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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 7 ( 5 & 6 ) ,  703-706 (1988) 

THE CHEMICAL SYNTHESES OF ( 2 ' - 5 ' ) - P - T H I O A D E N Y L A T E  D I M E R S ,  
TRIMERS A N D  TETRAMERS 

R. C h a r u b a l a  a n d  W .  P f l e i d e r e r  

F a k u l t a t  f u r  Chemie, U n i v e r s i t a t  Konstanz, 
Pos t fach  5560, D-7750 Konstanz 

phospt-es were syn thes i zed  v i a  t h e  phosphoramidi t e  method u s i n g  
t h e  p - n i  t r o p h e n y l e t h y l  (NPE) group f o r  phosphate p r o t e c t i o n  and f o l -  
lowed by s u l f u r  o x i d a t i o n .  The va r ious  d ias te reo isomers  were separated 
by chromatograph ica l  means and c h a r a c t e r i z e s  i n  t h e i r  s t r u c t u r e s .  

A b s t r a c t .  The d imer ic ,  t r i m e r i c  and t e t r a m e r i c  2 ' -5 ' -adeny la te  

The  2 ' - 5 ' - o l i g o a d e n y l a t e  ( p p p A 2 ' p 5 ' A 2 ' p 5 ' A )  s y s t e m  i s  

w i d e l y  a c c e p t e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  a n t i v i r a l  m e c h a n i s m  o f  

i n t e r f e r o n '  a n d  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
c e l l  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .  Due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o s -  

p h o d i e s t e r a s e s ,  t h e  p h o s p h o d i e s t e r  l i n k a g e s  o f  2 - 5  o l i g o  As 
a r e  r a p i d l y  d e g r a d e d 2  a n d  l e a d s  t o  l o s s  o f  a c t i v i t y .  To  s u p -  

p r e s s  t h e  d i g e s t i o n  s e v e r a l  s y n t h e t i c  a n a l o g u e s  h a v i n g  m o d i -  

h a v e  b e e n  p r e p a r e d .  I n t e r e s t i n g  a s p e c t s  a r e  e x p e c t e d  b y  t h e  

i n t r o d u c t i o n  o f  p h o s p h o r o t h i o a t e  f u n c t i o n s ,  w h i c h  w i l l  l e a d  
i n  t h e  c a s e  o f  t r i m e r i c  2 - 5  A t o  f o u r  s t e r e o i s o m e r s ,  w h i c h  

p r o v e  b e n e f i c i a l  a s  m e c h a n i s t i c  p r o b e s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
a c t i o n  o f  2 ' - 5 ' - O l i g O  A S .  

f i c a t i o n s  i n  t h e  b a s e 3 ,  t h e  s u g a r 4  a n d  t h e  p h o s p h a t e  m o i e t y  5 

P .  N e l s o n  e t  a 1 . 6  h a v e  p u b l i s h e d  t h e  s y n t h e s e s  o f  d i -  

m e r i c  a n d  t r i m e r i c  p h o s p h o r o t h i o a t e s  u s i n g  t h e  p h o s p h i t e  
t r i e s t e r  a p p r o a c h .  Van Boom e t  a 1 . 7  h a v e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  
t h e  s y n t h e s e s  o f  i n d i v i d u a l  d i a s t e r e o m e r s  o f  2 - 5  A c o r e  a n a -  
l o g u e s  c o n t a i n i n g  o n e  p h o s p h o r o t h i o a t e  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  

m i d d l e  a n d  2 I - t e r m i n a l  a d e n o s i n e  u n i t ,  w h e r e a s  E p p s t e i n  e t  
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7 04 CHARUBALA AND PFLEIDERER 

a1 .' h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  m e t a b o l i c  s t a b i l i t i e s  a n d  a n t i -  

v i r a l  a c t i v i t i e s  o f  RpRp/SpRp a n d  RpSp/SpSp r a c e m i c  m i x t u r e s .  
We s u c c e s s f u l l y  a c h i e v e d  t h e  s y n t h e s e s  a n d  s e p a r a t i o n  

o f  t h e  t w o  i s o m e r i c  d i m e r s  Rp a n d  Sp, t h e  f o u r  i s o m e r s  o f  

t h e  t r i m e r s  RpRp, SpRp, RpSp, a n d  SpSp' a n d  h a v e  now s u c c e e -  

d e d  t o  p r e p a r e  f o u r  o f  t h e  e i g h t  t e t r a m e r i c  i s o m e r s  RpRpRp, 
SpRpRp, SpSpSp a n d  RpSpSp a n d  c h a r a c t e r i z e d  t h e m  b y  p h y s i c a l  

means .  The  s y n t h e s e s  w e r e  b a s e d  u p o n  t h e  t w o  f u l l y  p r o t e c t e d  
d i a s t e r e o i s o m e r s  RpRp a n d  SpSp t h i o p h o s p h o - t r i m e r s ,  w h i c h  
h a v e  f i r s t  b e e n  d e t r i t y l a t e d  a n d  t h e n  r e a c t e d  w i t h  N 6 - b e n z o -  

y l - 3 ' - 0 - t e r t . b u t y l d i m e t h y l s i l y l - 5 ' - 0 - m o n o m e t h o x y t r i t y l - a d e -  
n o s i n e - 3 ' - ( p - n i t r o ~ h e n y l e t h y l ,  N-octahydro-azonino)-phosphor- 

a r n i d i t e "  b y  3 - n i  t r o - 1  , 2 , 4 - t r i a z o l e  a c t i v a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  
o x i d a t i o n  b y  s u l f u r  t o  g i v e  t h e  d i a s t e r e o i s o m e r i c  m i x t u r e s  

RpRpRp + SpRpRp a n d  SpSpSp + RpSpSp r e s p e c t i v e l y .  
The  s e p a r a t i o n s  o f  t h e  m i x t u r e s  c a n  b e  a c h i e v e d  c h r o m a -  

t o g r a p h i c a l l y  o n  p r e p a r a t i v e  s i l i c a  g e l  p l a t e s  t o  g i v e  y i e l d s  
o f  3 0 - 5 0  I e a c h .  The f i n a l  d e b l o c k i n g  o f  t h e  v a r i o u s  p r O t e c -  
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2'-5' ADENYLATE PHOSPHOROTHIOATES 705 

t i n g  g r o u p s  i n  t h e  f o u r  f u l l y  p r o t e c t e d  t e t r a m e r s  was p e r -  

f o r m e d  b y  s u b s e q u e n t  t r e a t m e n t  f i r s t  w i t h  DBU t o  remove t h e  
NPE g r o u p s ,  t h e n  w i t h  f l u o r i d e  i o n  t o  a c h i e v e  d e s i l y l a t i o n  
a n d  t h e r e a f t e r  w i t h  ammonia t o  c l e a v e  t h e  b e n z o y l  g r o u p s .  

In t h e  f i n a l  s t e p  t h e  m o n o m e t h o x y t r i t y l  g r o u p  i s  removed b y  

a c i d  t r e a t m e n t  and t h e n  t h e  c r u d e  p r o d u c t  p u r i f i e d  b y  D E A E  
Sephadex c h r o m a t o g r a p h y  y i e l d i n g  7 0 - 8 0  % o f  e a c h  o f  t h e  f o u r  
tetranucleoside-tri-phosphothioates RpRpRp, SpRpRp, SpSpSP 
a n d  RpSpSp. 

The s t r u c t u r a l  and a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n a l  a s s i g n m e n t s  

o f  t h e  t e t r a m e r s  were  a c c o m p l i s h e d  a n a l o g o u s l y  t o  t h e  d i m e r s  
and t r i m e r s  1 1 - 1 3  b y  HPLC, c h a r g e  s e p a r a t i o n ,  3 1 P - N M R  s p e c t r a  
a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  e n z y m a t i c a l l y  s y n -  
t h e s i z e d  compounds. 
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