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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 9 ( 3 ) ,  423-427  (1990) 

ISOLATION A N D  CHARACTERIZATION OF D I A S T E R E O M E R I C  2 ' -DEOXY-  

R I B O N U C L E O S I D E - 3 ' - P H O S P H O R A M I D I T E S  

K l a u s - P e t e r  S t e n g e l e  a n d  W o l f g a n g  P f l e i d e r e r  

F a k u l t a t  f u r  C h e m i e ,  U n i v e r s i t a t  K o n s t a n z ,  0 - 7 7 5 0  K o n s t a n z  

A b s t r a c t  : The common1 y used f o u r  2 ' -deoxyr i  bonucl e o s i  de-3 ' - (0-8- 
cyanoethy l  , N-di i sopropyl  -phosphoramidi t e s  have been separated 
i n t o  t h e  two diastereomers by chromatographical  means. The 'H-NMR 
spec t ra  o f  t h e  two components show c h a r a c t e r i s t i c  d i f f e r e n c e s ,  
which were u t i l i z e d  t o  ass ign  t h e  abso lu te  c o n f i g u r a t i o n s  o f  t h e  
P( I 1  I ) - cen te rs .  

R e c e n t  i n v e s t i g a t i o n s  w i t h  p h o s p h o r o t h i o a t e  a n a l o g u e s  

o f  2 ' , 5 ' - o l i g o a d e n y l a t e  h a v e  shown t h a t  t h r e e  o f  t h e  f o u r  

d i a s t e r e o m e r i c  t r i m e r  c o r e s  w i t h  RpRp, RpSp a n d  SpRp i n t e r -  
n u c l e o t i d e  l i n k a g e s  a r e  a b l e  t o  a c t i v a t e  RNase L ( 1 , 2 ) .  T h e  
o r d e r  o f  RNase L a c t i v a t i o n  was t h e  same f o r  t h e  c o r e . a n a -  

l o g u e s  a n d  t h e i r  5 ' - m o n o p h o s p h a t e s  (RpRp > SpRp > R p S p ) .  
The SpSp a n d  pSpSp a n a l o g u e s ,  h o w e v e r ,  i n h i b i t  t h e  a c t i v a -  

t i o n  p r o c e s s  a-nd t h e  l a t t e r  d e r i v a t i v e  i s  so  f a r  t h e  m o s t  

e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  RNase L a b l e  t o  s h u t  down t h e  a n t i -  

v i r a l  mode o f  a c t i o n  o f  t h e  s y s t e m .  

f u n c t i o n  i s  common ly  a c h i e v e d  by t h e  p h o s p h o r a m i d i t e  m e t h o d  

( 3 , 4 )  d i a s t e r e o m e r i c  m i x t u r e s  a r e  a l w a y s  o b t a i n e d  a f f o r d i n g  
f u r t h e r  t e d i o u s  c h r o m a t o g r a p h i c a l  s e p a r a t i o n s  t o  g e t  t h e  

s t e r e o c h e m i c a l l  p u r e  c o m p o n e n t s  ( 5 ) .  A s t e r e o s p e c i f i c  a p -  

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

p h o d i e s t e r s  o f  known  a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n .  R e c e n t  s t e r e o -  
c h e m i c a l  s t u d i e s  o n  t h e s e  l i n e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  f o r m a -  

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

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

n u c l e o t i d e  a n a l o g u e s  gave  on 1 H - t e t r a z o l e  c a t a l y s i s  t h e  i n -  

t e r m e d i a r y  p h o s p h i t e s  w i t h  w i t h  e p i m e r i z a t i o n  a t  p h o s p h o -  

r u s  (6,7). The s u b s e q u e n t  c o n v e r s i o n  o f  t h e  p h o s p h i t e  m o i e -  
t i e s  i n t o  P - c h i r a l - m o d i f i e d  i n t e r n u c l e o t i d e  l i n k a g e s  l e d  o n  

s u l f u r i z a t i o n  w i t h  S8 c o n s e q u e n t l y  t o  d i a s t e r e o m e r i c  m i x -  
t u  r e s  . 

D e s p i t e  t h e s e  r e s u l t s  we d e c i d e d  t o  s e p a r a t e  t h e  d i a -  

s t e r e o m e r i c  m i x t u r e s  o f  e a c h  o f  t h e  f o u r  commonly p r o t e c t e d  
2 ’ - d e o x y r i b o n u c l e o s i d e - 3 ’ - ( O - 1 3 - c y a n o e t h y l y  N - d i i s o p r o p y 1 ) -  
p h o s p h o r a m i d i t e s  i n t o  t h e  p u r e  c o m p o n e n t s .  

The s e p a r a t i o n  was a c h i e v e d  i n  p r e p a r a t i v e  s c a l e  by c h r o m a -  
t o g r a p h i c a l  means u s i n g  a l o w - p r e s s u r e  t e c h n i q u e  ( 8 )  o n  s i -  

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
8
:
1
4
 
2
7
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
8
:
1
4
 
2
7
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



426 STENGELE AND PFLEIDERER 

R 

CN 

0 

s 

l i c a  g e l  a n d  a n  e t h y l  a c e t a t e / t o l u e n e  1 : l  m i x t u r e  a s  m o b i l e  

physe .  ' H - N M R  s p e c t r a  o f  t h e  v a r i o u s  d i a s t e r e o m e r s  r e v e a l  
c o n s i s t e n t  f e a t u r e s  w h i c h  w i l l  a l l o w  a s t r a i g h t f o r w a r d  a s -  

s i g n m e n t  o f  t h e  a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  c h i r a l  P ( I I 1 ) -  
m o i e t y .  A l l  f a s t  e l u t i n g  componen ts  show l i t t l e  c h e m i c a l  
s h i f t  d i f f e r e n c e s  o f  t h e  d i a s t e r e o t o p i c a l  m e t h y l  d o u b l e t s  

o f  t h e  N - d i s o p r o p y l  g r o u p ,  whereas  a d i s t i n c t  s e p a r a t i o n  o f  
t h e  t w o  d o u b l e t s  i s  c l e a r l y  r e c o g n i z e d  i n  t h e  s l o w l y  e l u -  

t i n g  i s o m e r s .  F u r t h e r m o r e  t h e  m e t h y l e n e  s i g n a l s  o f  t h e  0- 
c y a n o e t h y l  g r o u p  a l w a y s  a p p e a r  a t  h i g h e r  f i e l d  i n  t h e  f o r -  

mer a n d  a t  l o w e r  f i e l d  i n  t h e  l a t t e r  d i a s t e r e o m e r .  The o t h e r  

' H - s i g n a l s  a r e  more o r  l e s s  i d e n t i c a l  a s  e x p e c t e d  f r o m  s t r u c -  

t u r a l  a n a l o g i e s .  

t h e  3 1 P - N M R  s p e c t r a ,  b u t  h e r e  t h e  c h e m i c a l  s h i f t s  do  n o t  

c o r r e l a t e  w i t h  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c a l  m o b i l i t i e s .  

o f  t h e  P - c e n t e r  i s  b a s e d  on t h e  ' H - N M R  d a t a  i n d i c a t i n g  a 

s t r o n g e r  t h r o u g h - s p a c e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  r i n g - 0 - a t o m  o f  
t h e  Z ' - d e o x y r i b o s e  r i n g  o n  one o f  t h e  i s o p r o p y l  g r o u p s  i n  
t h e  R - i s o m e r ,  whereas  t h e  i s o p r o p y l  g r o u p s  o f  t h e  S - d i a s t e -  

r e o m e r  e n c o u n t e r  much l e s s  d i s t u r b a n c e  f r o m  t h e  r i b o s y l  

moi  e t y  . 

The c o n f i g u r a t i o n a l  d i f f e r e n c e s  a r e  a l s o  r e f l e c t e d  i n  

A s p e c u l a t i v e  a s s i g n m e n t  o f  t h e  a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n  

We a r e  c u r r e n t l y  t r y i n g  t o  c r y s t a l l i z e  a t  l e a s t  one 
o f  t h e  d i a s t e r e o m e r i c  p h o s p h o r a m i d i t e s  t o  p r o v e  o u r  assump- 

t i o n  b y  an X - r a y  a n a l y s i s .  F u r t h e r m o r e  c o u p l i n g  r e a c t i o n s  
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w i t h  t h e  p u r i f i e d  d i a s t e r e o m e r s  a r e  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n  t o  
f i n d  s p e c i a l  c o n d i t i o n s  f o r  a s t e r e o s p e c i f i c  b u i l t - u p  o f  

t h i o p h b s p h o d i e s t e r s  o f  h i g h  d i a s t e r e o m e r i c  e x c e s s .  
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