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a 
Die Oxydation von 2‘.3’-O-lsopropyliden-inosin ( I )  mit Chrom(V1)-oxid in Eisessig fiihrt in 
guten Ausbeuten und selektiv zur 2’.3’-O-lsopropyliden-inosin-S’-carbonsi~re (2). Aus 2 
wird die ungeschutzte Inosin-5’-carbonsaure (4) hergestellt, ferner wird die Synthese von 
Estern von 2 und 4 beschrieben. Die Konformation der hergestellten Inosin-Derivate wird 
diskutiert. 

Synthesis and Structure of Inosine-5’-carboxylic Acid and Derivatives 

The oxidation of 2‘,3’-O-isopropylidene-inosine (1) with chromium(V1)-oxide in acetic acid 
leads in good yields and selectively to 2,3’-O-isopropylidene-inosine-S’-carboxylic acid (2). 
2 is transformed into the unprotected inosine-5‘-carboxylic acid and into esters of 2 and 4. 
The conformation of the synthesized inosine derivatives i s  discussed. 

Clnsere Versuche zur Synthese von Nucleosid-5’-carbonsauren dienen der Herstellung 
geeignet modifizierter Nucleoside und Nucleotide, die zur Losung biochemischer Probleme 
herangezogen werden sollen 1). Das einzige praparativ intcressante Verfahren zur Herstellung 
von Nucleosid-5’-carbonsauren besteht in der direkten, katalytischen Oxydation von N ucleo- 
siden nach Todd und Mitarbb. 2) .  Die mit diesem Verfahren verbundenen Schwierigkeiten 
fuhrten uns dam, nichtkatalytische Verfahren der direkten Oxydation von Nucleosidcn oder 
in 2’.3‘-Stellung geschutztcr Nucleoside aufzusuchen. Ein solches fanden wir in der Oxydation 
von 2’.3’-O-lsopropyliden-adenosin in wasrig-alkalischer Losung mit KMn04, das nun in 
90proz. Ausbeutc zu Adenosin-5’-carbonsanre fiihrt1,3’. 

Inosin-5’-carbonsaure (4) 
Das Verfahren zur Oxydation von 2’.3’-O-lsopropyliden-adenosin ist bei den an- 

deren natiirlichen 2’.3’-0-Isopropyliden-nucleosiden weniger erfolgreich oder es 
versagt fast ganz. Es munte also eiii Verfahren gefunden werden, das die Selektivitat 
der Oxydation der primaren Hydroxymethylgruppe erhoht. Diesen Effekt versprachen 
wir uns von einer Oxydation in einem wasserfreien, sauren Medium: Zum einen sollte 
durch Protonierung oder Wasserstoff bruckenbindungen die Elektronendichte der 
Nucleobase verringert und damit die Oxydierbarkeit herabgesetzt werden, zum an- 
deren sollte die 2‘.3’-O-Tsopropyliden-Schutzgruppe und die glykosidische Bindung 
in einem wasserfreien, aciden Medium nicht angegriffen werden. 

1 )  R.  R .  Schmidt, U. Schloz und D. Schwille, Chem. Ber. 101, 590 (1968). 
2) G. P .  Moss, C.  B. Reese, K.  Schofield und A .  R. Todd, J .  chem. Soc. [London] 1963, 1149. 
2) U. Schluz, Dissertat., Unb .  Stuttgart, i n  Vorbereitung. 
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Als derartiges Oxydationsmittel bot sich Fiesers Reagens41 an (Suspension von 
CrO3 in absol. Essigsaurej. 1 konnte damit in guter Ausbeute zu 2’.3‘-O-Isopropyliden- 
5’-carbonsaure (2) oxydiert werden. Bei geeignetem Ansatz fie1 2 wahrend der Reaktion 
aus und war damit dem weiteren Angriff desoxydationsmittels entzogen. DieReaktion 
verbrauchte mehr als die stocliiomctrische Menge CrO3. Die optimale Ausbeute wurde 
jedoch mit stochiometrischen Mengen Cr03 erhalten. 

I1,C ‘k“ CHS 

H O  OH 

1 

2 lien sich mit 1 n HCI bei 60” in 15 Min. in guter Ausbeutc in Inosm-5’-carbonsaure 
(4) uniwandeln, die aus Eisessig umkristallisiert werden kann. Die Suhstanz hBlt 
jedoch Eisessig und Wasser so hartnackig fest, daf3 es bisher nicht gelang, eine ana- 
lysenreine Probe zu erhalten. Das Produkt ist chromatographisch frei von anderen 
Inosinderivaten und NMR-spektroskopisch sowie durch wcitere Umsetzungen ein- 
deutig als 4 identifiziert. 4 hat ein Liislichkeitsminimum in Wasser bei pH 2.5,  Adeno- 
sin-5’-carbonsaiure3) bei pH 4.6. Die UV-Spektren von Adenosin, Adenosin-5’- 
carbonsaure und deren Na-Salz [A%: = 259 nip*) und ebenso die UV-Spektren von 
I ,  2 ,4  und dem Na-Salz von 4 (A::: = 249 mp) stimmen im Bereich von 220 -330 mp 
iiberein. Da protoniertes Adenosin (A:!: = 257 mp) und Jnosin (I,::; 247 mp) 
kiirzenvellig absorbieren, liegen die hergestellten Nucleosid-5’-carbonsauren ver- 
mutlich nicht in der Betainform vor. 

Inosin-S-carbonsaureester (3, 5-8) 
Die iiblichen Veresterungsverfahren ~ auch die fur Uronsauren allgemein ange- 

wandtens’ sind fur Nucleosid-5’-carbonsauren wenig erfolgreich, da die glyko- 
sidische Bindung geschont wcrden muIJ und die Nucleobase wahrcnd der Veresterung 
nicht alkyliert werden darf. Als geeignetes Verfahren fiir die Veresterung erwies sich 
die Suspension von 2 in absol. Alkohol und anschlieBende bis zu einigen Tagen dau- 
ernde Behandlung mit Thionylchloridj). Thionylchlorid katalysiert die Ketalisierung 
und in einem protischen Medium die Entketalisierung. Es ist deshalb nicht uber- 
raschend, dalj aus 2 und Mcthanol bzw. khan01 und Benzylalkohol direkt 5, 6 und 
8 in guten Ausheuten gebildet wurden. 
4) L. F. Fieser, J. Amer. chem. SOC. 70, 3237 (1948). 
‘) E.  Hnrdegger und D. Spifz,  Helv. chim. Acta 33, 337 (1950). 
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Mit absol. Isopropylalkohol erfolgte keine Abspaltiing der Schutzgruppe, sondern 
es entstand 3. Der ungeschutzte Inosin-5'-carbonsaure-isopropyIester (7) und ebenso 
5 wurden deshalb nach dem gleichen Verfahren aus 4 hergestellt. Diese Reaktionen 
dienten gleichzeitig der weiteren Identifizierung von 4. 

Konformation der Inosin-5'-carbonsauren und Derivate 
Die heterocyclische Base und der Zucker konnen bei Nucleosiden und Nucleotideii 

lwei bevorzugte Konforniere bilden : die syn- und die anti-Form6). Rontgenstruktur- 
analysen7-10' ieigten, daR die meisten Nucleoside und Nucleotide irn festen Zustand 
die arrti-Konformation bevorzugen. Nach NMR-11.1*', ORD-13.14) und CD-14) 
Untersuchungen sind die Verhailtnisse in Losung wesentlich uniibersichtlicher und 
nur in Ausnahmefallen eindeutig. Sowohl theoretische Ansatze 15.16) als auch experi- 
mentelle Befunde lassen jedoch darauf schliefien, daR eine betrachtliche Rotations- 
barriere urn die glykosidische C - N-Bindung besteht. 

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der h-1osin-5'-cdrbonsaure und ihrer 
Derivate fuhrte zu den in der Tab. aufgefuhrten Resonanzsignalen. Danach unter- 
scheiden sich die in 2'.3'-SteI lung durch die Isopropylidengruppe geschiitzten Ver- 
bindungen 2 und 3 charakteristisch von den ungeschiitzten 4 -8 und vom Inosin und 
2'.3'-O-Isopropyliden-inosin (1). Die Ursache dieser Differenz ist im Vorliegen von 
stabilen syn- und anti-Konformeren zu suchen. Die Zuordnung zur syn- oder anti- 

0 

3 (syn-Konforrriatlon) 

6 )  J .  Donohue und K .  N .  Trueblood, J. molecular Biol. 2, 363 (1960) 
7) J. Kraut, Annu. Rev. Biochem. 34, 247 (1965). 
8) V. Sazisekharan, A ,  V Lnkrhminarayanan und G .  N.  Raniachundrun, in ,,Conformation 

of Biopolymers" (G. N .  Ramachnndran, ed.) Vol. 2, S. 641, Academic Press, New York 
1967. 

9) A .  E. V .  Harchemeyer und A .  Rich, J .  molecular Blol. 27, 369 (1967). 
10) J .  Krairr und L. H. Jensen, Acta crystallogr. [Copenhagen] 16, 79 (1963). 
1 1 )  M .  P.  Schweizer, A .  D. Broom, P. 0. P. h ' o  und D. P,  Hollis, J .  Amer. chem. SOC. 90, 

12) R. J.  Cushley, K.  A .  Wutanabe und f. J ,  Fox, J. Amer. chem. SOC. 89, 394 (1967); Chem. 

13)  T. L. V. Ulbricht, Vortrag aut dem Symposium fur  Nucleinsaurechemie, Liblice]Tsche- 

14) J. T. Young und T. Snrnejin70, Progr. Nuclecic Acid Research Molecular Biology 9, 223 

15) J. Tinuco jr., R .  C. Davis und S. R. Jaskunm In ,,Molecular Associations in Biology" 

16) F. Jordan und B. Pullman, Theoret. chim. Acta 9, 242 (1968). 

1042 (1968). 

Commun. 1966, 598. 

choslowakei, September 1969 

(1969). 

( B .  Pullman cd.) S. 77, Academic Press, New York 1968. 
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Konformation wird durch den Vergleich der lsopropylester 3 und 7 moglich. Die 
Stabilisierung der anti-!Sonformation bei 7 durch Ausbildung einer WasserstoK- 
briickenbindung zwischen der 2'-Hydroxylgruppe und N-3 ist hei 3 nicht moglich. 
Das fiihrt dann zur Stabilisierung der syn-Konformation durch die Elektronen- 
donator-Acceptor-WechseIwirkung 7wischen N-3 und der Alkoxycarbonylgruppe. 
Dadurch sollte jedoch die freie Drehbarkeit der lsopropylgruppe uni die C -0-Bin- 
dung bei 3 stark gehindert sein. ErwartungsgemaB sind die beiden Methylsignale der 
Jsopropylgruppe bei 7 identisch (T - 8.75) und bei 3 nicht identisch (T - 8.88 und 9.1 1 
ppm). Versuche, durch Temperaturerhohung die Einschrankung der freien Ilrehbar- 
keit der Isopropylgruppe und die Fixierung der syn-Konformation bei 3 aufzuheben, 
fiihrten bis 117" lediglich zu einer Annaherung der Methylsignale; dies spricht fur 
e m  sehr starke Fixierung der Konformation. Oberhalb dieser Tcmperatur reagierte 
das Losungsniittel DMSO-dh mit 3. 

Resonanzsignale von Inosin, 1 ~ 8 in  DMSO-dh mit TMS als innerem Standard (T-Werte 
i n  ppm) 

Verbin- 
dung 

Temp. 
'C 8-H 2- H 1'-H H A  H* HC 

1 25 
2 25 
3 25 

74 
117 

4 25 
5 25 
6 25 
7 25 
8 25 

Inosin 25 

1.68 1.84 3.83 ( ( 1 )  
1.75 1.95 3.63 (d) 
1.74 1.95 3.58 (d) 
1.82 2.02 3.63 (d) 
1.91 2.10 3.66 (d) 
1.55 1.85 3.92 (d) 
1.62 1.86 3.92 (d) 
1.60 1.84 3.93 ( d j  
1.60 1.82 3.90 (d) 
1.60 1.84 3.89 (d) 
1.60 1.85 4.02 (d) 

5.33 (sep) 
5.30 (sep) 
5.31 (sep) 

6.22 ( s )  
5.77 (4) 
4.94 (sep) 
4.72 is) 

8.88 (d) 
8.87 (d) 
8.87 id) 

8.75 (1) 
8.75 (d) 

9.11 (d) 
9.04 (dj 
9.00 (d) 

.. 

8.75 (d) 

Wir danken Herrn Professor Dr. H .  Bwderrck fur  die Forderung dieser Arbcit. Der Deuf- 
schen Forsr/?ung.FgemeinschLlfr danken wir fur die finanzielle Unterstutzuog unserer Unter- 
suchungen und der Zelhroflahrik Waldhuj (Mannherm) fur die uberlassung con Amgangs- 
materiahen. 

Beschreibung der Versuche 

2'.3'-0-l.~opropvlrd~t1-r~ra~rn-S -curbunsacire ( 2 )  18 g (0 058 Mol) 2 
inosrn (1) wurden in 400 ccm Eiscssig bei 15' mit 8.0 g (0  08 Mol) Chromi VI)-uxcd versetzt. 
Die anfanglich brdune Su\pension verfarbte sich nach einigen Stdn. nach Grun Nach 2 Tdgen 
konnten 10.3 g 2 (55 %, bez. aut eingesetztes 1) abfiltriert werden, Schmp. 252". Die Motter- 
lauge eiithielt noch 1 sowie klcincre Mengen 2 (DC. Kiesclgel, Laufmittel Isopropylalkohol/ 
NH3 = 10: I). Sie wurdz zur Trockne eingedampft, der Ruckstand bei Rdumteinperatur 
mit 100 ccm Wdsser behandelt Mach 3 Sldn wurden 5.0 g 1 - 2 voii der Chrom(Il1)-acetat- 
L O S U I I ~  abfiltriert Dwes  Gemisch wurde bet weiteren Oxydationen voii 1 mit emgeset7t. 

2 konntc aus Eisessig umkristallisiert werden Zur Entfernung des Losungsmitteh muRte 
mehrere Tage i Hochvak be1 60" getrocknet werden. 

C13H14N406 (322.3) Ber. C 48 45 H 4.38 N 17 39 Gef. C 48 65 H 4.46 N 17.69 
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2..?'-0-I.~oprop.vliden-iiiosin-S'-carbonsaure-isoprop~lester (3) : 0.48 g ( I  .S mMol) 2 wurden in 
30 ccm absol. Isnpropylulkohol suspendiert und rnit 0.35 ccm Thionylchlorid versetzt. Nach 
2 Tagen wurde die klare Losung in cine Natriumhydrogencarbonat-Losung eingeriihrt und 
0.40 g (75 %) 3 abfiltriert, Schmp. 221'. 

ClhH20N406 (364.3) Bcr. C 52.74 H 5.53 N 15.38 Gef. C 52.54 H 5.45 N 15.13 

f1zosin-5'-carbonsuure (4): 0.32 g (,1.0 mMoll 2 wurden mit 15 ccm 1 n HCl bei 60' hydro- 
lysiert. AnschlieBend wurde auf 0 abgekiihlt und mit Natriumhydrogencarbonat auf pH 2.5 
eingestellt. 4 fiel als farblose Kristdllmasse aus. Ausb. 0.22 g (78 ?A), Schmp. 320"; D C :  Kiesel- 
gel, Laufmittel khanol/Isopropylalkohol 85 : 15, RF 0.37. Das Produkt war fur weitere 
Umsetzungen geniigend rein, jcdoch nicht ganz analysenrein. Umkristallisation war aus Eis- 
essig moglich, das Losungsmittel konnte jedoch nicht quantitativ entfernt werden. 

Inusin-5'-ccrrbonsaure-meth~.lester ( 5 ) :  Zur Suspension von 0.564 g ( 2  mMol) 4 in 14 ccm 
Methanol wurden bei 0 0.29 ccm Thionylchlorid gegeben. Aus der nun klaren Lijsung fiel 
nach 10- 15 Min. einc farblose Substanz. Nach 6 Stdn. wurde das Reaktionsgeniisch zur 
Neutralisation in Natriumhydrogencarbonat-Losung eingeriihrt. 5 fie1 analysenrein aus. Ausb. 
0.421 g (71 x),  Schmp. 222 .  

5 konnte analog aus 2 in 60proz. Ausb. hergestcllt werden. 

CljHi2N40,j (296.2) Ber. C44.60 H 4.08 N 18.91 Gef. C44.18 H 4.11 N 18.53 

Inosiii-5'-carhunsuure-uthyle,~ier ( 6 ) :  0.322 g (I mMol) 2 wurden, in 5 ccm absol. Athnnol 
suspendiert, bei 0" mit 0.15 ccm Thionjdchlurid versetzt. Nach 12 Stdn. erfolgte die Aufar- 
beitung wie bei 5.  Umkristallisation aus Athano1 lieferte 0.14 g (45%) 6, Schmp. 
227 --229". 

Cl2HI4N4O6 (310.3) Bcr. C 46.45 H 4.55 N 18.06 Gef. C 46.26 H 4.65 N 18.13 

Inusin-5'-carbonsaure-isopropylester (7): 0.75 g (2.65 mMol) 4 wurden in 40 ccm absol. 
Isoprupylalkohul bei 0" init 0.7 ccm Thliuizylchlorid versetzt. Nach 12 Stdn. erfolgte die Auf- 
arbeitung wic bei 5. Es fielen 0.39 g 7 (45%) analysenrein aus. 

CL3HI6N4O6 (324.3) Ber. C 48.15 H 4.97 N 17.28 Gef. C 47.99 H 4.89 N 17.06 

Inosin-5'-cnrhon.~aure-benz,~lester (8) : Die Herstellung erfolgte wie fiir 7 angegeben. Ausb. 
38%. Schmp. 194-195". 

C17H16N406 (372.3) Bcr. N 15.05 Gef. N 14.94 
[3 1/70] 




