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Synthesis of the Cycloamides of zylu-3’-Amino-3’deoxyadenosine-S-phosphoric Acid and -5’-thiono- 
phosphoric Acid, two New CAMP Analogues 
xy/o-3‘-Amino-3‘-deoxyadenosine (1) reacts with phosphoryl chloride or with thiophosphoryl 
chloride to yield the adenosine-3,5’-cyclophosphates 3a or 3b, respectively, in high yields. 

In der letzten Zeit sind eine Reihe von Arbeiten iiber Cycloamido-Derivate des Adenosin-3‘,5’- 
cyclophosphats erschienen wobei sich erwartungsgemal3 die P - N-Bindung der P= S- 
Derivate als hydrolysestabiler erwies als die der P =O-Derivate’’. Wir berichten iiber die Synthese 
von Derivaten des xy/o-3’-Amino-3’-desoxyadenosin-3’,5‘-cyclophosphats 3. Man sollte aufgrund 
der geringeren Ringspannung im Cyclophosphatring eine gro5ere Stabilitat der P - N-Bindung 
erwarten als bei den ribo-3’-Amino-3’-desoxyadenosin-Derivaten. Die Synthese der Cyclophosphat- 
Analogen 3 gelang in einem Eintopfverfahren mit hoher Ausbeute. 

Das Cycloamid 3a des xylo-3’-Amino-3’-desoxyadenosin-5’-monophosphats wurde aus xy/o- 
3’-Amino-3‘-desoxyadenosin nach der Phosphorylierungsmethode von Yoshikawa” in 
Phosphorslure-triethylester mit Phosphoroxychlorid hergestellt. 

Wie kurzlich beobachtet ”), erfolgt bei 3‘-Aminonucleosiden die Phosphorylierung nicht an der 
5’-Hydroxylgruppe, sondern unter Ausbildung einer Phosphoramid-Bindung an der 3‘-Amino- 
gruppe unter Bildung von 2a8). 2a wurde ohne Isolierung durch alkalische Hydrolyse bei pH 9.5 
zum Cyclophosphat-Analogen 3s umgesetzt. Erleichtert wird der RingschluB durch die giinstige 
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sterische Anordnung der Dichlorophosphoramid-Gruppierung und der 5'-Hydroxylgruppe im 
nicht isolierten Zwischenprodukt 2. Die Reinigung der Cyclisierungsprodukte 3 erfolgt durch 
lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sephadex. 

Das Cycloamid 3 b des xylo-3'-Amino-3'-desoxyadenosin-5'-thionophosphats wurde durch Thio- 
phosphorylierung von 1 in Pyridin mit Thiophosphorylchlorid und anschlieBende alkalische Hydro- 
lyse bei pH 9.5 in nahezu quantitativer Ausbeute erhalten. 

Die Konstitution von 3a und b wurde durch die 'H- und "P-Kernresonanz-Spektren sowie 
durch saure Hydrolyse zu 4 a  bzw. b bewiesen. Der Wert der 31P-Kernresonanz von 3 a  (6 = 

- 3.47) ist ahnlich dem Wert des Cycloamids der 3'-Amino-3'-desoxyadenosin-5'-phosphorsaure 
(6 = -5.8)4). Die Synthese von 3b verlaiuft nicht stereoselektiv. Die Diastereomeren liegen etwa 
im Verhaltnis 1 : 5 vor. Die gefundenen Werte fur die " P-Kernresonanz (6 = - 52.8 und - 54.4, 
gemessen in D,O) liegen in der GroBenordnung der Werte, die von uns fur das Cycloamid der 
3'-Amino-3'-desoxyadenosin-5'-thionophosphorsaure ( -  57.5; - 59.0)') sowie von Eckstein" 
fur das Adenosin-3',5'-O,O-cyclophosphorothioat (- 53.22; - 54.27) und von Jastorfl lo) fur 
das Cycloamid der 5'-Amino-5'-desoxyadenosin-3'-thionophosphorsaure ( - 59.0; - 60.6) gefunden 
wurden. 

Ein RingschluB zur 2'-Hydroxylgruppe kann aufgrund dieser Werte ausgeschlossen werden, da 
fur entsprechende 2',3'-Cyclothionophosphate Verschiebungen von z. B. 6 = - 76.6 bzw. - 79.6 *) 
oder - 76.1 bzw. - 74.8 

Verbindung 3 a erwies sich bei der sauren Hydrolyse als wesentlich stabiler als das entsprechende 
Cycloamid des 3'-Amino-3'-desoxyadenosins4~. Nach 48 Stunden bei 37 "C trat bei pH 7 keine 
P-N-Spaltung ein. Bei pH 5 waren nach 5 h etwa 20% zu 4 8  gespalten. 3b war bei pH 5 und 7 
bei 37°C iiber 24 h vollig stabil. Bei pH 2 und 3 wurde neben der Spaltung der P-N-Bindung zu 
4b auch eine Entschwefelung zu 4a beobachtet. 

Uber die biologische Aktivitat der neuen CAMP-Analogen wird an anderer Stelle berichtet. 

gefunden wurden. 
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Experimenteller ’lei1 

Diinnschichtchrornatographie (DC): DC-Cellulose-Platten (Merck) I, DC-Kieselgel-Platten 
(Riedel) 11 und DC-Aluminium-Oxid-Platten (Merck) 111. Laufmittel: Isopropylalkohol/Ammoniak 
(kod.)/Wasser (7: 1 :2) (A), Ethanol/l M NH4Ac (7:3) (B), n-F’ropanol/Ammoniak (konz.)/Wasser 
(8:0.5: 1.5) (C). - Elektrophorese: Papier Schleicher & Schiill 2043 b Mgl, Laufmittel 0.05 M Tri- 
ethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer. 3000 V, 4 10 mA. 

Cycloamid 3 a  der xylo-3 ’ -Amino-3 ’ -desoxy~~~osin-S‘ -phosphors~ure;  91 mg 1 6, (0.32 mmol) 
in 5 ml frisch destilliertem Phosphorsaure-triethylester wurden bei 0°C rnit 155 p1 (1.7 mmol) 
Phosphoroxychlorid versetzt. Die Umsetzung war nach 3 h vollstlndig. Nach anschlieaender 
Hydrolyse in 100 ml Eiswasser bei pH 9.5 (pH-Stat rnit 0.2 N NaOH, Radiometer, Kopenhagen) 
fur 1 h bei 0°C lieB man auflaumtemp. erwarmen und schiittelte 5 ma1 mit je 100 ml Ether aus. Die 
wBDrige Losung wurde auf 200 ml verdiinnt und iiber eine DEAE-Sephadex-A-25-Saule (HCO; - 
Form) mit einem Gradienten aus 1 1 Wasser/l 1 0.25 M Triethylammoniumhydrogencarbonat 
chromatographiert. Das triethylammoniumchlorid-haltige cyclische Nucleotid wurde zur Ent- 
salzung auf einer praparativen Diinnschichtplatte (Kieselgel) rnit Methanol chromatographiert. 
Nach Abkratzen und Elution der nucleotidhaltigen Zone rnit Methanol erhielt man etwa 1 !O mg 
(80%) 3 a als amorphes, farbloses, chromatographisch einheitliches Triethylammoniumsalz. 
DC: RF = 0.26 IA; 0.22 IB; 0.52 IIA; 0.35 IIIC. Elektrophorese: 0.95 (CAMP = 1). 

NMR (D20): 6 = 3.83 ( z t ,  1, 3‘-H), 4.2-4.6 (m, 4, 2’-, 4‘-, 5’-H), 5.8 (d, J o 2Hz, 1‘-H), 7.9 
(s, 1, 2-H), 8.24 (s, 1, 8-H). - 31P-NMR (D2O): 6 = -3.47. 

CycZoamid3 bdcrxylo-3’-Amino-3’-desoxy~enosin-S’-thionophosphors~ur~ : 100 mgl 6)(0.38mmol) 
in 100 rnl wasserfreiem Pyridin wurden bei 0 “C tropfenweise rnit einer Losung von 43 pl(0.42 mmol) 
Thiophosphorylchlorid in 5 ml Pyridin versetzt. Man lieD noch einige Stunden bei Raumtemp. 
riihren und gab dann den Ansatz tropfenweise in 100 ml Eiswasser. Mit einem pH-Stat wurde der 
pH-Wert durch Zugabe von 0.2 N NaOH auf 9.5 gehalten. Nach der Hydrolyse wurde i. Vak. 
eingeengt, rnit 200 ml Wasser aufgenommen und an einer DEAE-Sephadex-A25-Saule (HCO; - 
Form) rnit einem Gradienten aus 1 I Wasser/l 1 0.25 M Triethylammoniumhydrogencarbonat- 
Puffer chromatographiert. Ausb. 140 mg (83%) 3 b  als amorphes, farbloses, chromatographisch 
einhcitliches Triethylammoniumsalz. DC: RF = 0.36 IA; 0.27 IB; 0.58 IIA;  0.48 IIIC. Elektro- 
phorese: 0.6 (CAMP = 1). Test auf Schwefel”: positiv. 

NMR (D,O): 6 = 3.74 (m, 1, 3’-H), 4.2-4.6 (m, 4, 2’-, 4-; 5‘-H), 5.88 (d, J = 2 Hz, 1’-H), 7.97 
(s, 1,2-H), 8.37(s, 1,8-H). - 31P-NMR(D,0): 6 = -52.8 und -54.4. 

Hydrolyse-Versuche: Urnwandlung uon 3a bzw. 3 b  in 4 a  bzw. 4b: Je 1 mg 3a  und 3 b  wurden in 
einem Eppendorf-Rohrchen in je 100 pl Pufferlosung (pH 3,4,5,7) gelost und auf 37 ”C erwarmt. 
Stiindlich wurden je 2 p1 der Probe auf analytischen Kieselgelplatten chromatographiert (Elutions- 
mittel Methanol). Im Unterschied zu den cyclischen Verbindungen 3s und 3 b  bleiben 4 a  und 4 b  
am Start sitzen. Die Verbindungen 4a und 4 b  wurden durch Elektrophorese und Diinnschicht- 
chromatographie charakterisiert : 

4 a :  DC: RF = 0.07 (A); 0.06 (B). Elektrophorese: 1.45 (c-AMP = 1). 
4b:  DC: RF = 0.08 (A); 0.07 (B). Elektrophorese: 1.5 (c-AMP = 1); Test a d  Schwefel’): positiv. 
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