNTPS mit Hilfe von Polymerase zu (all-
Rp)-Polynucleosidphosphorothioaten fiihrt. Diese enzymati-
sche Herstellungsmethode von Oligo-S wire jedoch auf die Syn-
these von (all-R,}-Oligo-S beschrinkt. In dieser Ubersicht wurde
schon berichtet, dall chemisch synthetisierte (all-R;)-konfigu-
rierte Oligo-S durch Nuclease-P1-Verdau der verunreinigenden
(Sp)-Phosphorothioate stereochemisch gereinigt werden kénnen.
Die néchsten Jahre werden vielleicht die Entdeckung oder die
durch rec-DNA gentechnologische Herstellung einer wirksamen
(Rp)-diastereoselektiven Endonuclease bringen. Eine solche En-
donuclease wire nicht nur fiir analytische Zwecke niitzlich, son-
dern auch fiir die Abtrennung von mit (R,)-Phosphorothioat-
Diastereomeren verunreinigten (all-S;)-Oligo-S wertvoll. Trotz-
dem wird die Fihigkeit einer solchen hypothetischen Endonu-
clease zum stereochemischen Abbau kein Syntheseweg fiir (all-
Sp)-konfigurierte Oligo-S sein, da der Anteil dieser Fraktion mit
gewlinschter Homochiralitit im Diastereomerengemisch unge-
fahr 27" betrigt. Man sollte auch versuchen, Bedingungen aus-
zuarbeiten, unter denen eine stereoselektive Endonuclease re-
versibel arbeitet. Es ist vorstellbar, daB eine Matrix-gesteuerte
Oligo-S-Synthese mit Phosphorothioattransferasen moglich wird,
falls sich die Untersuchungen zum Beispiel auf die Reversibilitit
der Wirkung von Nucleasen und Phosphotransferasen konzen-
trieren.

Andernfalls sollten Chemiker ihre Kunst beweisen und Sub-
strate konstruieren, die eine Oligo-S-Synthese mit einer Dia-
stereoselektivitit >99 % und einer vorbestimmten Chiralitit an
jeder Internucleotid-Phosphorothioatfunktion ermdglichen.
Auf diesem Gebiet sind leider nur wenig Fortschritte erzielt
worden, da zehn Jahre nach der ersten stercokontrollierten Syn-
these beider Diastercomere von Dithymidin-3',5-phosphoro-
thioat”® nur die Stufe von Dodecameren erreicht werden
konnte'?®). Zweifellos wird wirtschaftliches Interesse die Lo-
sung dieser Herausforderung vorantreiben. Die stereokontrol-
lierte Synthese von 1 wird sicherlich moglich, falls Oligo-S, oder
fiir die Erkennung von geeigneten Zielsequenzen in mRNA oder
pri-mRNA verantwortliche synthetische Ribozym-Konstrukte
mit Nuclease-resistenten Komponenten 1, weiterhin als niitzli-
che Oligonucleotid-Therapeutica eingeschdtzt werden, Falls
dies nicht der Fall sein sollte, bleibt immer noch die intellektuelle
Neugier, die immer ein wesentlicher Faktor in der reinen Grund-
lagenforschung war. Zielgerichtete Projekte sind nicht immer er-
folgreich, falls sie nicht durch die intellektuelle Herausforderung
unterstiitzt werden.

Diese Ubersicht wurde wihrend des einjihrigen Aufenthalts von
W.J.S. als Fogarty Scholar-in-Residence am National Institute
of Health (NIH) in Bethesda, MD, USA, fertiggestellt. Wir
méchten den Kollegen und Mitarbeitern danken, die die Entwick-
lung der ersten stereokontrollierten Synthesemethoden von Oligo-S
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vorantrieben (ihre Namen sind in den entsprechenden Zitaten ge-
nannt ). Unsere Forschung wurde vom State Committee for Scien-
tific Research (0034/PZ[92/03) unterstiitzt. Wir danken Dr. Ge-
rald Zon von Lynx Therapeutics, Foster City, CA (USA), und
Dr. Jack Schmidi, Fogarty International Center, fiir die
kritische Durchsicht mehrerer Versionen dieser Ubersicht, Frau
Malgorzata Stec fiir die Hilfe bei der Erstellung dieses Manu-
skripts und auch einem unbekannten Gutachter fiir dessen Vor-
schlag einer weiteren Nebenreaktion, die den Oxathiaphospholan-
Ringéffnungsprozefl begleiten kinnte.

Eingegangen am 12. Februar 1993 [A 935]
Uberselzt von Dr. Stefan Freund, Cambridge
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