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Die Uridin-3',5'-cyclophosphat-ester 4 —11 wurden durch Reaktion der freien Siure des Uridin-
3,5'-cyclophosphates (1 —3) mit den entsprechenden Diazoalkanen erhalten. Die Zuordnung der
stereoisomeren 1,3,2A%-Dioxaphosphorinane ld8t sich mit Hilfe der *' P-NMR-Spektren aufgrund
einer Rontgenstrukturanalyse zeigen. Eine stereoselektive Beeinflussung durch Variation der
Reaktivitdt der Diazokomponente oder durch sterische Hinderung an der 2'-Position der Ribose,
sowie in Abhingigkeit von der Temperatur, konnte partiell erzielt werden. Simtliche synthetisier-
ten Verbindungen wurden durch UV- und 3'P-NMR-Spektren charakterisiert.

Cyclophosphates, ITT"
Synthesis and Properties of Uridine 3',5’-Cyclophosphate Esters

The uridine ¥',5'-cyclophosphate esters 4 —11 were synthesized by reaction of the free acid of
uridine 3',5'-cyclophosphate (1 —3) with the appropriate diazoalkane. The configuration of the
isomeric 1,3,2A%-dioxaphosphorinanes is assigned on the basis of an X-ray analysis with the aid
of 3!P n. m. 1. The stereoselectivity was influenced in part by the degree of reactivity of the diazo
compound, by steric hindrance in the 2’-position of the ribose, and by variation in the reaction
temperature. The newly synthesized compounds were characterized by u.v.and !P n. m. r. spectra.

Cyclophosphate der Ribonucleoside spielen eine wichtige Rolle als Informationstriager
im Organismus. Wenngleich auch die Purinnucleoside die entscheidende Stellung ein-
nehmen, so ist doch in letzter Zeit auch die Anwesenheit der Pyrimidinnucleoside im
menschlichen Organismus wahrscheinlich gemacht 2 worden. Diese Verbindungen liegen

*) Carl-Duisberg-Stipendiat 1974 —1976.
1 11, Mitteil.: J. Engels und W, Pfleiderer, Nucleic Acids Res., Spec. Publ. I, 113 (1975).
2 A. Bloch, Biochem. Biophys. Res. Commun. 64, 210 (1975).
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im Kérper als Salze vor, und ihre Synthese ist seit den Arbeiten von Khorana® bekannt.
Es schien uns von Interesse, solche Cyclophosphate mittels geeigneter Verfahren in die
Ester zu iiberfiihren und die Reaktivitdt der Verbindungen zu testen. In einer Kurz-
mitteilung® haben wir bereits die allgemeine Synthese der Uridin-3',5'-cyclophosphat-
ester skizziert. Aufgrund einer Rontgenstrukturanalyse ® ist es uns nunmehr méglich, die
Stereochemie dieser Verbindungsklasse eindeutig zuzuordnen.

Synthese

Ausgehend vom Uridin-3',5'-cyclophosphat (1) in Form der freien Sdure 146t sich in
Analogie zur Carbonsiurechemie ® eine Alkylierung mit aliphatischen Diazoverbindungen
durchfiihren. Analog zu der Vorschrift von Todd und Mitarbb. 7 wurde der Ansatz mit der
Diazoverbindung bis zum pH 5— 6 titriert. Als Nebenreaktion, speziell bei héherem pH,
tritt eine Alkylierung des Uridins am N-3 ein. In unserem Fall bildet sich dieses Neben-
produkt, die bisalkylierte Spezies, hauptsachlich mit Diazoethan, weniger mit Diazomethan
und fast nicht mit Phenyldiazomethan.

Ura OUra RrR! R2
O/\ﬁ _Ram, o/\/ 4 |H H
0=P~g" Or! 0=P-g" Or! 5 |u CH,
OCH2R2 6., 6c 3 CGHS
4-11 7.. 1. | CHsCO CeH;
8a. 8. | (CH,),CCO CgHs
9., 9. |H CeHNO,-(4)
3| (CHy)yCCO 10 |H CeH,CH,-(4)
11 | CH,CO CgH,CH,- (4)

Stereochemie

Die so synthetisierten Verbindungen 4—11 liegen jedoch infolge eines Asymmetrie-
zentrums am Phosphor als Diastereomerengemisch vor, da die Reaktion nicht stereo-
selektiv ablduft. Der sechsgliedrige Phosphatring, das 1,3,2).>-Dioxaphosphorinan-2-on,
ist die BezugsgroBe fiir die Einteilung. Da es sich um ein relativ starres bicyclisches System
handelt, k6nnen die Liganden am Phosphor in axial und dquatorial eingeteilt werden. Die
Auftrennung der beiden Komponenten gelang mit Hilfe der priparativen Schichtchromato-
graphie auf Kieselgel. Die Zuordnung wurde in Anlehnung an die Literatur®~!% vorge-
nommen. Navech® hat als Regel fiir solche Triestersysteme gefunden, daB die axiale
P=0-Funktion im IR bei niedrigerer Wellenzahl und im 3'P-NMR bei niedrigerem Feld

® H.G. Khorana, Some Recent Developments in the Chemistry of Phosphate Esters of Biological
Interest, J. Wiley & Sons, Inc., New York 1961.
4 J. Engels und W. Pfleiderer, Tetrahedron Lett. 1975, 1661, und dort zit. Lit.
) W. Depmeier, J. Engels und K. H. Klaska, Acta Crystallogr., eingereicht.
® H. Henecka, in Methoden der Organischen Chemie (Houben-Weyl-Miiller), 4. Aufl, Bd.
VIII/3, S. 533, Thieme, Stuttgart 1952.
? D. M. Brown, D.J. Magrath und A. R. Todd, J. Chem. Soc. 1955, 4396.
8 J. P. Majoral und J. Navech, Bull. Soc. Chim. Fr. 1971, 95.
9 J. A. Mosbo und J. G. Verkade, J. Am. Chem. Soc. 94, 8224 (1972); 95, 4659 (1973).
19 D. B. Cooper, T.D. Inch und G. L. Lewis, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1974, 1043,
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auftritt. Die gemessenen Differenzen der chemischen Verschiebungen bewegen sich zwischen
1.0 und 2.5 ppm. Bei unseren Untersuchungen ist uns eine Korrelation aufgefallen zwischen
der P=0O-Schwingungsfrequenz und der Frequenz einer Bande im Bereich von 1000 cm ™2,
die der P— O — C-Schwingung zugeordnet wird. Eine Verschiebung nach héherer Wellen-
zahl der P=0-Frequenz in einem Isomeren entspricht einer nach niedrigerer fiir die
P—0O—C-Bande. Da bei all den Synthesen ein Gemisch der beiden Isomeren entsteht, ist
die relative Zuordnung so gut zu treffen, eine absolute Zuordnung ist auf dieser Basis
natiirlich nicht moéglich. Die Rontgenstrukturanalyse des 2'-O-Acetyluridin-3',5"-cyclo-
phosphat-benzylesters (7) hat dann die absolute Konfiguration bestitigt*. Die Verbin-
dung 7., als dquatorial eingestuft, zeigt im Kristall die dquatoriale Geometrie der Benzyl-
gruppe am Phosphor.

i 5o
Q/O/Pif%//g}_‘; 7.
OAc

Nach Abkldrung der Konfiguration der Produkte wurde versucht, die Selektivitit der
Synthese zu beeinflussen. Die bei den Synthesen auftretenden Isomerenverhiltnisse, die
aus der Integration der ‘H-NMR-Spektren hervorgehen, belaufen sich zwischen 50:50
und 70:30 fiir a:e. Eine systematische Untersuchung zeigte, daB mit abnehmender Tempe-
ratur eine Bevorzugung des Produktes mit axialem Liganden eintritt (Tab. 1).

Tab. 1.1 + PhCHN; in MeOH. CH,-Gruppen im 'H-NMR integriert. % Isomere

°C 30 0 -30 —-80
a 52 56 58 61
€ 48 44 42 39

Fernerhin wurde versucht, durch sterischen EinfluB den Angriff des Alkylierungsmittels
von der ungehinderten Seite zu bevorzugen. Eine Vergro8erung der 2'-OH-Gruppe durch
Acetylierung oder Pivaloylierung zeigte eine Zunahme des Produktes mit axialem Ligan-
den (Tab. 2).

Tab. 2. 1—-3 + PhCHN, in MeOH. CH,-Gruppen im 'H-NMR integriert. % Isomere

2-OR! OH OAc OPiv
a 56 67 65
e 44 33 35

Im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen ist es interessant, darauf hinzuweisen,
dab bei der Reaktion der Verbindungen 2 und 3 eine Abspaltung der 2’-Estergruppe durch
Diazoalkane auftritt, ein Phiinomen, das schon Bredereck'" beobachtet hat. Der Verlust
der Acetylgruppe liegt bei 5% und ist nur mit Phenyldiazomethan getestet. Zusiitzlich
wurde noch der EinfluB der Alkylierungskomponente untersucht. Wenn man als mechani-

'Y H. Bredereck, R. Sieber und L. Kamphenkel, Chem. Ber. 89, 1169 (1956).
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stische Hypothese!? einen Ionenpaarmechanismus zugrundelegt, dann sollte nach der
Protonierung der Diazokomponente ein Carbokation gebildet werden, das dann in
einem Rekombinationsschritt mit dem Phosphat-Ion reagiert. Verschiedene Substituenten
am Benzylring sollten aufgrund ihres elektronischen Einflusses die Stabilitdt dieses
Carbokations beeinflussen. Wenn man als Postulat formuliert, daB héhere Stabilitdt auch
hohere Selektivitiit ergibt, so sollte ein Elektronendonorsubstituent das System selektiver,
ein Elektronenakzeptorsubstituent weniger selektiv machen.

Tatséchlich findet sich die in Tab. 3 dargestelite Abhingigkeit. Leider war die Synthese
des fiir diese Untersuchung sicher sehr interessanten 4-Methoxybenzylesters erfolglos,
ebenso wie die des Benzhydrylesters'®. Da es sich um relativ kleine Differenzen in den
Aktivierungsenergien handelt, ist eine eindeutig verlaufende Synthese auf diesem Wege
nicht zu erwarten, das erreichte Optimum liegt bei 11 und —20°C mit 84:16 fiir a:e.

Tab. 3.1 + p-RC¢H,CHN, in MeOH bei Raumtemperatur. CH,-Gruppen im 'H-NMR integriert.
% Isomere

R CH3 H NOZ
a 75 55 55
e 25 45 45

Hydrolyse

Alschemische Reaktion der Benzylester 6, und 6, wurde die anionische Debenzylierung !4
in verschiedenen Losungsmitteln wie Aceton, DMF und Acetonitril untersucht. Eine
glatte Abspaltung erfolgte mit Natriumiodid in siedendem Acetonitril nach 20 h. Die
Hydrolysen der Isomeren 6, und 6, in entgastem Wasser bei 50°C wurden mit der Hoch-
druckfliissigkeitschromatographie verfolgt. Mit internem Standard wurde das Entstehen
von 1 gemessen. Die kinetische Betrachtung ergab eine pseudomonomolekulare Reaktion
mit einer Standardabweichung von 0.99. Die daraus errechneten Halbwertszeiten belaufen
sich fiir 6, auf 113 min und fiir 6, auf 37 min. Wenn man annimmt, daB der Ubergangszu-
stand bei der Hydrolyse fiir beide Formen gleich ist, so ergibt sich eine Grundzustands-
differenz der beiden Isomeren mit ca. 0.7 kcal/mol.

Wir danken der Universitit Konstan: fiir finanzielle Hilfe und der Carl-Duisberg-Gesellschaft
fir die Gewidhrung eines Stipendiums. Fernerhin gilt unser Dank Herrn Prof. W, Pfleiderer fiir
seine sachliche und fachliche Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

UV-Absorptionsspektren: Cary-Recording-Spectrometer, Modell 115/15 bzw. 1115/60 der Firma
Applied Physics Corp. Fiir die chromatographischen Untersuchungen wurden Diinnschichtfolien
F 1440 LS 254 von Schleicher & Schiill verwendet. Die priparative Schichtchromatographie
erfolgte auf Merck Silicagel PF 254 in 1.5 mm Schichtdicke. Die Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie wurde mit dem Gerdt HPLC 1010A der Firma Hewlett Packard, ausgeriistet mit UV-
Detektor mit variabler Wellenldngeneinstellung von Schéffel, durchgefiihrt. Als Siulenmaterial

2 W, Kirmse, Angew. Chem. 88, 273 (1976); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 15, 251 (1976).
'3) F. Cramer und K. H. Scheit, Liebigs Ann. Chem. 679, 150 (1964).
14 L. Zervas und J. Dilaris, J. Am. Chem. Soc. 77, 5354 (1955).
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wurde Merckosorb ST 60 5 pu und Nucleosil 10 SB von Macherey-Nagel in 25-cm-Stahlsdulen mit
4 mm Durchmesser verwendet. Die 3! P-NMR-Spektren sind auf einem Bruker HX 90 in FT mit
Breitbandentkopplung und ohne Suszeptibilititskorrektur gemessen. Die 'H-NMR-Spektren
wurden mit einem Jeol INM-MH-100 Gerit aufgenommen. Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Uridin-3',5'-cyclophosphat, Triethylammoniumsalz (1): Nach der Vorschrift von Khorana'®
wurden 3.682 g (10 mmol) 5'-Uridinmonophosphat, Dinatriumsalz (Waldhof), iiber Dowex 50
(H®) in die freie Sdure iibergefiihrt. Die wiBrige Lésung wurde zur Trockne eingeengt, in 75 ml
Pyridin und 15 m! Wasser aufgenommen und mit 2.92 g (10 mmol) N,N’-Dicyclohexyl-1-morpho-
linoformamidin versetzt, Nach dem Einengen im Rotationsverdampfer wurde noch 3 — 4 mal mit je
50 ml absol. Pyridin koevaporiert. Die Glasapparatur, bestehend aus Dosiertrichter (250 ml),
Liebigkiihler und 1-Liter-Dreihalskolben wurde ausgeheizt und unter Stickstoff abgekiihlt. In
den Kolben gab man 824 g (40 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid, geldst in 500 ml trockenem
Pyridin. Im Dosiertrichter befand sich das 5-UMP in 100 ml absol. Pyridin. Unter leichtem Stick-
stoffstrom wurde die Tropfgeschwindigkeit so reguliert, daB die 5'-UMP-Losung wihrend 10 h
gleichmiBig in die siedende Pyridinlésung tropfte (Gelbfarbung). Nach beendeter Zugabe wurde
mit 2mal 50 ml Pyridin gespiilt und 1 h gekocht. AnschlieBend zog man das Pyridin i. Vak. ab,
nahm in 100 m] Wasser auf, filtrierte durch Kieselgur und extrahierte das Filtrat mit 2 mal 100 ml
Ether. Die wiBrige Phase wurde auf 30 ml eingeengt, auf eine Dowex-Siule (2.5 x 10 cm) (H®)
gegeben und mit 100 ml Wasser in eine Vorlage mit 5 ml Triethylamin eluiert. Das Eluat wurde
zur Trockne eingeengt, 2mal mit 20 ml Methanol koevaporiert, das teilweise kristalline Produkt
in heiBem Methanol gelost und auskristallisiert. Ausb. 2.395 g (59%) farblose Kristalle vom Schmp.
220-223°C (Zers.).

C,sH,6N;O4P (407.4) Ber. C44.22 H 643 N 10.32 P 7.61
Gef. C44.05 H6.68 N 1031 P 7.5

2'-0-Acetyluridin-3',5'-cyclophosphat, Triethylammoniumsalz (2): 407.4 mg (1.0 mmol) 1 wurden in
10 ml absol. Pyridin mit 4 Aquivv. Acetanhydrid versetzt. Nach 50 h Riihren bei Raumtemp. war
chromatographisch kein Ausgangsprodukt mehr feststellbar. Nach Einengen zur Trockne und
Koevaporieren mit Wasser und Ethanol erhielt man 402.6 mg (90%) farblose Kristalle aus Ethanol
vom Schmp. 245°C (Zers.).

C7H3N3O00P (449.4) Ber. C4543 H 6.28 N 9.35 P 6.90
Gef. C4544 H632 N9.17 P 6.86

2'-0-Pivaloyluridin-3',5'-cyclophosphat, Triethylammoniumsalz (3): 407.4 mg (1.0 mmol) 1 wurden
mit 489 mg (4 mmol) 4-(Dimethylamino)pyridin'® und 4 ml wasserfreiem Pyridin versetzt,
koevaporiert und dieser Vorgang noch einmal wiederholt. AnschlieBend wurde der Ansatz in
5 ml Pyridin mit 1 ml (5 mmol) Pivaloylanhydrid bei 60°C fiir 90 h geriihrt. Nach Eindampfen im
Rotationsverdampfer wurde der Riickstand in wenig Wasser gelost, auf eine DEAE-Cellulose-
Sdule (38 x 2.5 cm) aufgetragen und mit einem 45°-Gradienten von 0.002 nach 0.1 mol Triethyl-
ammoniumhydrogencarbonatlosung eluiert, Tropfgeschwindigkeit 30 Tropfen pro min. Nach
480 ml Vorlauf und 320 ml Zwischenfraktion wurden 350 m! Produktfraktion erhalten. Diese
wurde zur Trockne eingeengt und mehrmals bis zur Gewichtskonstanz mit Wasser koevaporiert.
Der verbliebene Feststoff ergab aus Aceton/Acetonitril (7:2) 296.1 mg (60%) farblose Kristalle
vom Schmp. 255°C.

C20H;34N;O5P (491.5) Ber. C48.87 H 6.97 N 8.55 P 6.31
Gef. C49.06 H7.05 N8.78 P 6.54

15 M. Smith, G. J. Drummond und H. G. Khorana, J. Am. Chem. Soc. 83, 698 (1961).
18 W. Steglich und G. Héfle, Angew. Chem. 81, 1001 (1969); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 8, 981
(1969).
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Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Cyclophosphat-ester

1 mmol 1 (bzw. 2 bzw. 3) wurde in 15 ml wasserfreiem Methanol suspendiert, mit 1.5 g Amberlyst
(H*) (Serva) versetzt und bei Raumtemp. unter gelegentlichem Schiitteln 1h stehengelassen.
Wihrend dieser Zeit wurde im Falle des Diazomethans, -ethans, Phenyldiazomethans und p-
Tolyldiazomethans deren ether. Losung frisch hergestellt; 4-Nitrophenyldiazomethan ist haltbar.
Die methanol. Losung von 1 (bzw. 2 bzw. 3) wurde abfiltriert und das Amberlyst 6 mal mit je 2—3 ml
Methanol gewaschen. Die saure methanol. Losung wurde pipettenweise mit der ether. Diazo-
alkanlosung versetzt bis pH 56 erreicht war. Das Reaktionsgemisch wurde dann eingeengt, mit
30— 50 ml Ether gefillt und abzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in wenig Chloroform/Methanol
geldst und iiber eine 6-g-Kieselgelkurzsidule mit etwa 50 ml Chloroform/Methanol (5: 1) chromato-
graphiert. Das auf 2—3 ml eingeengte Eluat wurde dann auf préparative Kieselgelplatten (40 x
20 x 0.15cm) aufgetragen und mit der angegebenen Mischung entwickelt. Eine Trennung des
Isomerengemisches in die axialen und dquatorialen Verbindungen erfolgte auf Kieselgelschicht-
platten (20 x 20 x 0.1 cm).

Uridin-3',5'-cyclophosphat-methylester (4): 407.4 mg (1.0 mmol) 1 wurden wie oben beschrieben
mit einer ether. DiazomethanlSsung, hergestellt aus 5.0 g (48 mmol) N-Methyl-N-nitrosoharnstoff,
behandelt. Das Rohprodukt wurde auf 2 Platten (40 x 20 x 0.15 cm) mit Chloroform/Methanol
(5:1) chromatographiert. Das mit Aceton eluierte, chromatographisch noch nicht reine Produkt
wurde nochmals wie beschrieben chromatographiert. Aus Dioxan gefriergetrocknet verblieben
220.0 mg (69%) eines farblosen Pulvers. Eine Auftrennung in die beiden Stereoisomeren war
diinnschichtchromatographisch nicht erfolgreich.

Ci10H13N,04P (320.2) Ber. C37.50 H 409 N 8.75 P 9.69

Gef. C37.23 H4.39 N857 P9.72
Uridin-3',5'-cyclophosphat-ethylester (5): 407.4 mg (1.0 mmol) 1 wurden wie oben beschrieben
mit einer ether. Diazoethanlosung, hergestellt aus 5.8 g (50 mmol) N-Ethyl-N-nitrosoharnstoff,
bis pH 5 titriert. Das Rohprodukt wurde auf 2 Platten (40 x 20 x 0.15 cm) aufgetragen und mit
Chloroform/Methanol (8:1) entwickelt. Die Produktzonen, mit Aceton eluiert und aus Dioxan
gefriergetrocknet, ergaben 157.3 mg (47%) farbloses Pulver und eine Substanz (73.1 mg; 22%)
mit héherem Rg (auch Isomerengemisch): am N-3 ethylierten Triester. Eine priparative Trennung

der beiden Isomeren war in diesem Falle nicht erfolgreich.
C;1H;sN,O4P (334.2) Ber. C39.53 H4.52 N8.38 P9.27
Gef. C39.70 H 4.80 N 847 P9.50

Uridin-3',5'-cyclophosphat-benzylester (6): 407.4 mg (1.0 mmol) 1 wurden wie oben beschrieben
mit einer aus 2.5 g (11 mmol) N-Benzyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin ! ” hergestellten ether. Phenyl-
diazomethanldsung bis pH 6 versetzt. Das Rohprodukt wurde auf 2 Platten (40 x 20 x 0.15 cm)
mit Chloroform/Methanol (9:1) entwickelt und mit Aceton eluiert. Der Vorgang wurde mit
Chloroform/Methanol (10:1) wiederholt. Aus Dioxan gefriergetrocknet verblieben 199.2 mg
(50%) farbloses Pulver. Die Auftrennung in die beiden Isomeren erfolgte auf 2 Schichtplatten
(20 x 20 x 0.1 cm), die 4mal mit Chloroform/Methanol (10:1) entwickelt wurden. Elution der
beiden Hauptzonen mit Aceton ergab nach Gefriertrocknung aus Dioxan 106.0mg 6, und
40.4 mg 6, (zusammen 37%), farbloses Pulver.

C.6H;7N,05P (396.3) Ber. C 4849 H4.32 N7.07 P 783
Gef. C48.78 H4.28 N7.19 P 785

2'-0-Acetyluridin-3',5'-cyclophosphat-benzylester (7): 449.4 mg (1.0 mmol) 2 wurden wie oben
beschrieben mit einer aus 6.0 g (27 mmol) N-Benzyl-N’-nitro- N-nitrosoguanidin'” frisch herge-

' B. Eistert, M. Regitz, G. Heck und H. Schwall, in Methoden der Organischen Chemie (Houben-
Weyl-Miiller), 4. Aufl, Bd. X/4, S. 543, Thieme, Stuttgart 1968.

Chemische Berichte Jahrg. 110 137
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stellten Phenyldiazomethanl6sung bis pH § titriert. Zur Chromatographie wurde das Rohprodukt
auf 2 Platten (40 x 20 x 0.15 cm) aufgetragen, mit Chloroform/Methanol (10:1) entwickelt und
mit Aceton eluiert. Aus Dioxan gefriergetrocknet verblieben 245.6 mg (56%). Zum Auftrennen in
die beiden Isomeren wurde das Gemisch auf 2 Platten (40 x 20 x 0.1 cm) aufgetragen und mit
Chloroform/Methanol (10:1) 3mal entwickelt. Von den beiden Hauptzonen enthielt die obere,
eluiert mit Aceton und gefriergetrocknet aus Dioxan, 155.9 mg 7, und die untere 41.2 mg 7, (zu-
sammen 48%). Die untere Zone kristallisierte aus Methanol in farblosen Prismen vom Schmp.
178 °C(Zers.). Ein geeigneter Kristall fiir die Rontgenstrukturanalyse wurde aus wiBrigem Methanol
erhalten.
MS (70 eV): m/e = 438 (36%, 7,,6% 7,, M ™).
C1sH9N,OgP (438.3) Ber. C49.32 H4.37 N6.39 P 707
Gef. C49.27 H4.36 N 6.57 P 7.15

2'-0-Pivaloyluridin-3,5'-cyclophosphat-benzylester (8): 245.8 mg (0.5 mmol) 3 wurden wie oben
beschrieben mit einer aus 3.5 g (15.7 mmol) N-Benzyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin ! 7’ frisch herge-
stellten ether. Phenyldiazomethanlésung bis pH 5 versetzt. Das Rohprodukt wurde auf 2 Platten
(40 x 20 x 0.1 cm) aufgetragen und mit Chloroform/Methanol (10:1) entwickelt. Die beiden
Isomeren waren getrennt. Eluiert und gefriergetrocknet aus Dioxan verblieben 110.2 mg 8, und
33.1 mg 8, (zusammen 60 %) als farbloses Pulver. 8, kristallisierte aus Methanol zu farblosen Prismen
vom Schmp. 190°C (Zers.).
MS (70 eV): m/e = 480 (8% 8,, 18% 8., M ™).
C,1H;sN,O5P (4804) Ber. C52.50 H5.24 N 583 P 6.45
Gef. C52.26 H5.27 N 563 P6.40

Uridin-3',5'-cyclophosphat-4-nitrobenzylester (9): 4074 mg (1.0mmol) 1 wurden wie oben
beschrieben mit einer L&sung von 1.0 g (6 mmol) 4-Nitrophenyldiazomethan!® in Chloroform
bis pH 5 titriert. Das Rohprodukt wurde auf 2 Platten (40 x 20 x 0.15 cm) aufgetragen und mit
Chloroform/Methanol (8:1) 2 mal entwickelt. Das Isomerengemisch wurde gemeinsam mit Aceton
cluiert und aus Dioxan/Wasser gefriergetrocknet zu 287.2 mg (65%) eines schwach gelben Pulvers.

Die Auftrennung in die Isomeren erfolgte nur in einem kleinen Ansatz, da die Trennung sehr
diffizil ist. 10.0 mg wurden auf eine Platte (20 x 20 x 0.1 cm) aufgetragen und mit 1,2-Dichlor-
ethan/Ethanol (10:1) in die Isomeren 9, und 9, aufgetrennt.

C16H 6N30,0P (441.3) Ber. C43.55 H3.65 N9.52 P 7.03
Gef. C43.83 H3.83 N9.56 P7.24

Uridin-3',5"-cyclophosphat-4-methylbenzylester (10): 4074 mg (1.0 mmol) 1 wurden wic oben
beschrieben mit einer Pentanlosung von p-Tolyldiazomethan'®, frisch hergestellt aus 2.88 g
(10 mmol) p-Tolualdehyd-tosylhydrazon, bis pH 6 versetzt. Das Rohprodukt wurde auf 3 Platten
(40 x 20 x 0.15cm) aufgetragen und mit Chloroform/Methanol (9:1) entwickelt. Das Isomeren-
gemisch, mit Aceton eluiert und aus Dioxan gefriergetrocknet, ergab 262.2 mg (64%) farbloses
Pulver. Eine Auftrennung in die Isomeren-10, und 10, ist prinzipiell méglich, jedoch zersetzt sich
10, unter den chromatographischen Bedingungen.

C,7H,sN,O4P (410.3) Ber. C49.76 H 4.67 N 6.83 P 7.55
Gef. C49.76 H 498 N 6.41 P 7.15

2'-0-Acetyluridin-3' 5'-cyclophosphat-4-methylbenzylester (11): 224.7 mg (0.5 mmol) 2 wurden
wie oben beschrieben bei —20°C mit einer Pentanlésung von p-Tolyldiazomethan!'®, die aus

8 Siehe Lit.!”, S. 558. )
19 G. L. Closs und R. A. Moss, J. Am. Chem. Soc. 86, 4050 (1964).
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1.73 g (6 mmol) p-Tolualdehyd-tosylhydrazon frisch hergestellt wurde, bis pH 5 titriert. Das Roh-
produkt wurde auf 3 Platten (40 x 20 x 0.1 cm) aufgetragen und mit Chloroform/Methanol
(7:1) entwickelt. Eluiert mit Aceton und gefriergetrocknet aus Dioxan verblieben 59.1 mg (26%)
farbloses Pulver. Die chromatographische Trennung in die Isomeren ist prinzipiell méglich, jedoch
zersetzen sich die Komponenten zusehends beim Mehrfachentwickeln.

CyioH, N,OoP (452.2) Ber. P 685 Gef P6.70
[392/76]
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