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Aminonucleoside, XV

Uber die Synthese von 3'-Amino-3'-desoxyguanosin,
3'-Amino-3'-desoxyguanosin-5'-monophosphat und seinem
3',5'-Cyclophosphat

Michael Morr

Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH,
Mascheroder Weg 1, D-3300 Braunschweig

Eingegangen am 28. September 1981

3’-Amino-3'-desoxyadenosin (1) wird nach Trifluoracetylierung sowie Acetylierung und Acetolyse
zu 1.2,5-Tri-O-acetyl-3-trifluoracetamido-p-bD-ribofuranose (4b) gespalten, 4b rcagiert mit N
Acetylguanin in Acetonitril bei Gegenwart von Hexamethyldisilazan, Trimethylchlorsilan und
Kalium-perfluorbutansulfonat in ca. 60proz. Ausbeute zu 3’-Amino-3'-desoxyguanosin (6) aus
ca. 25% a- und 75% B-Anomerem. — Nach Einfiithrung der rert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe
in 6b, anschlieBender Phosphorylierung nach Yoshikawa, Hydrolyse und Abspaltung der 3'-N-
Boc-Schutzgruppe erhiilt man in guten Ausbeuten das 3'- Amino-3'-desoxyguanosin-5'-monophos-
phat (8). Cyclisierung von 8 mit wasserlgslichem Carbodiimid (EDC) bei pH 7.7 und 40°C fiihrt
zu 90% des Cyclophosphats 9. Die Strukturen der neu synthetisierten Verbindungen werden
durch 'H-, 13C- und 3'P-NMR-Spektren abgesichert.

Aminonucleosides, X1, — Synthesis of 3'~Amino-3'-deoxyguanosine, 3'-Amino-3'-deoxyguano-
sine 5'-Monophosphate, and its 3',5'-Cyclophosphate

Trifluoroacetylation and acetylation of 3’-amino-3'-deoxyadenosine (1) followed by acetolysis
gives 1,2,5-tri-O-acetyl-3-trifluoroacetamido-B-p-ribofuranose (4b) which reacts with N 2. acetyl-
guanine in acetonitrile in the presence of hexamethyldisilazane, trimethylchlorosilane, and potas-
sium perfluorobutanesulfonate to give 3-amino-3’-deoxyguanaosine (6) in an overall yield of 60%.
Compound 6 contains 25% o-anomer and 75% B-anomer. — By introduction of the ters-butyl-
oxycarbonyl protective group into 6b followed by phosphorylation according to Yoshikawa
and hydrolysis in order to remove the 3'-N-Boc protective group 3'-amino-3'-deoxyguanosine
5'-monophosphate (8) could be obtained in good yield. Cyclization of 8 with water-soluble carbodi-
imide (EDC) at pH 7.7 and 40°C gives the cyclophosphate 9 in 90% yield. The structures of the
new compounds are derived mainly from their 'H-, 3C-, and >'P-NMR spectra.

Nucleotide des Guanins sind wichtige Substrate oder Aktivatoren fiir zahlreiche
Reaktionen des zelluldiren Metabolismus, wie z. B. fiir DNA-, RNA- oder Proteinbio-
synthese?.

Das kitrztich in der Natur aufgefundene 2’-Aminoguanosin®, Arabinoguanosin® so-
wie «- und B-2’-Desoxythioguanosin® sind Guanosinderivate mit Antitumor- und/oder
antiviralen Eigenschaften, Menge! et al. haben Nucleosidtransformationen am Ribo-
furanose-Teil des Guanosins durchgefithrt und vermeiden somit die bei den tblichen

€ Verlag Chemie GmbH, D-6940 Weinheim, 1982
0170—2041/82/0404 — 0666 $ 02.50/0



Aminonucleoside, X 667

Syntheseverfahren der Zucker-Base-Verkniipfung zum Teil schwierige Auftrennung
der entstandenen positionsisomeren a,B-Gemische®. Uber 5'-Amino-5'desoxyguanosin
und seine 5'-N-substituierten Derivate berichteten Schattka et al.”.

Kissman et al. beschrieben 1962 die Synthese des 3’-Amino-3'-desoxyguanosins®.
Durch Kondensation von Chloromercuri-2,6-diacetamidopurin mit geschiitzter
1-Chlor-3-aminoribofuranose erhielten sie in etwa 60proz. Ausbeute das geschiitzie
Nucleosid, das nach Abspaltung der Schutzgruppen in 44proz. Ausbeute das 2-Amino-
6-hydroxy-9-(3-amino-3-desoxy-B-p-riborufanosyl)purin (6b) lieferte. Das a-Isomere
wurde bei dieser Synthese nicht beobachtet.

Wir verwendeten fiir unsere Synthese als Zucker nicht wie iiblich Ribosederivate, die
sich von der D-Xylose ableiten und welche u.a. von Lichtenthaler et al.”, Azhayev
et al. %) und Verkade et al.'? fiir die Synthese von Derivaten des 3'-Amino-3'-desoxy-
adenosins (1) angewendet wurden, sondern 1, das in grofieren Mengen durch Fermenta-
tion von Helminthosporium sp. 215 und einfache Aufarbeitung zugénglich ist!3.

1 dient zur einfachen Synthese des geschiitzten Zuckerderivates von 4. Durch Tri-
fluoracetylierung von 1 mit Trifluoracetanhydrid erhélt man 2 in quantitativer Aus-
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668 M. Morr

Nach der iiblichen Acetlyierung von 2 mit Acetanhydrid in Pyridin wurde das entste-
hende peracetylierte Derivat 3 einer Acetolyse'? in Acetanhydrid/Essigsiure unterwor-
fen. Neben 6-Acetyladenin erhilt man die beiden o- und B-Isomeren (1,2,5-Tri-O-
acetyl-3-trifluoracetamido-a-(-B-)p-ribofuranose) von 4 etwa in einem Verhiltnis von
1:9 (laut *C-NMR-Spektrum, ca. 90% Ausbeute). Eine Trennung der beiden Isome-
ren ist auf Kieselgel mit Chloroform méoglich, wobei das o-Anomere 4a vor dem
B-Anomeren 4b eluiert wird. 4b ist Ausgangsmaterial fiir die eigentliche Synthese von 6
nach Vorbriiggen'®, In einem Eintopfverfahren werden 4b und N2-Acetylguanin in
trockenem Acetonitril mit Hexamethyldisilazan (HMDS) und Trimethylchlorsilan
(TCS) bei Gegenwart von Kalium-perfluorbutansulfonat'® mehrere Stunden unter
RiickfluB gekocht!?. Nach der Aufarbeitung erhielt man 5a und b in etwa 70proz.
Ausbeute, allerdings die «- und B-Isomeren in einem Verhiltnis von 1:2.5, deren Tren-
nung man durch Siulenchromatographie auf Kieselgel und Elution mit Dichlor-
methan/Methanol (95: 5) erreichte. Dabei wird das a-Anomere vor dem B-Anomeren
eluiert. Wihrend der Sdulenchromatographie wurde z.T. eine Abspaltung der 2'-O-
Acetylgruppe beobachtet, so daB3 das obige Laufmittel in einem Verhiltnis von 8:2
bzw. 6:2 angewendet wurde.

Nach Abspaltung der Schutzgruppen mit wiliriger konzentrierter Ammoniaklosung
(24 h, Raumtemperatur) erhielt man die reinen 9-verkniipften o- und B-Anomeren
von 6.

Ein ahnlicher Syntheseweg wurde von Hobbs et al.18) fiir die Synthese von 2'-Amino-2'-desoxy-
guanosin beschrieben. Durch Spaltung von 2'-Azido-2'-desoxyuridin wurde zunéchst 2-Azido-2-
desoxyribose isoliert, die nach Uberfithrung in 1,3,5-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxyribose mit den
substituierten Purinbasen Adenin und Guanin umgesetzt wurde. Sowohl beim Adenin als auch
beim Guanin erhielten sie die a- und 3-Anomeren. Beim Guanin wurden neben den 9-verkniipften
Anomeren auch die 7-verkniipften Anomeren gewonnen. Bei der Kondensation in 1,2-Dichlor-
ethan und Zinn(IV)-chlorid war das Anomerenverhiltnis N-9o: N-9B: N-7a: N-78 = 7:51:
12:30.

Cyctisches Guanosin-3’,5'-monophosphat (¢cGMP), ein Strukturanaloges zum Adenosin-3’,5'-
monophosphat (c(AMP), kommt in vielen Geweben in dhnlichen Konzentrationen vor wie cAMP.
¢GMP wird von einer fiir Guanosintriphosphat hoch spezifischen Guanylat-Cyclase synthetisiert.
Das ¢cGMP-Guanylat-Cyclasesystem hat biologische Bedeutung bei der Vermittlung der Wirkung
bestimmter Hormone und neurchumoraler Ubertragerstoffe wie Acetylcholin, Prostaglandine
und Histamin'?,

Der groflen Zahl von synthetisierten cAMP-Derivaten steht nur eine relativ kleine Zahl von
synthetisierten cGMP-Derivaten gegeniiber. In der Hauptsache wurden die cyclischen Nucleotide
an der Base modifiziert20, So beschreiben Miller et al.2D eine Reihe von 8-substituierten cGMP-
Derivaten, die gegeniiber der cGMP-abhingigen Proteinkinase und Phosphodiesterase untersucht
wurden.

In dieser Arbeit wird ein cGMP-Analoges beschrieben, in dem der 3'-Sauerstoff im
Cyclophosphatring durch eine NH-Gruppe ersetzt wurde. Dieses Derivat 9 lie} sich un-
ter den gleichen Bedingungen wie das von uns beschriebene 3'-NH-cAMP herstellen??,

Nach Einfithrung der fert-Butyloxycarbonyl-(Boc-)Schutzgruppe durch Reaktion
von 6b mit Azidoameisensdure-fert-butylester in DMF in Gegenwart von Triethylamin
erhielt man in quantitativer Ausbeute 7, das nach Entfernen aller fliichtigen Substan-
zen geniigend rein fiir die Phosphorylierung nach Yoshikawa®® war. Nach Lésen von 7
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Aminonucleoside, X 669

in Phosphorsdure-triethylester (PTE) wurde selektiv die 5'-OH-Gruppe mit Phosphor-
oxychlorid in guter Ausbeute phosphoryliert. Nach der Hydrolyse bei pH 7 wurde die
Losung lyophilisiert und anschlieflend die Boc-Schutzgruppe durch Sminiitiges Einwir-
ken von wasserfreier Trifluoressigsiure (TFA) entfernt. Nach dem Abdestillieren der
Siure und Neutralisieren der wafirigen Lésung wurde an einer DEAE-Sephadex-Saule
(HCOP-Form) chromatographiert und 8 als Triethylammoniumsalz erhalten.
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Das Na-Salz von 8 ist wie Guanosin-5’-monophosphat (GMP) eine wohlschmecken-
de Verbindung. Unterhalb von pH 5 bildet 8 ein anisotropes Siaure-Gel, so wie es bei
GMP beobachtet wurde?. Die anschlieBende Cyclisierung von 8 zu 9 erfolgte mit ei-
nem UberschuB an wasserloslichem Carbodiimid [1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid-hydrochlorid, EDC] in wiBriger Lésung bei pH 7.7 und 40°C. Die Aus-
beuten fiir die Cyclisierung lagen bei iiber 80%. Aus Abb. 1 ist der Reaktionsverlauf
fir die Cyclisierung von 8 — 9 zu entnehmen.
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Abb. 1. Zeitlicher Ablauf der Produktbildung bei der Cyclisierung von 8 mit wasserléslichem
Carbodiimid (EDC) bei pH 7.7 und 40°C zum Cyclophosphat 9
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670 M. Morr

Die Aufarbeitung erfolgte wiederum durch Chromatographie an DEAE-Sephadex.
Verbindung 9 ist tiber viele Stunden bei pH 7 stabil. Nach 5 h bei pH 6 waren etwa 20%
von 9 zu 8 gespalten. Die Struktur der neuen Guanosinderivate wurde eindeutig belegt
durch 'H-, 'P- und *C-Spektren. Im Gegensatz zum 3',5'-cGMP ist das 400-MHz-'H-
Spektrum von 9 gut aufgelost, so da alle Riboseprotonen eindeutig zugeordnet werden
konnten.
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Abb, 2. 400-MHz-'H-NMR-Spektrum von 9 in D,0

In Zusammenarbeit mit anderen Arbeitsgruppen werden die biochemischen Eigen-
schaften des 3'-NH-cGMP untersucht?>.

Frau Priv.-Doz. Dr. M.-R. Kula danke ich fiir das Interesse und die Forderung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Allgemeine Angaben, Messung der Spektren, DC-Untersuchungen siehe bei Lit. 13, Das fiir die
Phosphorylierungen verwendete Phosphoroxychlorid wurde vor Gebrauch frisch destilliert.
Phosphorsaure-triethylester (PTE) wurde destilliert und tiber Molekularsieb (4 A, Merck) aufbe-
wahrt. Die Nucleotidderivate wurden grundsitzlich iiber eine DEAE-Sephadex-A-25-Siule
(HCO;-Form) mit einem Gradienten aus Wasser/Triethylammoniumbicarbonat-(TEAB-)Puffer,
pH 7.5, gereinigl. Nach dem Einengen im Rotationsverdampfer wurden die Pufferreste durch
mehrmaliges Eindampfen mit Methanol entfernt. Nicht kristallisierbare Verbindungen wurden
aus Wasser lyophilisiert, Die C,H,N-Apalysen wurden vom Analysenlabor Beller (Géttingen)
durchgefiihrt. Die 'H-NMR-Spektren wurden bei 100 bzw. 400 MHz mit einem Varian-XL-100-
und Bruker-WM-400-Gerat aufgenommen, '2C-NMR-Spektren mit den Geriten Varian XL-100
sowie Bruker WM-400, 3'P-NMR-Spektren mit Varian XL-100 (40.5 MHz). Referenzsubstanzen
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waren TMS oder Dioxan (8 = 67.4) fiir die '*C- und TMS oder (CH,);SiCH,CH,CH,SO;Na
(DSS) fiir die 'H-NMR-Spektren bzw. bei Spektren in [Dg]IDMSO das Signal bei 8 = 2.5. Die
chemischen Verschiebungen wurden entweder direkt relativ zu diesen Standards gemessen oder
relativ zum Lésungsmittelsignal und anschlieBend auf TMS umgerechnet, 3!P-Verschiebungen
sind relativ zu externer H;PO, (indirekt iiber den Spektrometer-Offset bestimmt) angegeben, wo-
bei positive Werte Entschirmung bedeuten. Die Analysen der 400-MHz-'H-Spektren wurden
durch homonucleare Doppelresonanz abgesichert. — Die quantitative Auswertung der Diinn-
schichtchromatogramme (Kieselgel, 20 x 20 cm, Schichtdicke 0.25 mm, Merck) erfolgte mit ei-
nem High Speed TLC Scanner CS-920 von Shimadzu.

3" Trifluoracetamido-3'-desoxyadenosin (2): 1.35 g (5.00 mmol) 1 werden i. Vak. bei 50°C ge-
trocknet und unter Ausschiufl von Feuchtigkeit langsam mit 10 ml Trifluoracetanhydrid (=70
mmol) versetzt. Nach einiger Zeit ist alles in Lésung gegangen (Schiitteln), und nach 5 h wird im
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mehrmals mit Methanol aufge-
nommen und zur Trockne eingeengt. Die Umsetzung ist nahezu quantitativ. Ausb. ca. 1.8 g
(95%). — "H-NMR ({D¢]DMSO, & = 2.50): & = 9.5 (br, NH), 8.40 und 8.16 (je 1 5, 2- und 8-H),
7.31 (s, NH), 6.00 (d, J = 4 Hz, 1'-H), =6.1 (br, 2-OH), 5.31 (t, J = 5.5 Hz, 5-OH), 4.5-4.7
(m, 2'-H, 3'-H), 4.30-4.15 (m, 4'-H), 3.84—13.36 (m, 5'-, 5"-H).

C,H 3 F3NgO, (362.3) Ber. C39.79 H3.62 N23.20 Gef. C40.50 H 3.77 N 23.05

1,2,5-Tri-O-acetyl-3-trifluoracetamido-f-p-ribofuranose (db) und a-Anomeres (4a): 1.7 g (4.7
mmol) 2 werden in 50 ml Pyridin geltst und mit 50 mi Acetanhydrid versetzt. Nach etwa 20 h ist
die Acetylierung vollstandig. Nach dem Einengen der braunroten Losung im Olpumpenvak. wird
noch zweimal mit Toluol aufgenommen und eingeengt. Ohne Isolierung von 3 wird der Riick-
stand der Acetolyse unterworfen, in 60 ml Eisessig und 15 ml Acetanhydrid gelést und auf dem
Olbad unter Rithren auf 100°C erwirmt. Die Spaltung der glycosidischen Bindung wird diinn-
schichtchromatographisch verfolgt (DC, Kieselgel, Chloroform: Methanol 97.5: 2.5 oder reines
Chloroform, Anfiarbung des Zuckers mit Anisaldehyd/Schwefelsdure26)). Nach etwa 12 h wird
die Mischung abgekiihlt und das ausgefallene N-Acetyladenin abfiltriert. Nach dem Einengen zur
Trockne im Olpumpenvak. bei 60°C wird der braune Sirup in 100 ml Chloroform geldst und
durch Filtration von restlichem N-Acetyladenin befreit. Die Chloroformlésung wird mit 3 N
Schwefelsdure, eiskaltem Wasser, eiskalter, wiliriger Natriumhydrogencarbonatlésung (5proz.)
und erneut mit eiskaltem Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen mit wasserfreiem Natriumsul-
fat wird zur Trockne eingeengt und der Riickstand auf einer Kieselgelsiule (Kieselgel 60, Korn-
grofle 0.040—0.063 mm, Merck, 30 x 5 c¢m) mit Chloroform chromatographiert. Neben wenig
a-Anomerem 4a (Anomerenverhiltnis aus 13C-Spektrum ist etwa o: p = 1:9), das zuerst eluiert
wird, erhilt man nach dem Einengen der 4b-haltigen Fraktion etwa 1.3 g (75%) eines Oles, das im
Kiihlschrank kristallisiert.

B-Anomeres 4b: Schmp. 106°C; [a]lp = +18.65° (c = 1 in CH;0H); Ry = 0.1 (DC, Kieselgel,
CHCl;). — 'H-NMR (400 MHz, CDCl,/TMS): 8 = 6.57 (br, d, NH), 6.17 (s, 1-H), 5.18 (4, J, ,
= 5.0 Hz, 2-H), 4.85 (dt, J; nyy = J3 4 = 8.5 Hz, 3-H), 4.32~4.18 (m, 4-H, 5-H,), 2.18; 2.12 und
2.08 (s, Acetyl-CH;). — BC-NMR (CDCly): & = 20.1 q, 20.3 q, 20.7 q (Acetyl-CHj;), 50.7 d
(C-3), 63.9 t (C-5), 74.9 d (C-4), 79.5 d (C-2), 97.8 d (C-1), 115.4 s (Jp ¢ = 287.4 Hz, CF;),
157.9 s (Jpc = 38.2 Hz, CF;~CO), 168.9 5, 169.2 5, 170.4 s (Acetyl-CO). — MS: m/e = 312
(M® — OCOCH;), 43 (Basispeak, CH;— CO).
C3H gF3NOg (371.3) Ber. C42.06 H4.34 N3.77 Gef. C42.89 H4.39 N 3.60

a-Anomeres 4a: Reinigung erfolgte iiber eine Lobar-Fertigsaule, Grofie B, Kieselgel 60 (Merck)
und Elution mit Chloroform (Merck). [¢]p = +121.5° (¢ = 1 in Methanol); Rg = 0.2 (DC, Kie-
selgel, CHCl;). — 'H-NMR (400 MHz, CDCl;/TMS): § = 6.82 (br, d, Jupan = 8 Hz, NH),
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6.41(d, J, , = 4.1 Hz, 1-H), 5.24 (dd, J, , = 4.1 Hz, J, 3 = 7.6 Hz, 2-H), 4.60(dt, J3 , = 2.6 Hz,
Jyy = Jynn = 8 Hz, 3-H), 433 (q, Jy 5, = Jy 50 = J34 = 3.0 Hz, 4-H), 4.24 (52-H) und 4.17
(5b-H), AB-Teil eines ABX-Spektrums Js, 5, = 12.2 Hz, J; 5, = 3.6 Hz, J, 5, = 3.8 Hz, 2.07,
2.06 und 2.05 (s, Acetyl-CH,;). — JC-NMR (CDCly): & = 20.11 q, 20.64 q, 20.82 q (Acetyl-
CH,), 49.89 d (C-3), 63.60 1 (C-5), 69.56 d (C-4), 82.54 d (C-2), 94.44 d (C-1), 115.65 5 (Jp ¢ =
287 Hz, CF;), 156.94 s (Jg ¢ = 37 Hz, CF; - CO), 168.54 s, 168.77 5, 170.2 5 (Acetyl-CO).

9-(3-Amino-3-desoxy-a-p-ribofuranosyl)guanin (6a) und 9-(3-Amino-3-desoxy-f-p-ribofura-
nosyl)guanin (6b): 2.04 g (5.50 mmol) 4b, 1.06 g (5.50 mmol) Acetylguanin, 4.50 g (13.2 mmol)
Kalium-perfluorbutansulfonat und 0.6 g (3.8 mmol) Hexamethyldisilazan werden in einen Kolben
gegeben und mit 70 ml absolutem Acetonitril versetzt, Unter AusschluB von Luftfeuchtigkeit wer-
den 2.12 ml (16.8 mmol) Trimethylchlorsilan, geldst in wenig 1,2-Dichlorethan, in die Reaktions-
mischung getropft. AnschlieBend wird 24 h unter Ausschluf3 von Luftfeuchtigkeit unter Ritckfluf
gekocht. Nach kurzer Zeit scheidet sich im RiickfluBkiihler ein weifles Sublimat (NH,CI) ab.
Nach dem Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt und in der
Kalte mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung ausgeschiittelt. Die organische Phase wird
mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
(=3.5 g) wird tiber eine Kieselgelsaule [Kieselgel 60, Korngréfie 0.040 —0.063 mm (Merck), 30 x
S cm] chromatographiert und mit Dichlormethan/Methanol 9: 1, 8:2 und 6: 4 entwickelt. Zuerst
wird das a-Anomere Sa und anschliefend das B-Anomere 5b in einem Verhéltnis von 1:2.5 elu-
iert. Man erhilt etwa 1.7 g (=70%) 5a und 5b, davon ca. 650 mg a-Anomeres 5a.

9-(2,5-Di-O-acetyl-3-trifluoracetamido-f-ribofuranosyl)-N-2-acetylguanin (5b): C-NMR
([Dg]DMSO): & = 20.1 q, 20.4 q, 23.9 q (Acetyl-CH,), 50.6 d (C-3"), 63.3 t (C-5"), 73.4 d (C-4),
78.0 d (C-2)), 86.15 d (C-1"), 117.5 s (Jp,c = 287.0 Hz, CF;), 120.5 s (C-5), 138.0 d (C-8), 148.1 5
(C-4), 148.3 5 (C-2), 154.7 5 (C-6), 156.5 s (Jp c = 37.0, CF;-CO), 169.0 s, 170.0 5, 173.5 5
(Acetyl-CO).

Zur Schutzgruppenabspaltung werden die gereinigten Anomeren ca. 12 h bei Raumtemp. mit
konz. Ammoniak behandelt, zur Trockne eingeengt, mit Wasser aufgenommen und iiber eine
Amberlite-IRC-50-S4ule von den entstandenen Ammoniumsalzen befreit. Nach der Elution mit
verd. walirigem Ammoniak und Umkristallisation aus Wasser erhilt man die reinen o- und
B-Anomeren 6a und 6b. Ausb. 230 mg o-Anomeres 6a und 520 mg B-Anomeres 6b (80%).

a-Anomeres 6a: [a], = +44.9° (¢ = 0.45 in SOproz. waBriger Essigsaure). — 'H-NMR
([Dg]DMSO): & = 8.35 (s, 8-H), 6.2 (br s, NH,, mit D,O austauschbar), 6.07 (d, J = 2.5 Hz,
1-H), 5.0 (br s, OH, NH,, mit D,O austauschbar), 4.10 (dd, J = 3 Hzund 5 Hz, 2"-H), 3.2-3.8
(m, restliche Riboseprotonen). — !3C-NMR ([Dg]DMSO): & = 51.8 d (C-3'), 60.6 t (C-5'), 76.1 d
(C-21, 85.4d (C-4"),91.0d (C-1"), 107.6 s (C-5), 141.6 d (C-8), 153.5 5 (C-4), 155.1 5 (C-2), 160.5 s
(C-6).

B-Anomeres 6b: [@], = —23.3° (c = 0.45 in 50proz. wiBriger Essigsdure), Lit.® [a]p = 26.6°
(c = 0.45 in SOproz. wiBriger Essigsaure). — 'H-NMR (IDg]DMSO): & = 7.95 (s, 1 H, 8-H), 6.50
(br 5, NH,, mit D,O austauschbar), 5.72 (br s, 1 H, 1'H), 5.0 (br s, OH, mit D,0 austauschbar),
4.12 (br s, 2'-H), 3.4 3.7 (m, restliche Riboseprotonen). — !3C-NMR ([D4]DMSO): & = 52.6
(C-37, 60.9 (C-5%, 75.0 (C-2"), 85.2 (C-4"), 88.0 (C-1), 116.6 (C-5), 135.3 (C-8), 150.7 (C-4), 153.6
(C-2), 156.8 (C-6).

CioH14NgO, (282.3) Ber. C 42.55 H 4.99 N 29.77 Gef. C42.60 H4.81 N 29.55

3(tert-Butyloxycarbonylamino)-3 -desoxyguanosin (7): 210 mg (0.75 mmol) 6b werden in
50 m! wasserfreiem Dimethylformamid gel6st und mit 0.25 ml (1.8 mmol) Triethylamin und
0.15 ml (1.1 mmol) Azidoameisensiure-fert-butylester versetzt, Man 14t 24 h bei 50°C stehen
und engt im Olpumpenvak. zur Trockne ein. Es wird mehrmals mit Methanol aufgenommen und
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eingeengt. Das entstandene Triethylammoniumazid ist flichtig. Die Umsetzung ist quantitativ
(275 mg), die Substanz einheitlich (DC, Kieselgel, Methanol) und fiir weitere Umsetzungen genii-
gend rein. — 'H-NMR ([Dg]DMSO): & = 1.39 (s, tBu).

3-Amino-3-desoxyguanosin-5'-monophosphat (8): 275 mg (0.72 mmol) 7 werden in 5 mi PTE
gelost und unter Feuchtigkeitsausschluf} bei 0°C mit 80 pl (0.8 mmol) Phosphoroxychlorid ver-
setzt. Nach § h bei 4°C im Kiihlschrank wird anschliefend i. Olpumpenvak. das iiberschiissige
Phosphoroxychlorid entfernt. Danach gibt man den Ansatz bei Raumtemp. langsam in 100 mi
Wasser und hilt mit einem pH-Stat (Radiometer, Kopenhagen) durch Zugabe von 0.5 n NaOH
bei pH 7. Nach der Hydrolyse wird 5mal mit je 25 ml Chloroform ausgeschiittelt und die waBrige
Losung lyophilisiert. AnschlieBend trocknet man noch 5 h bei 40— 50°C i. Olpumpenvak. Zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe versetzt man mit 10 ml wasserfreier Trifluoressigsdure fur
5 min bei Raumtemp. Es wird i. Olpumpenvak. eingedampft, 3mal mit je 20 ml Methanol aufge-
nommen und erneut i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in 250 m] Wasser gelost,
auf pH 7.5 eingestellt und auf eine DEAE-Sephadex-Saule (HCO3@-F0rm, 40 x 2.5 cm) gegeben.
Nach dem Waschen mit Wasser wurde mit einem Gradienten aus 1 [ Wasser/1 1 0.6 M TEAB-
Puffer (pH 7.5) Verbindung 8 eluiert. Nach dem Einengen des 8-haltigen Peaks und Entfernen
des Puffers durch mehrmaliges Eindampfen mit Methanol wird 8 iiber eine Dowex-Na®-Saule
(40 x 1.5 cm) in das Dinatriumsalz iibergefiihrt und aus Wasser lyophilisiert. Ausb. 210 mg
(=67%)8. — 'H-NMR (D,0): 8 = 8.11 (s, 8-H), 5.93 (br s, 1-H), 4.70 (br s, 2-H), 4.3 - 4.0 (m,
restliche Riboseprotonen). — >*C-NMR (D,0): & = 52.92 (C-3), 64.11 (C-5), 75.32 (C-2"), 83.67
(C-4%, 89.73 (C-1'), 116.89 (C-5), 138.19 (C-8), 151.69 (C-4), 154.72 (C-2), 159.64 (C-6). —
3IP.NMR: § = +4.01 (pH = 10). — UV (Hy0): Aoy = 261 nm (pH 8).
CoH3NgNa,0,P - 1.5 H,0 (433.2) Ber. C27.72 H3.72 N19.40 Gef. C27.73 H3.42 N19.18

3, 5-Cyclophosphat von 3-Amino-3"-desoxyguanosin-5-monophosphat [3-NH-cGMPJ] (9):
150 mg (0.32 mmol) 8 als Triethylammoniumsalz werden in 70 ml Wasser gelést und mit dem
Sfachen UberschuB (310 mg) EDC versetzt, Die Losung wird auf 40°C erwarmt und auf pH 7.7
eingestellt. Wihrend der Reaktion wird durch Zugabe von 5 pl-Portionen 1 N HCI der pH-Wert
auf 7.7 gehalten. Nach etwa 7—-8 h ist die Cyclisierung fast vollstindig (DC, Kieselgel,
2-Propanol: Ammoniak (konz.): Wasser = 7:1:2). Nach der Reaktion wird die Losung mit
Wasser auf 250 ml verdiinnt und auf eine DEAE-Sephadex-A25-Siule (HCO?-Form, 40 x 2.5
cm) gegeben. Nach dem Waschen mit Wasser wird mit einem Gradienten aus 1 1 Wasser/110.3 m
TEAB-Puffer (pH 7.5) Verbindung 9 und wenig nicht cyclisiertes 3-Amino-5-GMP 8 eluiert.
Nach dem Einengen des 9-haltigen Peaks wird zur Entfernung des TEAB-Puffers noch 3mal mit
Methanol eingeengt, der Riickstand in Wasser geldst und iiber eine Dowex-Na®-Siule gegeben.
Das Na-Salz von 9 wird aus Wasser lyophilisiert. Ausb. 75 mg als TEA-Salz ( =52%). Es scheint
5o, als ob 30— 40% von 9 aus der obigen Reaktionsmischung auf der DEAE-Sephadex-Séule fest-
gehalten werden und nicht eluierbar sind. Dagegen wird reines 9 ohne Verluste bei der Chromato-
graphie auf der gleichen Saule wiedergefunden. For die Lagerung im Tiefkiihlschrank ist es rat-
sam, die wiafrige Losung mit 1 N NaOH auf pH 10 einzustellen und anschlieflend zu lyophilisie-
ren. — 'H-NMR [400 MHz, D;0, (CH,;);SiCH,CH,CH,50;Na]: & = 7.86 (s, 8-H), 5.95 (s,
1"-H), 4.62 (d, J 3 = 5.1 Hz, 2'-H), 4.44 (ddd, Js: 5, = (—)9.7 Hz, J5,, p = 20.2 Hz, 5'-Ha),
4.23 (dt, Jypp = 1.5 Hz, 5-Hb), 4.04 (dt, J4 5y, = 10.5 Hz, J; 5, = 10.5 Hz, 4-H), 3.98 (ddd,
Jy 4 =103 Hz, J3 p = 2.5 Hz, 3-H). - BC-NMR (D,0): & = 59.91 (C-3"), 68.15 (C-5', Jsp=
5 Hz), 74.22 (C-2', Jyp = 9 Hz), 75.35 (C-4), 92.99 (C-1)), 117.32 (C-5), 138.42 (C-8). 151.79
(C-4), 155.03 (C-2), 160.10 (C-6). — *'P-NMR: 8 = +5.7 (pH 8.8); +5.15 (|D4]DMSO). — UV
(H,0): . = 251 nm (pH 8).

CoH,NgNaOgP - H,O (384.2) Ber. C31.26 H3.67 N21.87 Gef. C31.07 H3.44 N21.45
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