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ten wir uns den einfacher zu analysierenden Verbindungen mit
zwei Tetrahydrofuranringen zu (Schema 3). Das Olefin 9 lieB3
sich mit AD-mix-B!"I zum Diol 10 und mit dem entsprechendem
AD-mix-x zum Diol 13 umsetzen. In beiden Reaktionen wurde
die gleiche Diastereoselektivitit von 9:1 beobachtet. In einem
Kontrollexperiment wurde Verbindung 9 mit OsO,/N-Methyl-
morpholin-N-oxid dihydroxyliert. Dabei wurden die beiden
Diole 10 und 13 im Verhiltnis von 1:1 gebildet. Die Chiralitéts-
zentren des Olefins 9 haben demnach keinen steuernden Einflufy
auf die Dihydroxylierung. Die beobachtete Stereokontrolle ist
allein auf das Sharpless-Dihydroxylierungs-Reagens zuriickzu-
fiihren. Die Diole 10 und 13 lieBen sich analog zur Reaktion in
Schema 2 durch multiple Fiinfring-selektive Williamson-Reak-
tion in die dimeren Tetrahydrofuranole 11 bzw. 14 sowie in die
entsprechenden Disilylether 12'®! bzw. 15 {iberfiihren.

Die enantiomerenreinen Alkene 4 und 9 wurden nach Stan-
dardmethoden hergestellt (Schema 4). Die zweifache Alkylie-
rung von Acetylen mit dem Bromid 16™' und nachfolgende
(E)-selektive Reduktion zum Olefin ergab Verbindung 9. Um-
setzung von zwei Aquivalenten des Alkins 19 mit einem Aquiva-
lent des Dibromids 18!1%1 ynd anschlieBende zweifache (E)-se-
lektive Reduktion zum Olefin lieferte das Dien 4.
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Schema 4. Herstetlung der Olefine 9 und 4; 2) 1.2 Aquiv, LiNH,, NH,, —-33°C,
dann 1.0 Aquiv. 17, dann 2.0 Aquiv. 16, —33°C, 3 h (41%); b) 2.4 Aquiv. Na,
NH,/THF 1:1, —33°C, 2h (90%); ¢)1.3 Aquiv. 17, NH,/THF 10:1, dann
1.0 Aquiv. 16, —33°C, 3 h (81%); d) 1. 4.3 Aquiv. LiNH,, NH,, —33°C, dann
4.3 Aquiv. 19, 15 min, dann 1.0 Aquiv. 18, —33°C, 3 h (52%); 2. 4.4 Aquiv. Na,
NH,/THF 1.5:1, —33°C, 1.5h (70%).

Die hier vorgestellte Synthesesequenz aus reagenskontrollier-
ter, diastereoselektiver Dihydroxylierung und multipler Fiinf-
ring-selektiver Williamson-Reaktion erdffnet einen effizienten,
bidirektionalen Zugang zu enantiomerenreinen Oligo(tetra-
hydrofuranen).
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Synthese und selektive radikalische Spaltung
von C-4-modifizierten Oligonucleotiden**

Bernd Giese*, Adrian Dussy, Cornelius Elie,
Peter Erdmann und Urs Schwitter

Professor Christoph Riichardt zum 65. Geburtstag gewidmet

Die chemotherapeutische Wirkung der Antibiotica Bleomy-
cin und Neocarzinostatin wird durch Abstraktion von H-Ato-
men aus der 4'- und/oder 5'-Position der Desoxyribose von
DNA eingeleitet!!!, Anhand von Mononucleotiden konnten wir
kiirzlich Belege fiir den Schulte-Frohline-Mechanismus!?! des
anaeroben DNA-Strangbruchs liefern!. Aus dem Selenid 1 er-
zeugten wir durch Photolyse das 4'-Nucleotid-Radikal 2, das
heterolytisch zum Radikalkation 3 zerfallt. Dessen Auftreten
lieB sich durch chemische Abfangexperimente!**! sowie durch
Leitfihigkeitsmessungen[*®] beweisen. Allerdings wurden diese
Experimente in nichtwilBriger Losung an Mononucleotiden
durchgefiihrt, die Phosphorsiureestergruppen trugen, so daf}
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Departement Chemie der Universitit
St. Johanns-Ring 19, CH-4056 Basel (Schweiz)
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[**] Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der
wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt.
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Riickschliisse auf Radikalreaktionen von Oligonucleotiden in
Wasser problematisch sind. Uns ist es nun erstmals gelungen,
Vorldufer fiir oligomere 4'-Desoxyribonucleotid-Radikale zu
synthetisieren und den Strangbruch der Oligonucleotid-Radi-
kale in wiBriger Losung zu studieren.

Fiir den Einbau in Oligonucleotide hat das Desoxythymidin-
Derivat 1 die falsche L-/yxo-Konfiguration an C-4. Arbeitet
man dagegen mit dem Desoxyadenosin 4, dann liefert die Sele-
nierung des Aldehyds 5 nach Reduktion zum Alkohol neben der
zu 1 analogen Iyxo-Verbindung 6a auch das ribo-Isomer
6b, das durch Flash-Chromatographie (Kieselgel, Ether:
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ABz, ABz;
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Schema 1. a) (COCl),, Dimethylsulfoxid
(DMSQO), NEt,, CH,Cl,, -78°C;
b) PhSeCl, NEt;, CH,Cl,, —78 bis 0°C,
87% (Schritte a + b); ¢) Bu,NBH,(CN),
THF, —78 bis 0°C, H*/H,0, 88%; d)
p-Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl), Pyri-
din, 20°C, 85%; e)NaOMe, MeOH,
10 min, NH,, MeOH, 50 min, 0°C, 93%;
) NC(CH,),0(Pr,N)PCl, NEtiPr,, CH,-
Cl,, CH,CN, 20°C, 90%. Bz = Benzoyl,
A = Adenosyl.
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Methode!®! aus 7 als auch mit dem DNA-Synthesizer!” aus dem
Phosphoramidit 8 hergestellt™®, d. h. im Desoxyadenosinderivat
8 besitzt man ein Nucleotidderivat, das mit dem Synthesizer in
Oligonucleotide eingebaut werden kann. So lielen sich die Oli-
gomere 10-12 synthetisieren, die in der Desoxythymidinkette
jeweils als achtes Nucleotid den Vorldufer fiir das 4'-Desoxyade-
nosyl-Radikal tragen'. Analysiert wurden die Oligomere
10—12 durch analytische Gelektrophorese und MALDI-TOF-
Massenspektrometriel*®! (Abb. 1),

CH,CI, = 3:2) abgetrennt werden kann'*!. Das Desoxyadeno- 10
sylderivat 6b 14Bt sich nach Manipulation der Schutzgruppen by
(6b — 7) in den Baustein 8'™ der Oligonucleotidsynthese uber- @
fithren (Schema 1). @
Um zu iiberpriifen, ob das Selenid 8 die oxidativen, sauren
und basischen Reaktionsschritte der Synthese von Oligonucleo-
tiden mit dem DNA-Synthesizer toleriert, wurde das Dimer 9
als Triethylammoniumsalz sowohl nach der Phosphortriester- @
=
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? Abb. 1. MALDI-TOF-Massenspektrum (Negativ-Ionen-Methode) des modifizier-
HO—P —0 o A ten Dodekamers 10. Das Signal m/z 1875.6 entspricht dem doppelt deprotonierten
] Molekiilion von 10.
L o _a
PhSe
I e - Eine wilrige Losung des modifizierten Oligonucleotids 10
-0 T wurde mit Licht der Wellenldnge > 320 nm bestrahlt!* ], Inner-
n m Ho= H o halb von 60 min reagierte das Edukt 10 zu iiber 90% ab, und es
o] entstanden {iberwiegend die beiden Spaltprodukte 15 und 18
9 0 1 (Abb. 2a). Fithrte man die Photolyseexperimente in Gegenwart
t o | m eines Uberschusses an Glutathion durch!"?, dann bildeten sich
10 4 7 H neben den Bruchstiicken 15 und 18 auch die H-Einfangprodukte
" 8 7 16 und 20 (Abb. 2b). Die Analyse und Zuordnung der Produkte
erfolgte anhand der MALDI-TOF-Massenspektren (Abb. 2)
32 12 7 und durch Vergleich der HPLC-Retentionszeiten mit denen der
unabhingig hergestellten Verbindungen 15, 16 und 20.
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Die Ergebnisse dieser Experimente mit Oligodesoxyribonu-
cleotiden in Wasser stimmen erstaunlich gut mit denen unserer
Modellstudien!® iiberein. Das aus dem Radikalvorlaufer 10 se-
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lektiv erzeugte oligomere 4'-Desoxynucleotid-Radikal 13 wird
durch H-Einfang als Dodekamer 16 abgefangen, oder es zerfillt
heterolytisch zum phosphorylierten Heptamer 15 und dem Ra-
dikalkation 14. Reaktion von 14 mit H,O liefert das Penta-
nucleotid-Radikal 17, das entweder mit Glutathion in das
Pentanucleotid 20 iibergefiihrt wird oder das phosphorylierte
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Abb. 2. MALDI-TOF-Massenspektrum (Negativ-Ionen-Methode) des Rohge-
misches nach 60 min Bestrahlung a) der wilrigen Losung von 10, b) der wiBrigen
Losung von 10 in Gegenwart von Glutathion. Das Signal bei m/z 1292 ist noch nicht
zugeordnet; es weist auf ein mit Glycolsdure verestertes Spaltprodukt 18 hin. Die
Signale bei m/z 1797.3 und 1073 entsprechen den doppelt deprotonierten Molekiil-
tonen von 16 bzw. 15. Das Glutathiondimer erscheint bei m/z 613.2,

Tetramer 18 abspaltet. Uber Folgereaktionen des reaktiven mo-
nomeren Bruchstiickes 19 konnen wir noch keine detaillierten
Aussagen machen, allerdings wird freigesetztes Adenin im HPL-
Chromatogramm beobachtet.

Die Reaktion des oligomeren 4'-Desoxyribonucleotid-Radi-
kals 13 verlduft recht einheitlich. Die H-Einfangprodukte 16
und 20 sowie die Spaltprodukte 15 und 18 wurden in Gegenwart
von Glutathion zu iiber 80% gebildet (HPLC-Analyse). Diese
Experimente beweisen, daBl 4’-Oligonucleotid-Radikale unter
anaeroben Bedingungen in H,O die oligomeren Phosphate an
der 3'- und an der 5-Position abspalten. Der Finbau von Radi-
kalvorlaufern er6ffnet somit neue Moglichkeiten fiir die selekti-
ve Spaltung von DNA.

Eingegangen am 27. April,
verdnderte Fassung am 29. Juni 1994 [Z 6874]

[1] Einfiihrende Ubersichtsartikel: . Stubbe, J. W. Kozarich, Chem. Rev. 1987, 87,
1107; I. H. Goldberg, Acc. Chem. Res. 1991, 24, 191; K. C. Nicolaou, W.-M.
Dai, Angew. Chem. 1991, 103, 1453; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30,
1387,

[2] G. Behrens, G. Koltzenburg, D. Schulte-Frohlinde, Z. Naturforsch. C. 1982,
37,1205; C. von Sonntag, The Chemical Basis of Radiation Biclogy, Taylor and
Francis, London, 1987, S. 167.
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Angew. Chem. 1993, 105, 1850; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1742;
b) B. Giese, P. Erdmann, L. Giraud, T. G6bel, M. Petretta, T. Schifer, Tetrahe-
dron Lett. 1994, 35, 2683.

{4] Die neuen Verbindungen wurden spektroskopisch (*H-NMR, **C-NMR, MS)
sowie, wenn moglich, durch Elementaranalyse charakterisiert. Die Konfigura-

0044-8249/94/1818-1943 § 10.00+ .25/0 1943



ZUSCHRIFTEN

tionzuordnung fiir die Isomere 6a und 6b erfolgte iber NOL-Experimente.
Charaktcristische NMR-Daten (300 MHz-Geriét) von 6b: '11-WMR (CDCl,):
d =266 (ddd, 1H, H-2t, J(2b.,3) =43, J2b,1') = 6.6, J(2b 2a) =
14.0 Hz), 3.17 (ddd, 1 H, H-2a’, J(22',1") =7.0, J(22',3') =7.3 Hz), 3.73 (dd,
1H, H-5V, J(5a’,5b) = 3.2, J(5b,0H) =10.4 Hz), 3.92 (dd, 1H, OH), 4.11
(dd, 1H, H-5a’, J(52',010) —12.3 Hz), 6.01 (dd, 1H, 11-3), 6.53 (dd, 1H,
H-1'), 8.19 (s, 1H, H-8(Adenin)), 8.61 (s, 1H, H-2(Adenin)); *C-NMR
(CDCly): 6 = 96.82 (C-4). NOE-Effekte zwischen [[-5' und 11-3, 11-5' und
H-2 (Adenin) sowie H-1' und ortho-H (PhSe).

[5] Der Baustein 8 liegt wegen der Chiralitit am Phosphorventrum in FForm zweier

Diastercomere vor, die durch Flash-Chromatographie (Kieselgel, Essig-

ester: Hexan: Ttiethylamin = 6:4:0.5) getrennt werden kénnen, Charakteristi-

sche NMR-Daten (300 MHz-Gerit) von 8: 'H-NMR (CDCl,): § = 5.29 (m,

1H, H-3'),6.65(dd, 1H, H-1, J(1".2a") = 4.9,J(1".2b") =7.4 Hz), 8.23 (s, 1 H,

H-8(Adenin)), 8.80 (s, 1H, 1I-2(Adenin)); '*C-NMR (CDCL): & = 43.42

(C-2, J(CP)=126Hz), 74.02 (C-3¥, J(C)P)=16.511z), 98.24 (C-4,

J(C,P) = 8.1 11z); *'P-NMR (CDCl;, Standard H,PO,): § =149.7.

1. B. Chattopadhyaya, C. B. Reese. Terrahedron Lert. 1979, 5059 ; G. Gosselin,

J. L. Imbach, ibid. 1981, 22, 4699. Ausgehend von 7 entstand das Dimer 9 in

30% Ausbeute (vier Stufen).

[7] J. Stollwerk in Gentechnische Methoden (Hrsg.: S. Bertram, H. G. Gassen),

Fischer, Stuttgart, 1991, S. 201. Die Kupplungseffizienz fiir dic Synthese von
9 aus dem Amidit 8 betrug 98 % (gemessen nach der Tritylmethode).

[8] Charakteristische NMR-Daten (300 MHz-Gerat) fiir das Triethylammonium-

salz von 9: 'H-NMR (CD,0D): § = 4.51 (m, 1 H, H-3' (Thymidin)), 5.35 (m,

1H, H-3'(Adenosin)). 6.28 (t, 1 H, H-1, J(1',2") =7.5 Hz, Thymidin), 6.57 (dd,

1H, H-1', J(1'.2a") = 4.4, J(1'2b") =7.5 Hz, Adenosin). 7.73 (s, 1H, H-

6(Thymidin)), 8.13 (s, 1H, H-2(Adenin)), 8.29 (s, 111, H-8(Adenin)): **C-

NMR (CD,OD): 4= 66.86 (J(C,P)=43Hz, C-5(Thymidin)), 76.39

(J(C.P) = 4.7 Hz, C-4' (Thymidin)), 87.33 (J(C,P) = 8.6 Hz, C-3' (Adcnosin)),

98.62 (J(C,P) =11.2 Hz, C-4 (Adenosin)); **P-NMR (CD,0D, Standard

H,PO,): § = 0.184.

Die Synthese der Oligonueleotide wurde auf dem DNA-Synthesizer ABI 392 in

Ansatzgréflen von 0.2 pmol durchgefiithrt. Nach sieben Thymidineinheiten

wurde der Baustein 8 mit ciner Reaktionszeit fiir die Kupplung von 30 min

cingefiithrt. Die Kupplungseffizienz dieses Schrittes betrug 98% (gemessen
nach der Tritylmethode). Danach wurden vier, acht oder zwdlf Thymidinein-
heiten angekuppelt, wobei sich die Kupplungseftizienz aul 92- 95 % verringer-
te. Nach dem Lintschiitzen mit Ammoniak wurden die Proben Giber eine OPC-

Kartusche (MWG-Biotech) gereinigt, eingeengt, HPL-chromatographiert

(Merck Lichrospher 10 RP-18.5 pm, Elutionsmittel: lincarer Gradient von 5—

40% CH,CN in wiBrigem, 0.1 M Triethylammoniumacetat-Puffer wihrend

20 min, pH =7) und anschlieBend lyophilisiert.

[10] M. Karas, F. Hillenkamp, Anal. Chem. 1988, 60, 2299; E. Nordhoff, A. Ingen-
doh, R. Cramer, A. Overberg, B. Stahl, M. Karas, F. Hillenkamp, P. F. Crain,
Rapid Commun. Mass Spectrom. 1992, 6,771; U. Pieles, W. Ziircher, M. Schiir,
H. E. Moser, Nucleic Acids Res. 1993, 14, 3191. Die Experimente wurden mit
dem Gerit Vestec, Benchtop 11, nach der ,,Negativ-lonen-Methode® durchge-
fiihrt. Matrixlosung: 2.,4,6-Trihydroxyacctophenon (0.3 M) in  Acetoni-
tri):H,0:Ethanol = 50:45:5; Zusatzlosung: Ammoniumtartrat (0.1 M) in
H,0. Dic wilirige Losung der Probe (1 ul) wurde mit der Matrixlésung (1 pb)
und der Zusatzldsung (0.5 ul) vereinigt. Nach dem Eintrocknen wurden die
Messungen mit einer Laserintensitit von 0.2 pJ pro Puls durchgefithrt (Akku-
mulierung von 30— 50 Pulsen pro Einzelmessung bei einer Pulsdauer von 3 ns).
Erhohte man die Laserintensitét, dann traten schon im MALDI-TOF-Massen-
spektrum Fragmentierungsreaktionen der Ausgangssubstanz 10 cin. Der Ein-
flud der Matrix und der Laserwellenlinge auf diese Fragmentierung wird wei-
ter untersucht.

[11] Bei 20°C wurden 100- 200 pl einer entgasten, wéBrigen Losung (pH =7) von
10 (4,5, = 0.1--0.2 OD (optical density)) bestrahlt (Oriel-Hg-Hochdruckbren-
ner, 500 W, 320 nm-Filter). Fir dic Photolyscexperimente in Gegenwart eines
H-Donors wurden etwa 2 mg Glutathion zugegeben (pli — 3). Nach 3, 10, 20,
40 und 60 min wurden Proben gezogen und durch HPLC [9] sowie MALDI-
TOE-MS [10} analysiert. Die Zuordnung der Signale im ITPL-Chromato-
gramm wurde durch Vergleich mit denen der unabhéingig hergesteliten Verbin-
dungen 18, 16 und 20 sowie durch HPLC-Anreicherung und MALDI-TOF-
MS vorgenommen. Das in Gegenwart von Glutathion nach 60 min Bestrah-
ung entstandenc Produkigemisch zeigt vor der Auftrennung das Massenspek-
trum von Abb. 2b. ITm HPL-Chromatogramm crscheinen die H-Einfangpro-
dukte 16 und 20 jeweils als zwei Signale. Dies weist darauf hin, dal der
H-Einfang wic in den Modellexperimenten [3] nicht stereoselektiv verlduft.

16

[

1944 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

Optisch aktive Lactone durch metallkatalysierte
Baeyer-Villiger-analoge Oxidation mit
molekularem Sauerstoff**

Carsten Bolm*, Gunther Schlingloft und
Konrad Weickhardt

Katalysierte asymmetrische Oxidationen sind fiir die Synthe-
se chiraler Bausteine von auBlerordentlicher Bedeutung. Bei der
Dihydroxylicrung von Olefinen!!! sowic der Epoxidierung von
Allylalkoholen™ oder unfunktionalisierten cis-Alkenen!3! wur-
den Enantioselektivititen von iiber 90 % erreicht. In der Regel
werden dabei hochoxidierte Substanzen, z.B. Persduren oder
andere Peroxoverbindungen, als Sauerstoffspender eingesetzt.
Mukaiyama et al. berichteten!*}, daB in asymmetrischen Olefin-
Epoxidicrungen auch molekularer Sauerstoff als einfaches Oxi-
dationsmittel verwendet werden kann. Voraussetzung ist dabei,
daB ein Sauerstoflacceptor, z.B. cin Aldchyd, in stochiometri-
schen Mengen in der Reaktionsldsung vorhanden ist. Bei unse-
ren Unlersuchungen zur Sauerstoffaktivierung und -iibertra-
gung!®! entwickelten wir nun eine enantioselektive, metallkata-
lysierte Variante der Baeyer-Villiger-Oxidation, eine Um-
setzung, die bislang nur mit Enzymen gelang!®!.

Cyclische Ketone werden durch Metallkatalysatoren in Ge-
genwart von Aldehyden mit molckularem Sauerstoff zu Lacto-
nen oxidiert!?® 7). Fiir die Untersuchung der asymmetrischen
Oxidation wihlten wir 2-Phenyleyclohexanon 1a als Modellver-
bindung, da daraus mit achiralen Nickel- und Kupferkomple-
xen Lacton 2a in guten Ausbeuten und mit hohen Regioselekti-
vititen gebildet wird™®!. Die Enantiomereniiberschiisse (e¢) des

R 0, R'CHO, R
__Kax "
n S
rac-1 a: n=1,R= (R)2 {S}1

b: n=1,R= ClPh
¢ n=1,R =4-MeO-Ph
d: n=0,R=Ph
e: n=2,R=Ph

Kat.* = Ni- oder Cu- Komplex mit chiralen Liganden.

Lacions 2a und des Ketons 1a lassen sich zuverldssig und zwei-
felsfrei durch HPLC an einer chiralen Phase bestimmen. Mit
optisch aktiven Nickel(n)-Komplexen 3a bildete sich aus rac-1a
unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen ausschlieBlich
rac-2a; mit den cntsprechenden Kupferkomplexen wurde 2a
hingegen mit Enantiosglektivitédten von bis zu 69 % ee erhalten.

Fiir gute Reaktivitdt und hohe asymmetrische Induktion muB-
ten einige Reaktionsparameter optimiert werden. Die besten
Ergebnisse wurden mit dem p-Nitro-substituierten Kupferkom-
plex 3b in wassergesittigtem Benzol und mit Pivalaldehyd
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