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Neue cyclische Derivate von 3’-Amino-
3’-desoxyadenosin-5'-di- und -triphosphat

sowie -methylenbis(phosphonat) **
Michael Morr* und Victor Wray

Professor Fritz Wagner zum 65. Geburistag gewidmet

Eine Reihe chemischer Synthesen von 3'-Amino-3’-desoxy-
adenosin (3'-AdA) 1 ist bekannt!"; wir beschiftigen uns seit
langem mit der Gewinnung von 1 durch Fermentation von
Helminthosporium sp. 21521, Das Adenosinderivat 1, die
Stammverbindung des Nucleosidantibiotikums Puromycin!®,

wurde von uns vielfiltig modifiziert. So
wurde 1 nach Phosphorylierung zum
3’ - Amino - 3’ - desoxyadenosin - 5’ - mono-
phosphat 9 und Cyclisierung mit Dicyclo-
hexylcarbodiimid (DCC) oder wasserldsli-
chem Carbodiimid (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimidhydrochlorid,
EDC) zum cAMP-Analogon 3-Amido-
¥'-desoxyadenosin-3',5'-cyclophosphat (3'-
NH-cAMP) 12 umgewandelt*:®], das fiir
Inhibitionsstudien mit cAMP-abhéngiger
Proteinkinase verwendet wurde!l.

Als weiteres Derivat von 1 erwies sich das
3-Amino-3'-desoxyadenosin-5'-triphosphat
(3'-NH,-ATP) 7 von biochemischen Inter-
esse, das erstmals von Marutzky enzyma-
tisch aus 9 mit Myokinase und Pyruvatkina-
se hergestellt wurde!”™. 7 diente als ATP-
Analogon fiir Substratbindungsstudien fiir
die Leucyl-tRNA-Synthetase!®. Van Boom
et al. synthetisierten 7 durch Phosphorylie-
rung der 5-OH-Gruppe nach der Triester-
methode und nach Aktivierung von ge-
schiitztem 9 mit Morpholin sowie Um-
setzung mit Diphosphorséure!®], Neben dem
Studium der Proteinbiosynthese erwies sich
7 als ein effektiver Inhibitor der DNA-ab-
hingigen RNA-Polymerase von Ehrlich-
Ascites-Tumorzellen!*?! und E. colil!!~13],

Die Phosphorylierung von 1 nach Yoshi-
kawa!'*I mit Phosphorylchlorid in Triethyl-
phosphat ergibt je nach Reaktionsbedin-
gungen unterschiedliche Produkte. So
ergibt die Phosphorylierung in Suspension
ausschliellich 3’-Amino-5-chlor-3’,5'-dides-
oxyadenosin'*! neben wenig 9. Lost man 1
in heiBlem Triethylphosphat und phospho-
ryliert dann mit POCI;, so erhdlt man das
nicht isolierte 3'-Amino-3'-desoxyadenosin-
5'-phosphorodichloridat, das nach Hydro-
lyse im Alkalischen ausschlieBlich 12 lie-
fert.

Bei einer erneuten Synthese von 12 aus nicht vollig reinem 9
— die Probe enthielt wenig 3'-Amino-3'-desoxyadenosin-5'-di-
phosphat 8 und das Triphosphat 7 — nach der Cyclisierungs-
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methode mit EDC konnten wir nun feststellen, daB iiberra-
schenderweise auch 7 und 8 vollstiandig zu 10 und 11 cyclisier-
ten.

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen im groBeren MaBstab
wurden 7 und 8 nach Yoshikawa und Ludwig!'®! synthetisiert.
Nach Einfithrung der terr-Butoxycarbonyl(Boc)-Schutzgruppe
in 1 mit Di-tert-butyldicarbonat!* ™ in N, N-Dimethylformamid
(DMF) zum 3'-N-Boc-3'-desoxyadenosin 21" ¥ und Phosphory-
lierung mit POCI, in Triethylphosphat zum nicht isolierten
Zwischenprodukt 3 wird dieses nach Ludwig mit Bis(tri-»-butyl-
ammonium)diphosphorsiure in guten Ausbeuten zu 3'-N-Boc-
ATP 4 neben wenig 3'-N-Boc-ADP 5 und 3'-N-Boc-AMP 6

umgewandelt. Nach Ionenaustauschchromatographie an
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Schema 1. a) (Boc),0, DMF, 92%; b) POCI,, OP(OEL),, 90 % ¢} (Bu,NH),H,P,0,/Bu,N/DMF, 0 °C, 5 min,
1 M (Et,NH)HCO,-Puffer (pH 7.5), SC: DEAE-Sephadex (HCO7), H,O-(Et,NH)HCO,-Puffer-Gradient
(pH 7.5), 4 65%, 5 20%, 6 12%; d) TFA, 5 min, Raumtemp., SC wic b), 7 85%, 8 70%, 9 92%; €) EDC,
pH 7-7.5, SC wie b), 10 88%, 11 90%.

DEAE-Sephadex [HCO; -Form, Wasser-Triethylammonium-
hydrogencarbonat-Puffer (pH 7.5)-Gradient] und Abspal-
tung der N-Boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsiure (TFA)
und erneuter Chromatographie erhilt man 7, 8 und 9 (Sche-
ma 1).

Die Cyclisierung von 7 und 8 erfolgt in sehr guten Ausbeuten
mit EDC (5—10facher Uberschuf}, Nucleotidkonzentration 1~
2mgmL™1) bei pH 7-7.5 zum 3'-Amido-3'-desoxyadenosin-
3",5-cyclodiphosphat 11 bzw. 3'-Amido-3'-desoxyadenosin-3’,5'-
cyclotriphosphat 10 und Reinigung durch Ionenaustauschchro-
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matographie an DEAE-Sephadex (siche oben). 11 ist das erste
Derivat des natiirlich vorkommenden Adenosin-3',5'-cyclodi-
phosphat (cADP)!*%], das aus der Rotalge Porphyra perforata
isoliert und durch Cyclisierung von Adenosin-3',5'-diphosphat
mit DCC synthetisiert wurde!2% 2], cADP inhibiert die cAMP-
abhingige Proteinkinase und Phosphodiesterase vom Rind{2!]
sowie in Anwesenheit von N 2-0-Dibutyryl-3/,5-cAMP den
Follikelsprung in Mausoozyten?21. Ein cyclisches ATP-Derivat
wurde bislang in der Natur nicht gefunden, 10 wire das erste
Derivat von ¢cATP. Geradkettige ATP-y-Derivate mit verschie-
denen Aminen wurde von Knorre et al. durch Reaktion mit
DCC hergestellt!?3]. Orgel et al. untersuchten die Reaktion von
AMP, ADP, ATP und ATeP (Adenosin-5-tetraphosphat) mit
wasserldslichem Carbodiimid, ohne eine intramolekulare Cycli-
sierung zu beobachten!?*],

Ein weiteres interessantes Derivat von 1 wurde durch Reak-
tion von 2 nach Tosylierung der 3'- und 5'-Position mit p-To-
sylchlorid in Pyridin und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) zu
13 sowie selektiven nucleophilen Austausch der 5'-O-Tosylgrup-
pe mit Tris(tetra-rn-butylammonium)methylenbis(phosphonat)
zu 14 erhalten!?5], Nach Abspaltung der 3'-N-Boc-Schutzgrup-
pe mit TFA und Cyclisierung von 15 mit EDC bei pH 7-7.5und
Reinigung an DEAE-Sephadex (siehe oben) erhilt man in guten
Ausbeuten 3'-Amido-3'-desoxy-2"-O-tosyladenosin-3’,5'-cyclo-
methylenbis(phosphonat) 16 (Schema 2).
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Schema 2. ¢cADP-Analogon mit NH und CH, im Ringsystem. f) TosCl, DMAP,
Pyridin, 75%; g) Tris(tetra-n-butylammeonivm)methylenbisphosphonat, CH,CN,
68 %, d) siche Schema 1, 15 85% €) siche Schema 1, 16 88 %.

Die P-N-Bindungen der neuen cyclischen Derivate sind sehr
hydrolysestabil. Wihrend 12 wegen der groBen Ringspannung
schon bei pH 5 zu 9 gespalten wird, sind die Verbindungen 10,
11 und 16 aufgrund der geringeren Ringspannung bei pH 3 véllig
stabil. Bei pH 2 liegen die Halbwertzeiten fiir die Spaltung der
P-N-Bindung fiir 10, bei 230 h, fiir 11 bei 2~ 18 h und fur 16 bei
x4 h.

Die Strukturen von 7, 8, 10, 11, 15 und 16 wurden durch 'H-,
13C- und *'P-NMR-Spektroskopie sowie Fast-Atom-Bombar-
dement-Massenspektrometric (FAB-MS)!2¢! bestitigt (Tabellen
1 und 2). Die Zuordnungen erfolgten durch Vergleich mit den
detaillierten Literaturdaten von 9 und dessen 3',5-Cyclophos-
phat 12051,

Fiir 8, 11, 15 und 16 wurden zwei, fiirr 7 und 10 drei 3'P-
NMR-Signale beobachtet. Die Ringbildung in 10, 11 und 16
wurde bestiitigt durch die Beobachtung von 3'P-Kopplungen
mit H-3" sowie mit C-2/, C-3', C-4’ and C-5'. Mit COSY-Experi-
menten und '*C,'H-Korrelation (! H-detektierte Multiquanten-
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Tabelle 1. *H-NMR-Daten von 7, 8, 10, 11, 15 und 16 in D,0.

Verb.

Chemische Verschiebungen [a]

H-2/H-8 H-1' H-2 H-3 H-4 H-5A H-5B
7 8.41/8.15 6.14 4.89 431 4.60 4.49 4.34
s s d dd dd ddd ddd ddd
8 8.52/8.22 6.12 4.75 4.61 4.37 4.26 4.19
] d dd dd m ddd ddd
10 8.45/8.20 6.14 441 4.18 4.22 4.56 4.35
s s s d ddd bd bdd bdd
11 8.28/8.22 6.09 4.54 4.02 422 4.39 4.22
s 8 5 d ddd m m m
15 [c] 8.34/8.16 6.11 5.54 4.13 4.37 4.29 429
s s d dd dd m m m
16[c] 826819 582 543 442 420 437 428
s s d dd ddd ddd ddd ddd

Kopplungskonstanten [Hz]

1-2 23 34 4-5A 4-5B 5A-5B P-5A P-5YB P-¥

7 31 60 75 ~23  ~23 120 70 40

8 53 52 42 3 3 115 6 4 -
10 <2 32 ~10 kein klein 120 11 3.5 10
1 <2 s 9.0 [b] [b] [b] {b] [b] 12
15[c] 63 7.2 53 [b] [b} [b] [b] bl -
16[c] 39 75 98 41 63 117 1.8 117 117

[4] &-Werte relativ zu 3-Trimethylsilyl-1-propansulfonsdure-Natriumsalz (DSS); Si-
gnalmultiplizititen sind unter den chemischen Verschiebungen angegeben.
[b] Diese Kopplungen wurden nicht bestimmt (breite Signale, Spektrum héherer
Ordnung). [c] Phosphor-gebundene Methylgruppen: 15: 6 = 2.27, J(P-H) 19.7 Hz;
16: 6 = 2.32(P(A)), 2.24 (P(B)), J(A-B) —15.6, J(A-P5) 20.3, J(A-P3) 20.3, J(A-PS)
18.0, J(B-P3) 18.9 Hz. Tosylgruppe: 15: § =7.56 [,,d**, H-2"/6", J(2"-3") + J(2"-5")
8.2], 7.07 [,,d*, H-3"/5"], 2.34 [s, CH;-4"}; 16: § =7.67 [,d*, H-2"/6", J2"-
31 + I2"-5") 8.2, 7.09 [,,d*, H-3"/5"], 2.22 [s, CH,-4"].

Tabelle 2. *3C- und *'P-NMR-Daten von 7, 8, 10, 11, 15 und 16 in D,0.

Verb.

13C_Verschiebungen [a]

C2 C4 Cs Ce6 CR c1" CY C¥ C4 C-5
7 155,22 151.02 121.11 157.75 142.48 91.77 76.01 53.83 83.00 67.36
8 155.22 150.80 121.00 157.68 142.25 91.75 75.86 53.85 82.56 66.71
10 155.22 150.76 121.41 158.03 142.36 91.82 77.90 54.66 83.79 65.52
11 155.22 150:54 121.02 157.80 141.83 91.82 77.61 [b] 58.97 81.61 [b] 68.32
15 [c] 155.22 150.39 120.90 157.91 142.59 87.38 83.70 54.37 86.65 66.35
16 [c] 155.22 150.24 120.27 157.89 142.15 88.01 84.07 57.03 81.91 65.711

31 P.Verschiebungen [d] Kopplungskonsianten [Hz)

x 8 ¥ P2 P33 P4 P-S af B
7 —898 —1945 —423 - - 95 57 195 204
8 —990 —637 - - 88 [l 203

10 —1073 —2296 -350 32 1.6 80,80 52 224 224

1 -1078 —3.89 8.6[b] 1.5 e[b] 59 238
15 188 [f] 13.5 - - 7.4 52 9.1
16 2090f] 153 57 35 32 4.7 9.4

[a] 8-Werte; aus Griinden der Einheitlichkeit wurde die chemische Verschicbung
von C-2 als zweiter Standard benutzt (relativ zu DSS in D,0, pH 7.5). [b] Si-
gnalzuordnungen sind vertauschbar. [¢] Zusétzliche Signale bei: 15: § = 30.40 [P-
CH,-P. J(P-C) 124.8, 122.1 Hz] und von der Tosylgruppe bei § =150.39 (s, C-1"),
132.79 (s, C-4"), 132.30, 129.63 (d x 2, C-2"/6", C3"/5") und 23.50 (q, C-7"); 16:
& =32.32 [P-CH,-P, A(P-C) 126.8 und 112.7 Hz] und von der Tosylgruppe bei
149.09 (s, C-1"), 132.98 (s, C-4"), 132.36, 129.87 (d x 2, C-2"/6", C3"/5") und 23.09
(q, C-7"). [d] Standard H,PO, extern. [¢] Signale verbreitert, aber keine aufgeld-
ste(n) Kopplung(en). {f] Die Tieffeldsignale gehdren zu dem an C-5 der Ribose
gebundenen Rest (PS5 in Tabelle 1).

Kohirenz) konnten die entsprechenden Signale von 16 eindeutig
zugeordnet werden. Die Verkniipfung der Methylengruppe mit
zwei Phosphoratomen in 15 und 16 wurde durch die beiden
groBen J('P,'3C)-Werte fiir das entsprechende Kohlenstoff-
atom angezeigt.
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Inwieweit die neuen Cycloderivate mit Carriern wie 1,4-Di-
azabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) durch die Zellmembran trans-
portiert werden kdnnen, soll demnachst untersucht werden.
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Magnetische Eigenschaften
von aromatischen Ubergangszustianden:
die Diels-Alder-Reaktion**

Rainer Herges*, Haijun Jiao und
Paul von Ragué Schleyer

Professor Werner Kutzelnigg zum 60. Geburistag gewidmet

Die Analogie zwischen den n-Elektronen in Benzol und den
sechs delokalisierten Elektronen im cyclischen Ubergangszustand
der Diels-Alder-Reaktion zwischen Butadien und Ethylen wurde
bereits 1938 von Evans et al. erkannt'L. Diese Interpretation wur-
de durch die Woodward-Hoffmann-Regeln!® und die Hiickel-
Mobius-Methode™ # auf viele pericyclische Reaktionen erwei-
tert, und es wurde vorgeschlagen, daBl thermische pericyclische
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Reaktionen bevorzugt iiber aromatische Ubergangszustinde
verlaufen!®. Obwohl die Diels-Alder-Reaktion zwischen Buta-
dien und Ethylen als Prototyp pericyclischer Prozesse!® angese-
hen wird, ist die ,,energy of concert* (Ubergangszustands-Reso-
nanzenergie) relativ klein'"\.

Wir wenden nun zum ersten Mal magnetische Eigenschaften
als Kriterium®~1% 118 an um die Natur der konzertierten
Ubergangszustinde, insbesondere bei der Diels-Alder-Reaktion
von Ethylen mit Butadien und Cyclopentadien, zu untersuchen.
Die magnetischen Eigenschaften von Ubergangszustinden kon-
nen zwar nicht gemessen werden, aber chemische Verschiebun-
gen und magnetische Suszeptibilititen lassen sich einfach be-
rechnen. Die Zuverlissigkeit der IGLO!!!*-Methode bei der
Anwendung auf Grundzustdnde legt nahe, daB sie auch zur
Analyse von Ubergangszustinden geeignet ist. Dariiber hinaus
untersuchten wir die Anderungen der chemischen Verschiebun-
gen und magnetischen Suszeptibilititen entlang der Reaktions-
koordinate fiir die Reaktion von Ethylen mit Butadien. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 1 und 2 zusammengestellt.

Die Geometrien der einzelnen Punkte auf der Reaktionskoor-
dinate wurden auf ab-initio-RHF/3-21G-Niveau!’* innerhalb
der C.-Punktgruppe optimiert und als Grundlage fiir IGLO-

At

2 { Al ——-—

Abb. 1. Berechnete 'H-chemische Verschiebungen bei der Retro-Diels-Alder-Re-
aktion von Cyclohexen als Funktion der Reaktionskoordinate r. Die Gesamtener-
giekurve E,, (Reaktionsprofil) ist als gestrichelte Linie eingezeichnet [8a].
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Abb. 2. Berechnete diamagnetische Suszeptibilitit y und Gesamtenergie E,, der
Reaktion von Abb. 1 als Funktion der Reaktionskoordinate r.
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