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Durch Schmelzkondensation von Riburonsiure- (1) und Lyxuronsiure-Derivaten (14) mit silylier-
tem Purin (2a) bzw. silylierten Chlor- und Aminopurinen (2b—g) wurden — u. a. in Abhingig-
keit von der Struktur der Carboxylfunktion — verschiedene Anteile an N-7- und N-9-verkniipften
o- und B-konfigurierten Purinnucleosiden erhalten; die Verkniipfungsisomeren wurden durch
Mitteldruckchromatographie an leistungsfihigen Trennsiulen quantitativ aufgetrennt. Um die
bisherigen Kriterien fiir die Strukturzuordnung daran zu priifen, wurden von allen Derivaten un-
ter standardisierten Bedingungen UV-, "TH-NMR- und 3C-NMR-Spektren aufgenommen. Die

- Regiochemie am Purin war zwar nicht zuverlissig aus UV-Daten, jedoch eindeutig aus den 3C-
NMR-Daten des Aglycons zu ermitteln; die Konfiguration am anomeren Zentrum des Zuckers
andererseits lieB sich aus den Furanosid-13C-Verschiebungen der 2’ ,3' -O-isopropyliden-geschiitz-
ten Nucleoside sicher bestimmen.

Riburonic and Lyxuronic Purine Nucleoside Derivatives — Synthesis, Separation,
and Structural Elucidation of the Various Linkage Isomers?

By direct, molten state condensation of riburonic (1) and lyxuronic acid derivatives (14) with sily-
lated purine (2a), chloro- and amino-purines (2b — g), respectively, N-7 and N-9 purinyl nucleosi-
des with both a- and B-configuration were obtained in mixtures of varying composition, depen-
ding, inter alia, on the structure of the carboxyl function; the linkage isomers were separated
quantitatively by medium pressure chromatography on silica gel columns of high separation po-
tential. To test the known criteria for structural assignment on the wide range of glycosidic iso-
mers thus available, UV, !H-NMR and *C-NMR spectra were recorded under standardized con-
ditions for all derivatives. Assignment of purine regiochemistry from UV data proved not relia-
ble; it can be established, though, unequivocally from the 3C-NMR data of the aglycone. The
configuration at the anomeric center of the sugar moiety, on the other hand, is readily determined
from the furanoside 3C-shifts of the 2',3'-O-isopropylidenated nucleosides.

Die Carboxylfunktion in Nucleosid-5'-carbonsduren wurde als wichtiges Schutz-
gruppeniquivalent fiir den 5-Hydroxymethylrest von Nucleosiden erkannt®. Zuséitz-
lich zu einer Schutzfunktion bewirkt sie eine deutliche Reaktivitsitsabstufung der iibri-
gen reaktiven Zentren im Zuckermolekiil und erméglicht so die gezielte Synthese modi-
fizierter Nucleoside3~%. Auf diese Weise werden interessante Molekiile fiir biologische
Untersuchungen zuginglich®?. Einige N-Alkyl-purinnucleosid-5’-carbonsdureamide
sind dariiberhinaus physiologisch wirksam?®.
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Bislang wurden zur Synthese von Nucleosid-5'-carbonsduren insbesondere die Di-
rektoxidation 2',3'-O-geschiitzter Nucleoside® sowie in einigen Fillen auch aufbauende
Synthesen eingesetzt® 19, Da beide Methoden nach den bisherigen Erfahrungen jedoch
nicht generell anwendbar sind?!D, haben wir untersucht, inwieweit die Kondensation
aktivierter Riburonsiure-Derivate (1a— )12~ !4 mit (in der Folge strukturell leicht vari-
ierbaren) Purinen einen allgemeinen Weg zu Purinnucleosid-5'-carbonsduren erdffnet.
Bei O-Glycosidierungsreaktionen liefern die 2,3-O-isopropyliden-geschiitzten Riburon-
ester 1a,b, vermutlich aufgrund einer Nachbargruppenbeteiligung der Carboxyl-
gruppe'®, nahezu ausschlieBlich a-Glycoside. Als erstes war daher zu priifen, ob auch
die Bildung von Purin-N-Glycosiden isopropylidenierter Riburonsdure-Derivate!®) die-
ser hier unerwiinschten!® sterischen Direktion unterliegt.

Neben der Stereochemie des anomeren Zentrums am Zucker (1-a/f) besitzt die Kon-
densationsreaktion, bedingt durch die Ambidenz des Purins, einen weiteren Freiheits-
grad in der Regiochemie am Imidazolring (N-7/9). Fiir die N-glycosidische Bindung
sind somit vier Verkniipfungsisomere (90/p, 7a/B) zu erwarten (abgesehen von der —
allerdings wesentlich weniger wahrscheinlichen — Reaktion an N-1 bzw. N-3). Wir ha-
ben uns daher zum einen erstmals um eine méglichst vollstandige Analyse aller bei der
Kondensation der Uronsdure-Derivate gebildeten nucleosidischen Produkte bemiiht
und hierfiir die Mitteldruckchromatographie mit besonders leistungsfihigen Trennséu-
len'? eingesetzt. Neben Auftrennung und Isolierung ist fiir die Produktanalyse ande-
rerseits aber auch eine sichere Strukturzuordnung fiir jedes einzelne Derivat erforder-
lich. Wir haben deshalb zugleich erneut nach zuverlissigen 'H- und/oder 3C-NMR-
spektroskopischen Kriterien zur Festlegung der Anomerenkonfiguration wie der Regio-
chemie am Aglycon gesucht, die auch fiir den Fall der Bildung nur eines Nucleosid-
Isomeren eine rasche und eindeutige Konfigurationsbestimmung erméglichen. Uber er-
ste Ergebnisse haben wir bereits berichtet!8),

A. Synthese und Auftrennung der p-Riburonsiure- und
D-Lyxuronsiure-Derivate

Die bei kondensierenden Nucleosidsynthesen hiufig angewandte Schwermetallsalz-
Katalyse hat sich im Fall der Purinnucleosid-5'-carbonsduren nicht bewihrt?; auch
beim Arbeiten mit silylierten Basen und SnCl,-1%29 bzw. AgClO,-Katalyse?" erhielten
wir nur in Ausnahmefillen signifikante Ausbeuten an Purinnucleosiden?. Die besten
Ergebnisse lieferte konsistent die Schmelzkondensation?” der aktivierten Riburon-
sdure-Derivate 1a —f mit den silylierten Purinen 2a—g (s. Schema 1, Tab. 1).

Bei diesen Umsetzungen wird in der Regel ein Aquivalent Zucker (1) mit 1/3 Aquiva-
lent 2 vermischt und bei 115—120°C zusammengeschmolzen; nach jeweils 30 und
60min werden die beiden restlichen Aquivalent-Drittel 2 zur Schmelze hinzugegeben
(Methode A). Das bei der Kondensation freigesetzte Trimethylsilylchlorid wird im
schwachen Vakuum (30 — 45 Torr) stetig aus dem Gleichgewicht abgezogen, iiberschiis-
siges 2 nach beendeter Reaktion mit Methanol zersetzt, Das komplexe Reaktionsge-
misch wird zunichst iiber trocken gepackte Kieselgelsdulen vorgetrennt; die verschiede-
nen Nucleosidfraktionen werden dann durch Mitteldruckchromatographie an beson-
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ders trennfahigen Kieselgelsaulen!” (6000 — 10000 theoretische Boden) in die einzelnen
Komponenten aufgetrennt.

Schema 1
Y O 78
o._x? NT_~
+ Zajgf\/NL —_—
x! Me,sf N N7 2
R?0 OR! 8
la-f 2a-¢g
1| Rt R x! X% v 2l z2 28 g8
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g|Nm, c1 H
78 Y_ O
O N_ 72
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a: 9a } {A: Ta
Nucleosid-Verkniipfung
b: 98 B: 7B
R! R? Y z: 78  z®
3| -C(CHy),~ OCH, H H H
4| —~C(CH;3);— OCH;4 Cl H H
5| ~C(CHy)p~ OCH, H Cl H
6 | —C(CH,),~ OCH, cl ¢l Hu
7| ~C{CH,)y— OCH, cl ¢ cl
8 | —C(CH;),~ OCH, Cl NH, H
9| —C{CH,);~ OCH, NH, CI H
10 | ~C(CHy),— NH-CH; Cl Cl H
11| -C(CH,);— NH-C,Hs; Cl Cl H
12 | Bz Bz NH-C,H; Cl Cl H
13| Ac Ac OCH, H Cl H

Bei der Umsetzung von 1a,b konnten wir so neben den N-9/a- bzw. N-9/fB-ver-
kniipften 2',3'-O-1sopropylidenpurinnucleosid-5’-carbonsiure-methylestern (a bzw. b
in Tab. 1) auch entsprechende N-7-verkniipfte Derivate mit zum Teil guten Ausbeuten
in reiner Form isolieren (A bzw. B in Tab. 1). Der Anteil an 7-Purinylnucleosiden laf3t
sich noch steigern, wenn die Zuckerkomponente portionsweise zum Aglycon zugege-
ben wird (Methode B); bei der Umsetzung von 1b mit 2b nach dieser Methode erhielten
wir so einen Anteil von 40% 4A, B (Tab. 1, Nr. 3). Die Anomerenverteilung in den
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Produkten ist von der Anomeren-Konfiguration der eingesetzten Riburonsiure-
Derivate weitgehend unabhingig? (s. z. B. Umsetzung Nr. 6, Tab. 1). Ganz ungewohn-
lich verhalt sich Trimethylsilyl-6-chlorpurin (2¢): die Schmelzkondensation ergibt in
guter Ausbeute praktisch ausschlieflich das N-7/a-verkniipfte 5A; Umsetzung nach
der SnCl,-Methode2%2? (Tab. 1, Nr. 5) erbrachte ebenfalls nur 5 A, allerdings mit deut-
lich verminderter Ausbeute. Silyliertes 2,6,8-Trichlorpurin (2e) hingegen liefert mit 1b
lediglich die 9-Purinyl-Derivate 7a, b; aufgrund der geringeren Nucleophilie von 2e
fanden wir hierbei nicht unerwartet den héchsten Anteil an nicht N-9- bzw. N-7-ver-
kniipften Nucleosiden.

Auch bei der Schmelzkondensation der Riburonamide 1¢, d mit 2d werden praktisch
ausschlieBlich N-9-verkniipfte Nucleoside gebildet (10a, b bzw. 11a, b), und zwar wie
bei den Umsetzungen Nr. 1 —9 in Tab. 1 beide Anomeren in vergleichbaren Mengen.
Wir haben daher auch das 1 B-Chlorriburonamid-Derivat 1e, dessen 2-O-Acyl-Schutz-
gruppe iiber Nachbargruppenbeteiligung eine B-dirigierende Wirkung ausiiben sollte,
in einer Schmelzkondensation umgesetzt und in der Tat iiberwiegend das B-Anomere
12b isoliert (Tab. 1, Nr. 12). Gleiche 9 o/p-Verteilung wie bei 12a/b ergab auch die
Umsetzung des 2,3-O-acylgeschiitzten 13-Chlorzuckers 1f mit 2¢, doch lag in beiden
Fillen die Nucleosidausbeute aufgrund der hoheren Zersetzlichkeit der Acylzucker
jeweils deutlich unter dem Ergebnis fiir die Isopropylidenriburonsiure-Derivate (s.
Tab. 1). N-7-verkniipfte Derivate haben wir auch bei der Umsetzung von 1e, f nicht be-
obachtet.

Die Umsetzung des 2,3-O-Isopropylidenlyxuronsdure-Derivats 142 mit den silylier-
ten Purinen 2¢, d (Schmelzkondensation, Methode A) liefert wie beim Riburonsiure-
Analogen 1b N-9- und N-7-verkniipfte Produkte (15a, b, B und 16a, b, B). Uberra-
schend ist dabei der jeweils hohe Anteil an B-Nucleosiden (45 bzw. 30%), obgleich in
dieser Konfiguration siamtliche Substituenten auf derselben Seite des Furanoseringes
stehen?®,

H,C, CH, HyG CH,
;(O cl Lo
HaCOgC /O\ Cl N N Hacogc /O\ Cl1
K[ 7 + | —_— kl 7
N
MQ‘;Si% N/)\Z2 fgj\[
NN 72
14 2¢c, d
Verkntipfung ’ g 9B 7B
c1 z%=H |15a 15b 15B
16a 16b 16B

Ny cl
<1
AcOH,C _O_ OAc AcOH,C O N7y

+ 2¢ —>

AcO OAc AcO OAc
17 18b
Um die Ergebnisse der Reaktionen der aktivierten Riburonsdure-Derivate 1 in das

bekannte Spektrum der Riboseumsetzungen einordnen zu kénnen, haben wir — zum
Vergleich mit den Umsetzungen von 1e und 1f mit 2¢ bzw. 2d — als nichtoxidierten
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Zucker noch B-p-Tetraacetylribose (17) unter identischen Bedingungen in der Schmelze
mit 2¢ kondensiert®®. Dabei erhielten wir neben einer Spur des entsprechenden o-
Anomeren (Tab. 1, Nr. 16) nahezu ausschlieBllich 9 p-verkniipftes Nucleosid, 1’-Des-
oxy-1'-[6-chlor-9-purinyl]-2',3’,5’-O-triacetyl-B-D-ribose (18 b). Demnach hingt die Bil-
dung weiterer Verkniipfungsisomerer (a, A, B) bei den Umsetzungen der
Riburonsiure-Derivate urséichlich mit der Oxidationsstufe von C-5' zusammen und ist
keine Eigenart der von uns angewandten Kondensationstechnik. Die C= O-Funktion
der Riburonester 1a, b beeinflu3t aber nicht nur die Anomerenselektivitiit, sondern
steuert ebenso drastisch die Regiochemie beziiglich des Aglycons (s. Tab. 1); eine ent-
scheidende Rolle spielt dabei offensichtlich auch die Arf der Carboxylfunktion, da be-
reits die Riburonamide 1c¢, d praktisch keine N-7-Verkniipfung mehr eingehen (even-
tuell ein Problem der Konformation um die C-4'/C-5'-Bindung). Inwieweit die 2,3-O-
Isopropylidenschutzgruppe mit der Carboxylfunktion bei der Reaktionssteuerung ko-
operiert, wird derzeit in vergleichenden Umsetzungen untersucht.

B. Spektroskopische Daten und Struktursicherung

Bei allen neu dargestellten Purinnucleosiden wurde die Elementarzusammensetzung
fiir die einzelnen Verkniipfungsisomeren jeweils getrennt abgesichert (s. experimentel-
ler Teil, Tabb. 8 und 9). Allerdings liefen sich nicht in allen Fillen korrekte Elementar-
analysen erhalten, da die Nucleoside teilweise extrem hartnickig Loésungsmittel aus
der Chromatographie bzw. NMR-Solventien einschliefen, zum Teil auch mit stéchio-
metrischen Mengen Solvens kristallisieren. Fiir diese Verbindungen wurde die Sum-
menformel durch hochauflésende Massenspektrometrie gesichert.

Das so zugingliche, weit gefacherte Spektrum verkniipfungsisomerer Purinnucleosi-
de (bei 3, 4 und 6 jeweils alle vier Isomeren) bot erstmals eine hinreichend breite Basis,
um die bisherigen Kriterien fiir die Strukturzuordnung kritisch zu priifen und insbeson-
dere auch nach neuen Unterscheidungsméglichkeiten zu suchen. Die Differenzierung
zwischen N-9- und N-7-verkniipften Purinnucleosiden stiitzte sich bislang, soweit man
nicht auf aufbauende bzw. modifizierende Synthesen zuriickgriff?®, itberwiegend auf
die Lage des lingstwelligen UV-Maximums des Purin-n-Systems?”-2®, Diese Absorp-
tion bei 260 — 280 nm, die der a-Bande beim Benzol entspricht und ebenfalls mehr oder
weniger ausgepragte Schwingungsfeinstruktur aufweist, erscheint bei N-7- gegeniiber
N-9-Derivaten bathochrom verschoben?,

Dieser Befund findet sich zwar bei allen unseren Isomerensitzen bestéitigt, doch sind
die Unterschiede teilweise recht gering und etwa bei den reinen Purinderivaten 3 nur
wenig groBer als die Differenz zwischen 9 - und 9p-Nucleosid. (Die UV-Daten aller
Nucleosiduronsiure-Derivate sind ebenfalls in Tabb. 8 und 9 zusammengestellt.) Erst
bei entsprechend hohem Substitutionsgrad (trichlor: 7) bzw. bei entsprechend stark
elektromeren Substituenten (6- und 2-NH, in 8 bzw. 9) riicken die langwelligen Maxima
von N-7- und N-9-Nucleosiden um = 10 nm auseinander. Auch die hiufig nur als
Schulter erkennbare, zwischen lingstwelligem Maximum und Hauptbande
(205—-215 nm = p-Bande beim Benzol) liegende Absorption um 250 nm zeigt diese Ab-
stufung (7 > 9), mit allerdings meist noch geringeren Differenzen. Zusétzlich erscheint
bei allen N-7-verkniipften Nucleosiden (A, B) eine deutlich erkennbare, gegen das a-
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Maximum ca. 10 nm verschobene Schulter, die sich aber auch bei den Trichlorpurinyl-
Nucleosiden 7a, b (9 a, 9) sowie den N-9-Dichlorpurinyl-Derivaten 12a, b und 16a,b
findet und daher ebensowenig ein eindeutiges Kriterium darstellt. Insgesamt kommt
also den Elektronenspektren bei der Struktursicherung von Purinnucleosiden im besten
Falle eine stiitzende Funktion zu; eine sichere Strukturzuordnung insbesondere beim
Vorliegen nur eines Isomeren erlauben sie nicht.

Die *C-NMR-Spektroskopie dagegen erméglicht eine einfache und zugleich véllig
eindeutige Klassifizierung in N-7- und N-9-Purinylnucleoside; wie wir zeigen
konnten!®, unterscheiden sich die beiden Regioisomeren grundlegend im spektroskopi-
schen Muster der fiinf Purin-C-Resonanzen (Tabb. 2 —4). Unsere Zuordnung stiitzt sich
dabei nicht nur auf den Vergleich der *C-NMR-Spektren unserer Nucleoside mit denen
von authentischen N-7- bzw. N-9-substituierten Purinderivaten (N-Methylpurine?”,
2',3'-O-Isopropylidennebularin®); sie ist zusitzlich abgesichert durch Réntgenstruk-
turanalysen je eines 9 a-, 98- und 7 a-verkniipften Vertreters aus der Reihe der neu syn-
thetisierten 1’-Purinyl-riburonester (6a, 3b, 6A)*?), Die Zusammenstellung der ver-
schiedenen Purin-C-Verschiebungen in Tab. 2 (N-9-Verkniipfung) bzw. Tab. 3 (N-7)
sowie besonders die graphische Gegeniiberstellung der einzelnen Strichspektren'® ver-
deutlichen die klare Differenzierung. Der Einflu} von Cl-Substituenten auf die chemi-
schen Verschiebungen 4Bt sich hierbei praktisch vernachlassigen®3", der Effekt einer
NH,-Funktion in 2- bzw. 6-Position mit den bekannten Inkrementen gut erfassen?.
DalB beim Ubergang von N-9- zu N-7-substituierten Derivaten alle Purinresonanzen au-
Ber C-2 um bis zu 10 ppm hoch- oder tieffeldverschoben werden, spiegelt zum Teil ge-
wil} die starke Umorganisation des heterocyclischen n-Systems wider, die — abge-
schwicht — auch in der Verschiebung der UV-Maxima zum Ausdruck kommt; wir un-
tersuchen dies derzeit anhand der einzelnen ! -4/(33C, 'H)-Kopplungen im Detail.

Die Stereochemie der glycosidischen Bindung (o oder B) andererseits beeinflufit die
Lage der 1*C-Purin-Signale nur geringfiigig und keinesfalls systematisch (s. Tabb. 2, 3).
Dabei ist noch zu beriicksichtigen, dal diese Verschiebungen dufierst empfindlich auf
Konzentration und Temperatur ansprechen; fiir eine vergleichende !*C-NMR-
Untersuchung von Purinnucleosiden sind daher streng standardisierte Mefibedingun-
gen unerldBlich'®,

Die Anomerendifferenzierung gelingt bei den 2',3'-O-isopropylidenierten Riburon-
ester-Nucleosiden jedoch glatt iiber die 3C-chemischen Verschiebungen der glycosidi-
schen C-Atome, denn die spektroskopischen Muster der vier Furanosid-C-Resonanzen
(C-1' bis C-4'; s. Tabb. 2, 3) weisen fiir die einzelnen Verkniipfungsisomeren drastische
Unterschiede auf, und zwar nicht nur zwischen a- und p-Anomeren, sondern zusitzlich
auch noch zwischen den Regioisomeren mit jeweils gleicher Konfiguration an C-1'. Da-
bei sind nicht unerwartet die Divergenzen zwischen 9¢a- und 9B- bzw. 7a- und 78-
Isomeren wesentlich stdrker ausgeprigt als zwischen den beiden Regioisomeren mit
gleicher Stereochemie am anomeren C-Atom. Die Klassifizierung ist wiederum durch die
Kristallstrukturbestimmung je eines 9 a-, 9B- und 7 a-verkniipften Nucleosids (s. 0.),
die Zuordnung der vier Furanosid-Resonanzen im Einzelfall durch selektive '"H/"3C-
Entkopplung eindeutig abgesichert.

Die einzelnen Verschiebungsbereiche fiir die insgesamt 19 in der folgenden Zusammen-
stellung beriicksichtigten Derivate sind jeweils eng umschrieben. Die starkeren Abwei-
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Furanosid-C-Resonanzbereiche fiir die verschiedenen
1'-Desoxy-1'-[purinyl]-2',3'-O-isopropyliden-p-riburonsdure-methylester (3 - 9)

Verkniipfun

(Zahl dl.u\)/eurb%) 9B, b 9 (5, a Ta ()Y, A 78 (2), B
cr 91.85+0.15 85.18+0.30 88.070.15 93.75+0.20
c2 84.07+0.15 78.46%0.05 79.35+0.02 84.23+0.02
c-3 84.40+0.15 83.06 + 0.05 83.00+ 0.03 82.65+0.20
c-4 87.20+0.25 80.82+0.10 80.870.03 84.21+0.04

a Ohne 2,6,8-Trichlorpurinyl-Derivat (7a); b ohne 6-Amino-2-chlorpurinyl-Derivat (8 A).

chungen bei den o-verkniipften 2,6,8-Trichlor- bzw. 6-Amino-2-chlorpurinyl-
Nucleosiden 7a und 8A lassen sich iiber spezifische Aglycon/Furanosid-
Wechselwirkung erkliren; sie sind in keinem Fall gro3 genug, um die sichere Einord-
nung auch dieser beiden Verbindungen in das obige Klassifizierungsschema zu gefihr-
den.

Die Furanosid-Resonanzen der 2',3'-O-Isopropyliden-D-lyxuronester-Derivate (15,
16) zeigen beziiglich der Anomerenkonfiguration erwartungsgemif inverses Verhalten
(s. Tabb. 2, 3); dies wurde bereits beim Vergleich der Isopropyliden-'H-Verschiebun-
gen von Disacchariden der D-Ribo- und pD-Lyxofuranose beobachtet??. So entsprechen
sich zum Beispiel die Werte fiir die chemischen Verschiebungen von C-1' und C-2’ in
den 9a-Lyxo- und den 9-Ribo-Verbindungen jeweils ganz ausgezeichnet; gleiches gilt

Tab. 4. 3C-chemische Verschiebungen® (8pys[ppm]) der 9 a-, 9B- und 7 o-verkniipften

2,6-Dichlorpurinyl-Nucleoside von 2',3'-O-geschiitzten bD-Ribofuranuronamiden
(0.5 M in CDCl;, 30°C)b

1029 10b9 11a 11b 12a9 12b 11A9
C-2 153.30  153.38 153.18 153.28 153.56 153.07 ?
C-4 152.37  152.23 152.36 152.34*  152.94 152.84* ?
C-5 130.41  131.68 130.27 131.45*  130.42 133.94 120.81
C-6 151.89  152.80 151.66 152.47 151.98 152.37 142.99
C-8 145.47 145.10 145.49 145.45* 14477 145.49 149.26
C-1 84.97 92.18° 84.92° 91.77° 83.29° 87.38°  88.00
C-2 78.46 82.68 78.45° 83.01° 70.45° 73.40° 7945
C-¥ 82.76 83.29 82.82° 83.29° 73.49° 74.08° 8271 ¥
c-4 82.47 85.76° 82.39° 86.24° 82.48° 82.82°  82.61+%
C-5 168.04  168.73 167.39 168.08 166.81 167.34 167.31
(C=0)
N-CHj,4 26.25 25.98
N-CH,CH;, 34.51 34.12 34.66 34.66 34.58

14.26 14.49 14.73 14.83 14.79

>C(8 114.42 11517 114.35 114.90 - - 114.51
CHgnde 25.90 27.13 25.90 27.01 9 9 25.61
CHS§*® 24.29 25.20 24.34 25.19 9 9 24.27

2,b) S, Tab. 2a, FuBnotenab, — ©) Wegen zu geringer Substanzmengen in abweichender Konzen-
tration vermessen: 10a 0.10 M; 10b 0.16 M; 122 0.12 M; 11A 0.03 M. — 9 C=0O-Resonanzen der
2/,3'-0-Benzoylgruppen: 12a 165.12, 164.18; 12b 165.21, 164.90.
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fir die C-1',2'-Daten von 9f- und 7f-Lyxo- im Vergleich zu 9¢- und 7o-Ribofuran-
uronester-Nucleosiden. Damit ist die C-1’-Stereochemie in den Lyxuronsiure-
Derivaten 15 und 16 — zusitzlich zu den '"H-NMR-KTriterien (s. u.) — auch 3C-NMR-
spektroskopisch zweifelsfrei gesichert. Die mangelnde Ubereinstimmung im Rahmen
dieser inversen o/f-Korrelation fiir C-3’ und C-4' andererseits spiegelt direkt den ge-
geniiber den Riburonester-Derivaten verdnderten Torsionswinkel C¥' — C* — C¥ — O bei
den Lyxuronester-Nucleosiden wider, wie er sich auch aus der Analyse der 1H-NMR-
Spektren ergibt.

Tab. 5a. 'H-NMR-Daten® (6yms[ppm], J[Hz]) der 9 ¢- und 9p-verkniipften Purinyl-, 2-Chlor-
und 6-Chlorpurinyl-Nucleoside von 2',3’-O-geschiitztem D-Ribo- bzw. D-Lyxofuranuronsiure-
methylester sowie von 2',3',5'-O-Triacetyl-p-ribofuranosid (0.1 M in CDCl;, 30°C)D

B-Konfiguration 3b 4b 5b 13b 15b 18b

2-H 8.91° (Ch 8.68 8.82 8.75° 8.79

6-H 9.16° 8.98° (Ch (Ch (Ch (Cl

8-H 8.28° 8.26° 8.34 8.76 8.85° 8.33

1-H 6.31 6.27 6.30 6.52 6.35 6.24

2-H 5.59 5.47 5.54 5.82 4.95 5.96

3-H 5.68 5.68 5.60 5.76 5.23 5.65

4-H 4.88 4.87 4.88 479 4.63 4.44

5'-CO,CH, 3.37 3.58 3.45 3.88 3.89 9

CHgee 1.63 1.62 1.63 g 1.53 9

CH§ 1.44 1.45 1.43 0 1.32 9

A«SCHendo/exo 0.19 0.17 0.20 - 0.21 -

31('H, ¥H) 0.82 0.58 0.39 6.45 3.64 5.16

3ICH, YH) 1.65 1.82 1.72 2.23 4.76 4.34

a-Konfiguration 3a 4a — 13a 15a —

2-H 8.99 (Ch 8.79° 8.76°

6-H 9.16 8.99° (Ch (Ch

8-H 8.44 8.40° 8.33° 8.21°

1-H 6.76 6.68 6.50 6.28

2-H 4.93 4.94 5.73 5.51

3-H 5.12 5.1 5.64 5.60

4-H 4.85 4.86 5.06 5.14

5'-CO,CH, 3.86 3.86 3.87 3.85

CHgdo 1.58 1.56 9 1.56

CHexo 1.33 1.33 9 1.41
?Hendo/exo 0.25 0.23 - 0.15

3J'H, ?H) 3.72 3,77 2.68 0.47

3J(3H “H) 0.89 0.89 2.61 4.42

a) Die Zuordnung der Purin-H-Resonanzen ist, soweit angegeben (°), durch selektive 'H/!3C-Ent-
kopplung gesichert. Die komplexen Spinsysteme der Furanosyl-Protonen wurden durch iterative
Analyse berechnet (Nicolet-Programm ITRCL 1/2, NIC 17-30712). Die berechneten chem. Ver-
schiebungen und Kopplungskonstanten wurden jeweils auf 2 Dezimalen gerundet.— b Auf-
nahmedaten: Pulsbreite 5 psec (40 ° flip angle), 16k Interferogramme, spektrale Breite 892.8571 Hz,
digitale Auflosung + 0.001 ppm (1 Adresse). — Da insbesondere die Purin-H-Resonanzen sehr
empfindlich auf Temperatur und Konzentration ansprechen, sind absolute Genauigkeit bzw. Re-
produzierbarkeit der angegebenen 6-Werte mit Sicherheit etwas geringer. — 9 CH,;CO-
Resonanzen: 13b 2.12, 2.05; 13a 2.15, 2.12; 18b 2.17, 2.13, 2.09.
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Bei den Riburonamid-Nucleosiden (Tab. 4) fiigen sich die Furanosid-Resonanzen der
beiden 9a-verkniipften Derivate (104, 11a) sowie der 7a-Verbindung (11A) ausge-
zeichnet in die angegebenen Erwartungsbereiche fiir die Riburonester-Nucleoside ein.
C-3' erscheint geringfiigig (— 0.3 ppm) zu héherem, C-4', das beim Ubergang Ester —
Amid direkt betroffen wird (B-, y-Effekt), um 1.7 ppm zu tieferem Feld verschoben.
Bei den 9B-Verbindungen 10b und 11b dagegen liegt lediglich C-1’ im Bereich um
92 ppm, wihrend C-2' bis C-4' jeweils um etwa 1.5 ppm besser abgeschirmt erscheinen.
Dies zeigt eindeutig eine Konformationsinderung der B-Riburonamid-Nucleoside, die
sich auch in den relativ groen J-Kopplungskonstanten zwischen 1-H und 2'-H mani-
festiert.

In Tabb. 5a, b und 6 sind fiir alle von uns isolierten Isomeren der Nucleoside 3 - 16 die
"H-chemischen Verschiebungen sowie die beiden wichtigsten H,H-Kopplungskonstan-
ten, 3J('H, ¥H) und 3J('H, ¥H), zusammengestellt. Die Purin-H-Resonanzen spiegeln
lediglich besonders drastische sterische Wechselwirkungen und besitzen daher fiir die

Tab. 5b. 'H-NMR-Daten? (8rmslppm], J[Hz]) der 9 a- und 9B-verkniipften 2,6-Dichlor-,
2,6,8-Trichlor-, 6-Amino-2-chlor- und 2-Amino-6-chlorpurinyl-Nucleoside von 2’,3'-O-geschiitz-
tem D-Ribo- und D-Lyxofuranuronsiure-methylester bzw. N-Methyl- und N-Ethyl-D-ribofuran-

uronamid (0.1 M in CDCl, 30°C)b

B-Konfiguration 6b 16b 7b 8b 9b 10b 11b 12b
8-H 827 874 (CQ) 816  7.88  8.21 8.24  8.61
1"-H 625 623 636 621 610 612 617  6.48
2-H 543 490 556 532 524 531 613
3-H 5.61 516 570  5.79 532 540  6.05
4-H 488 457 486 486 485 476 472 494
5'-CO,CH, 362 380 35 3T 3.46 - - -
CHgnde 1.62 144 162 160 160 1.64  1.63 -
CH§*® 1.44 124 145 1.43 1.41 139 1.40 -
A cpgndorexs 0.8 020 047 017  0.19 025 023 -
31('H, ¥B) 0.89 3.70 0.2 3.50 2.93 7.12
3JCH, “H) 1.77 489 146 1.6 214 217 1.8
a-Konfiguration 6a 16a T7a 8a 9a 10a 11a 12a
8-H 8.39  8.45 (Cy 8.18 810 840 845  8.54
1-H 6.65 642 668  6.54 649  6.31 633  7.00
2-H 493 547  5.00 490 487 488 491  6.09
3-H 5.01 559 507 509 507 538 538  6.18
4-H 487 513 519 483 481 476 473 547
5-CO,CH, 3.86 385  3.87 384  3.85 - - -
CHgdo 1.54  1.55 1.45 1.54 1.56  1.54  1.54 -
CHjr 132 142 129 132 132 1.33 1.34 -
D8cygndoseno 022 043 016 022 024 0.1 0.20 -
3J('H, 7H) 3.82 0.2 4.52 3.2 3.88 3.82 635
31G'H, *H) 0.81 4.49 1.80 0.98 098 2.53

3,b) §, Tab. 5a, FuBnotena b,
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Strukturermittlung nur geringen diagnostischen Wert. Sie zeigen starke
Konzentrations- und Temperaturabhingigkeit der chemischen Verschiebung; die Zu-
ordnungen sind im Einzelfall durch selektive 'H/'*C-Entkopplung gesichert.

Die 'H-NMR-Daten der Furanosyl-Protonen, deren komplexes Spinsystem hiufig ei-
ne iterative numerische Analyse erfordert, werden im Detail, besonders hinsichtlich der
einzelnen H,H-Kopplungskonstanten, im Zusammenhang mit den Rontgenstruktur-
analysen erortert werden®. In allen Anomerenpaaren erscheint 1’-H im B-Nucleosid
ausnahmslos besser abgeschirmt; fiir die N-9-Purinylverbindungen lassen sich dabei re-
lativ enge, fiir Riburon- und Lyxuronsidure-Derivate erstaunlicherweise gleiche Erwar-
tungsbereiche angeben: 1’-H (9B, b) 6.25+0.05, 1-H (9 ¢, a) 6.60+0.10 ppm. Von den

Tab. 6. 'H-NMR-Daten? (31ms [ppm], J[Hz]) der 7 ¢- und 7 B-verkniipften Purinyl-, 2-Chlor-,

6-Chlor-, 2,6-Dichlor-, 6-Amino-2-chlor- und 2-Amino-6-chlorpurinyl-Nucleoside von 2’,3'-O-

isopropylideniertem D-Ribo- und p-Lyxofuranuronsiure-methylester bzw. N-Ethyl-pD-ribofuran-
uronamid (0.1 M in CDCl,, 30°C)b

B-Konfiguration 3B 4B - 15B 6B 16B - - -

2-H 9.18°  (Q) 890 (Ch) (C

6-H 9.11°  8.98° €Ch («y (©y

8-H 8.57° 8.59° 9.18  8.90 9.03

1-H 6.22  6.19 6.66 674  6.65

2-H 5.15 5.09 5.14

3-H 5.18 5.24 5.28

4-H 4.93 4.94 4.80 4.88  4.85

5'-CO,CH,4 3.68 371 3.90 378  3.89

CHgpdo 1.68 1.67 1.27 167  1.29

CH§® 1.43 1.43 1.2 142 1.21

A8 cpygndorexo 0.25 0.24 0.02 0.5 0.08

37(‘'H, ?H) 2.75 4.13 4.20

3JCH, “H) 1.94 4.73 4.71
o-Konfiguration 3A 4A SA — 6A — 8A 9A 11A
2-H 9.16 Cch 8.9 (o)} (Ch (NHp (C)
6-H 9.08 8.97° (CD (o)} (NHy) (C) ()
8-H 8.56  8.58°  8.63 8.63 8.62 838 8.57
1'-H 6.50  6.53 7.01 6.95 599  6.82  6.66
2'-H 4.99  5.04 5.00 4.99 530 495 497
3'-H 5141 5.13 5.07 5.06 524 505 531
4'-H 492 492 495 4,95 483 489 4.85
5'-CO,CH, 3.86  3.84 3.87 3.87 3.87  3.86 -
CHgrde 1.49  1.48 1.40 1.37 152 1.42 131
CH$*© 132 1.32 1.30 1.30 143 130 131
A8 pygndorexo 0.17 046  0.10 0.07 0.09 0.12  0.00
31("H, ?H) 3.8  3.78 4.09 4.01 2.57  4.28 412
3J¢'H, YH) 090 0.87 0.38 0.50 035 0.16  0.77

a,b) S, Tab. Sa, Fullnotena b,
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N-7-verkniipften Nucleosiden fiigen sich 3A/B und 4A/B (Purinyl bzw. 2-
Chlorpurinyl, s. Tab. 6) sehr gut in diese 1’-H-Verschiebungsspannen; in den iibrigen
N-7-Purinylderivaten wird das anomere H durch die Wechselwirkung mit dem 6-Chlor-
Substituenten um ca. 0.5 ppm tieffeldverschoben.

Die sehr kleinen 3J-Werte fiir die 1’-H,2’-H-Kopplung (<1 Hz) in den 2',3'-O-
Isopropylidenriburonester-N-9-Nucleosiden sichern deren B-Konfiguration, bzw. ana-
log die o-Struktur der Lyxuronester-Derivate 15a und 16a%). Bereits bei den
Riburonamid-Nucleosiden jedoch ermoglicht das Karplus-Kriterium keine sichere Zu-
ordnung mehr (s. Tab. 5b); hier wie bei den N-7-Purinylderivaten muf} fiir die Struk-
turbestimmung auf die *C-NMR-Spektren zuriickgegriffen werden. Auch das von Im-
bach an 2',3'-O-Isopropylidenfuranosiden gefundene Kriterium — A8 yendorexo
>0.15 ppm bedeutet B-Konfiguration — versagt bei unseren N-9-verkniipften Rib-
uronsiure-Derivaten, entsprechend der spiteren Beschrinkung auf nicht-5'-substituierte
Verbindungen?®?. In allen unseren 9o-Nucleosiden betrdgt Adcy, 0.23+0.02 ppm; die
Separierung der beiden Methylsignale liegt damit weit oberhalb des Imbachschen Li-
mits und ist zudem auch stets deutlich gréBer als in den entsprechenden 9f-Isomeren
(s. Tabb. 5a, b). Bei den N-7-verkniipften Nucleosiden liegt A8y, demgegeniiber in
den B-Isomeren bei 0.25 ppm, wihrend es in den 7a-Derivaten a priori 0.17 ppm be-
trigt (3A, 4A), beim Vorliegen eines Substituenten in 6-Stellung am Purin (5A, 6A,
8A) auf ca. 0.09 ppm absinkt und im Riburonamid 11 A schlieBlich ganz verschwindet.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie danken wir
fiir die Forderung dieser Arbeit. Besonderen Dank schulden wir Dr. W. Rozdzinski (Institut fir
Organische Chemie der Universitdt Stuttgart) fiir die Aufnahme vor allem der hochaufgeldsten
Massenspektren.

Experimenteller Teil

Gerate: 'H-NMR-Routinespektren: Varian T 60, Bruker WP 80 CW. — 'H- und *C-NMR-
Pulsfouriertransform-Spektren: Bruker HX 90 E mit 15''-Magnet (90.00 bzw. 22.63 MHz Nomi-
nalfrequenz), Nicolet BNC 12 (16k Datenmemory). — Massenspektren (nieder- und hochaufge-
l6st): Varian MAT 711 mit Datensystem SS 100. — UV-Spektren: Beckman ACTA M VI, 1-cm-
Quarzkiivetten. — Schmelzpunkte (unkorrigiert): Kupferblock.

Chromatographie: Analytische Diinnschichtchromatogramme: Kieselgel-Fertigfolien Poly-
gram Sil G/UV,q, (Macherey-Nagel & Co.), 40 X80 und 50 X 200 mm. — Alle zur chromatogra-
phischen Trennung benétigten Losungsmittel wurden destilliert. — Nafgepackte Sdulen: Innen-
durchmesser 25 — 30 mm, Fiillmenge je nach aufzugebender Substanzmenge 200 — 400 g Kieselgel
(Macherey-Nagel & Co., KorngroBe 0.05—2 mm, 70—235 mesh ASTM). - Trockengepackte
Sdulen (zum Betriecb bei leichtem N,-Uberdruck): Innendurchmesser 20 mm, Fiillhohe
100— 150 mm, MERCK Kieselgel 60 (Korngréfe 0.04 —0.063 mm, 230 — 400 mesh ASTM), Pra-
paration nach Lit.36), Die senkrecht eingespannte Sdule wird 30 mm hoch mit trockenem Kieselgel
beschickt und oben mit einem Gummistopfen verschlossen. Man legt Wasserstrahlvakuum an,
klopft die Oberfliche der Kieselgelschicht waagrecht und entfernt dann den Stopfen moglichst
ruckartig; dieses Kompressionsverfahren wird zweimal wiederholt. Alle Schritte werden mit je-
weils 30 mm Fillgut bis zur gewiinschten Fiillhohe fortgefiihrt. — Mitteldrucksdiulenchromato-
graphie: Hierfiir wurde die an unserem Institut entwickelte Apparatur eingesetzt!? (Kolbenpum-
pe Lewa FL 1 der Fa. Ott, Leonberg; CfG-Pulsationsdampfer; UV-Detektor Gilson Spektra-

Chemische Berichte Jahrgang 113 196
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chrom). Zur Trennung wurden verwendet: a) trockengepackte Sdulen!’® (Typ A) mit MERCK
Kieselgel 60 (KorngréBe 0.04 —0.063 mm, 230~ 400 mesh ASTM); b) nach Lit.17® préparierte
Sdulen mit MERCK Kieselgel Lichroprep Si 60 (Korngrofie 0.015—0.025 mm) vom Typ B
(Packung 80 g) und Typ C (Packung 330 g) (6000 — 10000 theoret. B6den).

Die aktivierten Zuckerkomponenten wurden nach Literaturvorschriften hergestellt (1a—¢, 9,
1e37, 1423); 1d wurde analog Lit.9 erhalten. 1,2,3,5-O-Tetraacetyl-B-b-ribofuranose (17) (Al-
drich 15902-6) wurde ohne weitere Reinigung direkt zur Kondensation eingesetzt.

Trimethylsilylpurine 2a—g: Alle eingesetzten Purine (Handelsprodukte bzw. nach Literatur-
vorschriften dargestellt) wurden mit Hexamethyldisilazan (Aldrich H-1000-2) in Gegenwart von
50100 mg (NH,),SO, als Katalysator silyliert, Reaktionszeit 18 — 22 h (bei 2 g ist die Silylierung
bereits nach 4 h beendet). Zur Aufarbeitung wurde unter FeuchtigkeitsausschluB} eingedampft;
die erhaltenen Produkte wurden jeweils direkt zur Kondensation eingesetzt.

Allgemeine Vorschrift fiir die Schmelzkondensationsreaktionen. Methode A (portionsweise
Zugabe des Silylpurins): 1 mmol Zuckerkomponente (1a — f, 14, 17) wird mit 1/3 Aquivalent sily-
liertem Purin (2a—g) vermischt und bei 115—120°C verschmolzen. Die Schmelze wird nach 20
und 60 min mit je einem weiteren Aquivalent-Drittel 2 versetzt und noch 3 h bei 125 °C gehalten.
Wihrend der gesamten Schmelzreaktion wird ein Vakuum von 35 —45 Torr angelegt. Die erkalte-
te Schmelze wird in 20 ml Methanol aufgenommen, zur Trockne eingeengt und erneut in 50 ml
Chloroform aufgenommen. Diese Losung wird mit 15 ml Wasser, zweimal mit je 10 ml gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Loésung und anschlieBend nochmals mit 10 ml Wasser gewaschen; die
wiBrigen Waschphasen werden mit 50 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroform-
phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das 6lige Rohprodukt wird wie in
Tab. 7 beschrieben chromatographisch aufgearbeitet und durch Mitteldrucksdulenchromatogra-
phie (Tab. 7, letzte Spalte) in die einzelnen nucleosidischen Produkte aufgetrennt. Bei der Berech-
nung der Nucleosid-Gesamtausbeute (Tab. 1) wurden ausschlieBlich die chromatographisch rei-
nen Verkniipfungsisomeren (a, b, A, B) sowie die Dipurinylnucleoside (s. Tabb. 8 und 9) beriick-
sichtigt; sie ist auf nicht zuriickgewonnenen Zucker bezogen. Die physikalischen und analytischen
Daten der erhaltenen Nucleoside 3 — 9 und 13 sind in Tab. 8, die von 10 — 12, 15 und 16 sowie 18b
in Tab. 9 zusammengestellt (fiir 'H- und '¥*C-NMR-Daten s. Tabb. 2—6).

Methode B (portionsweise Zugabe des Zuckers): Zu 1 mmol 2b werden im Abstand von je
30 min 3 Portionen von je 0.33 mmol 1b zugegeben und wie unter Methode A beschrieben umge-
setzt und aufgearbeitet (s. Umsetzung Nr. 3, Tabb. 1 und 7).

1'-Desoxy-1'-{6-chlor-7-purinyl]-2',3'-O-isopropyliden-a-p-ribofuranuronsiure-methylester
(5A) nach der SnCly-Methode?0: 473 mg (2 mmol) 1b und 500 mg (2.2 mmol) 2 ¢ in jeweils 20 ml
absol. 1,2-Dichlorethan wurden bei Raumtemp. zusammengegeben und unter Rithren mit 0.7 ml
(6 mmol) SnCl; versetzt, Nach 2d bei Raumtemp. wurden 50 ml geséttigte Natrium-
hydrogencarbonat-Losung zugegeben, das Reaktionsgemisch nach 10 min viermal mit je 50 ml
Chloroform extrahiert, die vereinigten Chloroformextrakte mit Natriumsulfat getrocknet, ein-
geengt und das Rohprodukt wie in Tab. 7 beschrieben aufgearbeitet. Ausb. 180 mg (25%) SA,
Schmp. 135°C (aus CH,CL,/PE), s. Tab. 8.
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