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Synthese einiger Phosphorsaure-Ester
der p-Ribose

Stefan Pitsch*, Christoph Spinner?), Kunio Atsumi®) und Philip Ermert®)

Synthesis of Some p-Ribose Phosphates

Abstract. Unambitious syntheses of D-ribose 2-phosphate, 3-phosphate, 4-phosphate, 2,3-diphosphate, 3,4-
diphosphate, 2,4-diphosphate, cyclic 2,3-phosphate, cyclic 3,4-phosphate and cyclic 2,4-phosphate are
described. Their 'H- and 3'P-NMR-spectroscopic data and their equilibrium composition in aqueous solution

are reported.

Vor einigen Jahren wurde im Laboratori-
um von Eschenmoser (ETH-Ziirich) eine
breitangelegte Untersuchung zur potenti-
ell pribiologischen Entstehung von Zuk-
kerphosphaten durchgefiihrt [1]. In die-
sem Zusammenhang war es notwendig,
eine Palette von Zuckerphosphaten zu
Referenzzwecken und als Ausgangsmate-
rialien fiir mechanistische Studien durch
konventionelle Synthese herzustellen.
Diese Arbeit berichtet iiber die Synthese
und die 'H-/3'P-NMR-spektroskopischen
Daten einiger von D-Ribose abgeleiteter
Phosphorsiure-Ester und enthilt eine Zu-
sammenstellung ihrer Gleichgewichtszu-
sammensetzung in wissriger Losung.
Ausgehend von D-Ribose (1) wurde
gemdss [2] das Ribopyranosid 2 und dar-
aus gemdss [3] das cyclische 2,4-Phenyl-
boronat 3 hergestellt. Dessen Acetylie-
rung mit Ac,O/Py, gefolgt von Behand-
lung mit Propan-1,3-diol gemiss [3] ergab
das kristalline 3-O-Acetat 4. Das Pyrano-
sid 2 wurde durch Behandlung mit einem
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Schema 1. Bedingungen a) BnOH/HCI, 75% (Krist.) (gemass [2]). b) Phenylboronséure/Benzol,
85% (Krist.) (gemass [3]). ¢) 1) Ac,O/Py; 2) Propan-1,3-diol, 71% (Krist.) (gemass [3]). d) c(2) =
0.15M/Py/COCI, (0.7 Equiv., in Toluol), 3d, 4°, 48% (Chrom. und Krist.). e) siehe [4]. fy BnOH/HCI,
45% (Krist.) (gemass [5]). g) c(12) = 0.3m /Py/DMT-CI (1.6 Equiv.), 4 h, 25°, 72% (Chrom.).
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Unterschuss COCl, (als Toluol-L&sung
eingesetzt) in Py in das 3,4-Cyclocarbonat
5iibergefiihrt. Behandlung von2 mit NaH,
gefolgt von Benzylbromid in DMF ergab
ein Gemisch der mono- und dibenzylier-
ten Benzylribopyranoside 6-11 [4]. Mit-

tels zweifacher Sdulenchromatographie,
teilweise gefolgt von Kristallisation, wur-
den die Verbindungen 6, 7, 9 und 10 in
reiner Form erhalten. Das bekannte Ribo-
furanosid 12 [5] wurde durch Behandlung
mit 4,4"-Dimethoxytritylchlorid/Py in das
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Schema 2. Bedingungen a) siehe [7]. b) 1M NaOH/H,Q, 14 h, 25°, 53% (IAT-Chrom.). ¢) c(Edukt)
= 0.1M/THF/NH3 (25% in H,0) 1:2, 24 h, 25°, 15 (75%), 16 (80%), 17 (72%), 18 (83%), 19 (85%)

(IAT-Chrom.}. d) 1) ¢(13) = 0.4M/Py/POClI; (2 Equiv.), 15 h, 25° 2) EtzN/H,0 1:1, 1 h, 25°; 3) CH,Clo/

CF3;COOH 95:5, 4 h, 25°, 42% (RP-C18- und IAT-Chrom.). €} 1) ¢(6) = 0.4m/Py/POClI3 (2 Equiv.),
15 h, 25°; 2) EtaN/H,0 1:1, 1 h, 25°, 73% (IAT-Chrom.). f} 1) c(4) = 0.02 m/CH5CN/1H-Tetrazol (4
Equiv.)/ Bis(V,N-diisopropylamino)-cyanoethoxy-phosphoramidit (1 Equiv.), 24 h, 25°; 2) ¢ =

0.2M/CH;CN/ N-Methylmorpholin-N-oxid (2 Equiv.), 4 h, 25°; 3) Et,NH/H,0 3:2, 2 h, 4°; 4) EtOH/
NH; (25% in H,0) 1:3, 3 h, 4°, 75% (IAT-Chrom.). g) 1) THF/H,O 1:1/Pd (10% auf C, 50 Gew-%)/

H, (1 atm), 5-9 h, 25°, ca. 90% (IAT-Chrom.); 2) IAT-IR 120 (H*-Form)/H,0; 3) IAT-IR 120 (Na*-
Form)/H,0. h) ¢(22) = 0.07m/H,0/Pd (10% auf C, 100 Gew-%)/H, (1 atm), 4 h, 25°, 67% 31 und

26% 22 (RP-C18-Chrom.).
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5-O-dimethoxytritylierte Derivat 13 iiber-
fihrt (Schema 1).

Aus den geeignet geschiitzten Vorlau-
fern 4-7, 9, 10 und 13 wurden die phos-
phorylierten Benzylglykoside 14-22 mit-
tels eines aus der Nukleinsdurechemie

bekannten Verfahrens erhalten [6]. Dabei
wurde ein Gemisch des jeweiligen Vor-
laufers und 1H-Tetrazol in CH;CN mit
einem geringen Uberschuss von N,N-Di-
isopropylamino-bis(cyanoethoxy)-phos-
phoramidit versetzt. In allen Fillen wurde
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gemiss DC nach kurzer Reaktionszeit (<2
h) vollstindiger Umsatz beobachtet. Nach
Extraktion der Reaktionsgemische wur-
den die derart gebildeten Phosphorigsau-
re-Ester mit [,/Py/H,0 in THF zu den
entsprechenden Phosphorsiure-triestern
oxidiert. Nach Extraktion wurden die Cy-
anoethyl- und eventuell vorhandene Acyl-
Schutzgruppen durch Behandlung mit NH;
in H,O/EtOH oder NaOH in THF/H,0
entfernt [7]. Die cyclischen Phosphorsau-
re-diester 20 und 21 wurden durch Be-
handlung der Vorldufer 13 und 6 mit POCl4
in Py und anschliessender Hydrolyse mit
Et;N/H,0 erhalten. Die verbleibende Di-
methoxytrityl-Schutzgruppe wurde mit
CF;COOH in CH,Cl, entfernt. Das Cy-
clophosphat 22 wurde durch Phosphity-
lierung von 4 mit Bis(N,N-diisopropyl-
amino)(2-cyanoethoxy)phosphoramidit/
LH-Tetrazol in stark verdiinnter CH;CN-
Losung, gefolgt von Oxidation mit N-
Methylmorpholin-N-oxid in CH;CN, Eli-
mination der Cyanoethylgruppe mit Et, NH
und Entfernung der Acetylgruppe mit NH/
EtOH/H,O hergestellt. Die geschiitzten,
phosphorylierten Zwischenprodukte 14—
22 wurden an lonenaustauschermaterial
mit einem linearen Gradienten eines
Et;INH(HCO5)-Puffers chromatographiert
und in einheitlicher Form isoliert. Die
verbleibenden Benzyl-Schutzgruppen
wurden sodann hydrogenolytisch mit Pd
auf Aktivkohle/H, in THF/H,O entfernt.
Die Hydrogenolyse von 22 wurde nach
65% Umsatz abgebrochen, da ansonsten
cine teilweise Reduktion der Carbonyl-
gruppe des Cyclophosphates 31 erfolgte.
Das Produkt 31 trennte man durch Um-
kehrphasenchromatographie vom apola-
reren Edukt 22. Alle so hergestellten Ziel-
verbindungen 23-31 wurden an Anion-
auschtauscher chromatographiert und
durch sukzessive Behandlung mit saurem
Ionenaustauscher und Kationenaustau-
scher (Na+-Form) in ihre Natriumsalze
ibergefiihrt (Schema 2).

Samtliche erwihnten Reaktionspro-
dukte wurden mittels FAB-MS, 'H- 13C-
und gegebenfalls 3'P-NMR-Spektrosko-
pie charakterisiert. In Tab. 1 sind die 'H-
und 3'P-NMR-spektroskopischen Daten
der Zielverbindungen 23-31 aufgefiihrt.
Die Daten der einzelnen Gleichgewichts-
formen (a-/-Anomere, Pyranosen/Fura-
nosen/Hydrat) wurden, soweitdie teilwei-
se starke Signaliiberlappung dies erlaubte,
getrennt aufgefiihrt. Die Zuordnung er-
folgte in den meisten Fillen durch NOE-
SY und/oder TOCSY-Spektren, wobei die
charakteristischen, einzelstehenden Ano-
merprotonensignale als Ausgangspunkte
fiir die Zuordnung herbeigezogen wur-
den. Die dabei gefundenen Kopplungs-
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Tab. 1. 'H- und 3'P-NMR-spektroskopische Charakterisierung der Zielverbindungen?)

CHIMIA 1998, 53, No. &

Chemische Verschiebung & [ppm] Kopplungskonstanten J [Hz]
H-C(1) H-C(2) H-C(3) H-C(4) H-C(5) H'-C(5) P Jig  Jom Jasg Jass J J: Jpsm
a-Pyranosen 23 4.97 4.20 - B - - 1.82 1.6 4.7 - - - - 71
24 4.79 - - - - 1.22 13 - - - -
25 4.78 - 3.94 3.56 3.95 2.40 2.3 2.2 2.2 5.7 2.9 122 6.8
26 5.04 4.04 427 4.16 3.62 3.89 0.88/1.23 3.5 2.7 2.7 9.7 4.8 114 9.9/-
27 4.86 1.40 4.40 3.88 3.62 3.68 1.07/1.25 <1 ca.0 ca 0 50 2.5 122  10.0/104(
28 4.84 - - - 3.68 412 T 110125 1.7 - - 8.3 1.8 12.8 -/-
30 4.98 3.89 - - 3.76 4.05 17.38 3.3 3.7 - 7.0 5.6 129 10.5/0
at 5147 4.04 3.93 4.40 3.68 413 -8.37 7.0 2.1 4.3 - 1.0 13.0 18.0/18.(
1 486 3.82 3.93 3.87 3.62 3.93
[-Pyranosen 23 496 388 4.15 - 363 - 1.52 6.1 2.9 29 9.2 - 124 9.1
24 5.01 - 4,52 - - - 1.54 5.0 3.0 3.0 - - -
25 4.82 3.42 415 4,11 3.68 3.82 2.07 6.9 3.3 3.0 6.9 4.6 2 a8
26 4.86 3.80 4,32 417 3.71 3.82 1.03/1.23 7.3 2.7 2.7 9.9 - 129 -
27 5.01 408 464 409 374 3N 1.07/1.30 5.3 2.5 2.5 8.1 3.5 11.5 8.3/8.8
28 4.99 3.60 4.49 - 3.60 3.85 1.18/1.28 6.3 2.7 20 8.3 - 11.2 8.9/-
29 4.93 413 4,79 4.04 3.62 3.86 22.13 7.7 4.7 4.0 10.8 5T 13 18.8/1.56
30 4.90 3.66 4,77 4.58 3.69 3.99 18.02 7.6 3.4 5.8 59 4.7 12.8 15.4/0
31 5.37 4.31 410 4.44 3.94 4.04 -8.09 2.3 4.6 9.9 2i0 ca. 1 13:1 17.0/17.(
1 492 3.53 411 3.90 3.70 3.84
a-Furanosen 23 5.35 436 - - - - 1.78 4.3 51 - - - - 9.7
24 5.36 - - - - - 1.11 4.3 - - - - -
27 5.41 4.50 4.53 4,29 3.68 3.75 2.45/1.33 4.2 4.0 4.0 2.5 3.0 123 -
29 5.53 4.81 4.74 4.24 3.72 37 17.13 4.3 7.4 4.3 4.2 3.7 12 7.4/4
1 538 4.10 411 414 3.65 3.76
p-Furanosen 23 5.32 27 - - - - 1.88 1.1 4.7 = - - 8.1
24 524 - 4.45 - - - 2.09 2.0 - 4.4 - - B
27 535 4.46 4.57 4.09 3.67 3.84 2.11/1.76 1.4 4.7 3.2 3.2 5.7 125 9.1/-
29 547 4.72 4,79 4.31 3.72 3.72 20.73 <1 6.3 2.6 55 2.0 - 10.2/7.8
1 525 4.00 4.22 3.99 3.67 3.82
Hydrat 31 523 4.07 3.74 412 3.77 3.86 -1.78 2.0 9.9 10.0 50 2.2 12.5 2.1/2.1

a) Bedingungen: ¢ = 0.1M (Natriumsalze), D,O (pD-Wert = 5.4), 25°; TH-NMR: 300 oder 400 MHz, 3'P-NMR: 121 oder 162 MHz; die Werte der

D-Ribose (1) aus [8].

konstanten erlaubten in manchen Fillen
eine grobe, vergleichende Konformations-
analyse. Danach nehmen S-Pyranosefor-
men der Nichtcyclophosphate 23-28 weit-
gehend die *C)-Konformation mit der
maximalen Anzahl an equatorialen Sub-
stituenten ein. Die ¢-Pyranoseform von
26 nimmt eine *C,-Konformation ein,
wihrend «-Pyranoseform von 285 sich in
einem Gleichgewicht zwischen den bei-
den Sesselkonformationen *C, (sterische
Kontrolle) und 'C, (stereoelektronische
Kontrolle) befindet. Unter den Cyclophos-
phaten weisen die a- und 3-Pyranosefor-
men von 27 und 28 eine Halbsesselkon-
formation auf, wobei der Ring jeweils an
den Verkniipfungsstellen abgeflacht vor-
liegt, was zu einer sterischen Entspannung
im anellierten, fiinfgliedrigen Ring fiihrt.

Inder a- und B-Pyranoseform von 31 liegt
die (sechsgliedrige) Cyclophosphat-Teil-
struktur in der Sesselkonformation vor,
withrend der Pyranosering inder Wannen-
form vorliegt; durch diese Anordnung wird
eine ungiinstige Wechselwirkung zwi-
schen dem phosphorgebundenen Sauer-
stoff und dem Ringsauerstoff vermieden.
In der Hydratform von 31 liegt die Cyclo-
phosphat-Teilstruktur in der Sesselkon-
formation mit der maximalen Anzahl an
equatorialen Substituenten vor. Die che-
mischen Verschiebungswerte der geriist-
gebundenen Zucker H-Kerne, die sich nicht
in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem
Phosphatsubstituenten befinden, sind im
wesentlichen identisch mit denjenigen der
unsubstituierten D-Ribose (1). Phosphoryl-
ierung einer Hydroxygruppe von Ribose

resultierte in einer durchschnittlichen Tief-
feldverschiebung des nichsten geriist-
gebundenen Protons von 0.38 ppm (erhal-
ten aus den '"H-NMR-Spektren der Phos-
phorsidure-monoester-Derivate 23-28;
Durchschnitt aus 23 Werten, die Hilfte
der Werte liegt dabei zwischen 0.27-0.47
ppm). Im 3'P-NMR weisen die (nicht-
cyclischen) Phosphorsaure-monoester 23—
28 strukturtypische Signale zwischen 0.9-
2.4 ppm auf, wihrend die cyclischen, fiinf-
gliedrigen Phosphorsiure-diester 29 und
30 strukturtypische Signale zwischen 17-
22 ppm aufweisen. Die entsprechenden
Signale der beiden Pyranoseformen des
cyclischen, sechsgliedrigen Phosphorsiu-
rediesters 31 weisen wiederum eine struk-
turtypische Verschiebung von -8.1 bzw.
-8.4 ppm auf, wihrend das Signal der
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Hydratform eine eher untypische Verschie-
bung von —-1.8 ppm aufweist.

In Tab. 2 sind die Gleichgewichtszu-
sammensetzungen der einzelnen Zucker-
phosphate angegeben. Diese wurden aus
den Integrationverhéltnissen der entspre-
chenden Anomerprotonensignale ('H-
NMR-Spektren) erhalten. In simtlichen
Fillen liegen die f-anomeren Formen ge-
geniiber den a-anomeren Formen bevor-
zugt vor; mit Ausnahme von 27 und 28
sind die gefundenen relativen Anteile
weitgehend identisch mit denjenigen der
unsubstituierten Ribose (1). Die Verhilt-
nisse zwischen Pyranose- und Furanose-
formen (soweit beide mdglich sind) sind
mit Ausnahme von 29 weitgehend iden-
tisch mit demjenigen von 1. Der ausserge-
wohnlich hohe Furanoseanteil bei 29 ist
auf die hohere Stabilitit von Bicyclo-
[3.3.0]- gegeniiber Bicyclo[4.3.0]-Syste-
men zuriickzufiihren, welche insgesamt
weniger repulsiven Wechselwirkungen
ausgesetzt sind [9]. Der sehr hohe (offen-
kettige) Hydratanteil von 31 ist auf die
Gespanntheit der entsprechenden bicycli-
schen Pyranoseformen zuriickzufiihren,
bei welchen die Zuckerteilstruktur in der
Wannenform vorliegt.

Im Rahmen dieses Projekts wurden
spektroskopische und thermodynamische
Kenngrossen einiger Phosphorsiureester
der D-Ribose gewonnen. Unter allen her-
gestellten und charakterisierten Verbin-
dungen weist D-Ribose-2,3-cyclophosphat
(29) einen aussergewohnlich hohen Fura-
noseanteil auf, und D-Ribose-2,4-cyclo-
phosphat (31) liegt bevorzugt in der offen-
kettigen Hydratform vor.

S.P. dankt Prof. A. Eschenmoser fiir die
freundliche Erlaubnis, diese in seinem Laborato-
rium durchgefiihrten Arbeiten publizieren zu
diirfen.

Eingegangen am 4. Mai 1999
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Tab. 2. Gleichgewichtszusammensetzungen der Zielverbindungen?)

D-Ribose a-Pyranose f-Pyranose «a-Furanose [i-Furanose Hydrat
(%] (% (%] (%] (%]
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24 3-phosphat 29 49 10 -
25 4-phosphat 25 75 - -
5-phosphat - 36 6 -
26 25 75 - = -~
27 2,3-diphosphat 18 52 11 19 -
28 3,4-diphosphat 30 70 - - -
29 2 3-cyclophosphat 0 27 20 >3 -
30 3,4-cyclophosphat < 95
31 2.4-cyclophosphat 4 18 - - 78
1 Ribose 19 62 7 -

a) TH-NMR-spektroskopisch aus den Integralverhaltnissen der Anomerprotonensignale bestimmt
(Tab. 1). Bedingungen: ¢ = 0.1M (Natriumsalze), D,O (pD-Wert = 5.4), 25°
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