ZUSCHRIFTEN

Abbildung 4. Blick entlang der
Helixachse auf die zentralen
AGG-CCT-Abschnitte der mo-
dellierten Struktur des Bicyclo-
[3.2.1]DNA-13mer-Duplex (oben),
von kanonischer A-DNA (Mitte)

Riickgrat-Torsionswinkel a—
¢ von denen der B-DNA auf.
Erwartungsgemi3 ergeben
sich jedoch Abweichungen
im Abstandshalter zwischen
Riickgrat und Base. In der
Bicyclo[3.2.1]DNA liegt er
quasi perfekt gestreckt vor
und unterscheidet sich damit
deutlich von der entspre-
chenden DNA-Strukturein-
heit. Dies fithrt zu einem
Basenstapelungsmuster, wel-
ches deutlich demjenigen von
A-DNA  gleicht (Abbil-
dung 4), was in Einklang mit
den CD-Spektren ist.

Aus den experimentellen
Resultaten lassen sich vorerst
die folgenden Schliisse iiber
die strukturelle und energe-
tische Rolle des Furanose-

und von kanonischer B-DNA
(unten). Die Ahnlichkeit des
Basenstapelungsmusters zwischen
A-DNA und Bicyclo[3.2.1]DNA
ist offensichtlich.

Ringsystems der DNA zie-
hen: 1) Die entropischen Ko-
sten der Bildung eines Du-
plex mit einem DNA-Analo-
gon auf Phosphodiesterbasis,
in welchem die Basen flexi-
bel an die Riickgrateinheit gebunden sind, lassen sich iiber-
winden, wenn die Riickgrateinheit selbst konformativ fixiert
ist. 2) Selbst ohne ein Ringsystem, welches die Nucleobase
relativ zur Riickgrateinheit in eine wohldefinierte Lage
bringt, kann die Strangorientierungsselektivitdt in der Du-
plexbildung beibehalten werden. Dies ist sowohl im Hinblick
auf das acyclische, auf Peptidbasis aufgebaute DNA-Analo-
gon PNA von Interesse, welches nur eine bescheidene
Strangorientierungsselektivitit zeigt,'”] als auch im Zusam-
menhang mit gemischten a/f-DNA-Duplexen, welche im
Unterschied zu /f-DNA-Duplexen eine parallele Strang-
orientierung bevorzugen.! 3) Eine Erhohung der translato-
rischen und rotatorischen Freiheitsgrade eines Basenpaares
im Zentrum einer Doppelhelix fiihrt nicht zu einer Vermin-
derung der Basenpaarungsselektivitit.

Was auch immer die chemischen Griinde waren, nach
welchen die Natur RNA und DNA als genetisches Material
auswéhlte — Paarungssysteme auf Phosphodiesterbasis, wel-
che zwischen Base und Riickgrat keinen Ring als Verbin-
dungsstiick aufweisen, lassen sich nicht kollektiv von der Liste
der potentiellen Kandidaten im Selektionsprozess streichen.
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Losung erfolgende Umwandlung dieses Hydroxyaldehyds in
sein 2-Phosphat!! (Schema 1). Das spezifische Phosphorylie-
rungsreagens in diesem Prozess ist Amidotriphosphat 1
(AmTP), von dem bekannt ist,[! dass es sich durch Ammo-
nolyse von Cyclotriphosphat (,,Metatriphosphat®) in wissri-
ger Losung bildet. Cyclotriphosphat selbst wirkt nicht als

» R o R OH
2
AN < g
R ; + HO H - - HO O\ NH
-0 0-R %
N \
0—R 1 /o
-0 O°R 0 O°R
1 -0 O— 3R=H A -0 O7P\
—— 5 R = CH,0H -0 o-
4.0 Aquiv. AmTP intramolekulare
0. NH; 0.25 M MgCl ’ Phosphatiibertragung
\\P/ H- o bH 7 Rf‘yl' durch exocyclische
A 20 PR, Sn-Substitution am
-O NH, 81% Phosphoratom
2

— 6 R = CH,OH

Schema 1. Regioselektive intramolekulare Phosphorylierung von Glycol-
aldehyd (R =H) und p-Glycerinaldehyd (R = CH,OH) durch Amidotri-
phosphat 1 (AmTP).

Phosphorylierungsmittel unter den Bedingungen, unter de-
nen sein Ammonolyseprodukt AmTP Glycolaldehyd in
praktisch quantitativer Ausbeute phosphoryliert.!! Der
Grund fiir diesen bemerkenswerten Reaktivitédtsunterschied
ist die spezifische Fihigkeit des Amidotriphosphats, mit
Glycolaldehyd reversibel ein Carbonyl-Additionsprodukt A
zu bilden; dessen a-Hydroxygruppe wird durch eine intra-
molekulare Phosphatgruppeniibertragung unter Bildung des
Zwischenprodukts B phosphoryliert, das dann anschlieBend
zu Glycolaldehydphosphat 4 hydrolysiert (Schema 1).

Diesem mechanistischen Konzept gemifl sollte AmTP
generell das Potential zur regioselektiven Phosphorylierung
von a-Hdroxygruppen in Aldozuckern haben. Hier berichten
wir, dass AmTP mit Glycerinaldehyd, den beiden Tetrofura-
nosen und den vier Aldopentosen unter milden Bedingungen
Reaktionsprodukte liefert, die sich von einer intramolekula-
ren Phosphatgruppeniibertragung auf die Hydroxygruppe an
der C2-Position des Zuckers herleiten lassen. Des Weiteren
beschreiben wir eine vergleichbar regioselektive Phosphory-
lierung durch Diamidophosphat 2 (DAP)P! anstelle von
AmTP als Phosphorylierungsreagens; fiir Aldofuranosen
erweist sich diese Variante sogar als priparativ giinstiger,
was die Isolierung der Produkte betrifft.

D-Glycerinaldehyd 5 reagiert unter den fiir Glycolaldehyd
optimierten Bedingungen (0.025Mm wissrige Losung, 0.25M
MgCl,, Raumtemperatur (RT), 5 Tage)!! mit dem Natrium-
salz von AmTP (4 Aquiv., pH ~7) langsam, aber sauber und
mit hoher Regioselektivitit zu pD-Glycerinaldehyd-2-phosphat
6 (Schema1; 81% Ausbeute an isoliertem Produkt nach
Ionenaustauschchromatographie). 'H- und *'P-NMR-Spek-
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tren des Reaktionsgemisches zeigen keine erkennbare Bil-
dung von Glycerinaldehyd-3-phosphat.[©!

Bei gleicher Behandlung der Aldotetrosen 7 und 10
beobachtet man eine dhnliche Regioselektivitdt der Phos-
phorylierung, allerdings mit einer Uberraschung: Produkte
sind die 1,2-Cyclophosphate 8 bzw. 12, isolierbar in 87 % bzw.
80% Ausbeute. Wahrend im Falle der Erythrose (2,3-Diol in
cis-Konfiguration) das Produktgemisch ungefihr 10 % des zu
8 isomeren 2,3-Cyclophosphats 9 enthilt, fallt bei der Reak-
tion mit Threose (2,3-Diol in trans-Konfiguration) das 1,2-
Cyclophosphat 12 isomerenfrei an (Schema 2). pb-Ribose 13
reagiert unter dhnlichen Bedingungen mit vier Aquivalenten
AmTP viel langsamer und ergibt neben dem 1,2-cyclophos-
phat 15 das Gemisch der 2,3-Cyclophosphate 16a und 16b.
Der Anteil der beiden letzteren ist hoher als bei der ver-
gleichbaren Reaktion in der Erythrose-Reihe (Schema 2).
Auch sind die Gesamtausbeuten niedriger (29 % ); vermutlich
werden Zwischenprodukte (z.B. das Primdraddukt) in der
Pyranoseform abgefangen.! Die anderen drei Pentosen
verhalten sich analog zur Ribose, soweit wir dies aus 'H-
und 3'P-NMR-spektroskopisch verfolgten Experimenten
schlieBen konnen. Die Reaktion von AmTP mit Hexosen
wurde an den Beispielen der Glucose und der Mannose
gepriift. In beiden Fillen konnte nach 14 Tagen 'H-NMR-
spektroskopisch nur wenig Phosphorylierung (ca. 5% ) beob-
achtet werden.

Die relative Reaktivitdt der Aldosen gegeniiber AmTP
entspricht der Reihenfolge Glycolaldehyd > Glycerinalde-
hyd > Erythrose > Threose > Ribose 3> Glucose und Man-
nose. Unter Bedingungen, unter denen die Phosphorylierung
der C,-, Cs- und C,-Zucker innerhalb von zwei bis fiinf Tagen
vollstiandig erfolgt, lauft sie im Fall der Ribose innerhalb von
zwei Wochen nur zu ca. einem Drittel ab (laut 'H-NMR).
Dieser Unterschied diirfte sowohl mit den relativen Stabili-
tidten der offenen Aldehydformen der Aldosen in wéssriger
Losung als auch mit der Lage des Furanose/Pyranose-Gleich-
gewichts im Zusammenhang zu stehen.[’) Andererseits wer-
den, wenn auch viel langsamer, die ,,cyclischen* Aldosen (7, 10
und 13) durch AmTP auch in Abwesenheit von MgCl,
phosphoryliert, dies im Gegensatz zu den beiden ,acycli-
schen* Aldosen (Glycolaldehyd und 5).

Die Strukturzuordnungen fiir die Produkte in der Ribose-
Reihe fuBlen auf spektroskopischen Vergleichen mit authen-
tischen Proben des Ribofuranosyl-1,2-cyclophosphats 151
und des entsprechenden 2,3-Cyclophosphats 1611, wihrend
die Zuordnungen fiir 8 und 12 in der Tetrose-Reihe durch 'H-
und 3'P-NMR-Spektroskopie inklusive 'H-'H- sowie 'H-'3C-
NMR-Korrelationsexperimenten gestiitzt werden. Bei Durch-
fiithrung der Reaktionen in D,0O und in Gegenwart von MgCl,
konnen NMR-spektroskopisch voriibergehend Signale beob-
achtet werden, die den 1,2-Amidocyclophosphaten 11
(0('H) =5.57, CH-anomeres Zentrum; 6(*'P) =25.7) bzw. 14
(0(*"H)=5.35, 6(*'P)=25.9) zuzuordnen sind. Im weiteren
Verlauf der Reaktion nimmt die Intensitdt dieser Signale
wieder ab, wihrend die Signale der 1,2-Cyclophosphate 12
(6('"H) =5.95, CH-anomeres Zentrum; 6(*'P)=18.4) und 15
(0('"H) =5.87, 6(*'P) =18.8) ansteigen. Die Konstitution des
als Zwischenprodukt gebildeten 1,2-Amidocyclophosphats 11
wurde durch 'H-, 3'P- und *C-NMR-Spektroskopie bestimmt
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13 p-Ribose (0.48-1.7 m) 14 15 & So- o \O—
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Schema 2. Aus der Umsetzung von Aldosen mit dem Natriumsalz von Amidotriphosphat (AmTP) oder Diamidophosphat (DAP) in den angegeben
Ausbeuten isolierte und spektroskopisch charakterisierte Reaktionsprodukte. Das Experiment mit AmTP in der Threose-Reihe wurde mit D-Threose
durchgefiihrt. Ausbeuteangaben beziehen sich auf eingesetzte Aldose, mit Ausnahme des durch * gekennzeichneten Werts.['"]

(Abbildung 1). Versuche zu dessen Isolierung durch
Tonenaustauschchromatographie fithrten zu einem
Gemisch, das neben 11 auch das Cyclophosphat 12
enthielt.

Nach Feldmann und Thilo! kann bei der Am-
monolyse von Cyclotriphosphat zu AmTP die Reak-
tion weiter voranschreiten und das Diamidophos-
phat 2 (DAP) gebildet werden. Préparativ ist diese
Verbindung aus POCI; einfach zuginglich und als
kristallines Natriumsalz-Pentahydrat haltbar.’! Es
schien uns, dass auch DAP #hnlich wie AmTP als
selektives Phosphorylierungsreagens fiir a-Hydro-
xyaldehyde brauchbar sein konnte, indem eine der
Aminogruppen gegeniiber der Carbonylgruppe als
Nucleophil wirken und die zweite (nach Protonie-
rung) als Abgangsgruppe in der intramolekularen
Phosphatiibertragung agieren wiirde. Diese Erwar-
tung wurde in Experimenten mit L-Threose und D-
Ribose als représentative Aldosen bestétigt. Dabei
wurden Reaktionsbedingungen gefunden, die nicht
nur die Isolierung der labilen 1,2-Amidocyclophos-
phate 11 und 14 erlauben, sondern auch bessere
Ausbeuten der Endprodukte bei den Phosphorylie-
rungsexperimenten in der Ribosereihe ergeben.

Lisst man L-Threose mit zwei Aquivalenten DAP
in wissriger Losung (0.16 M 10, RT, pH 9.6) reagie-
ren, so beobachtet man innerhalb von 24 Stunden
nur die Bildung eines Addukts neben sehr wenig
Phosphorylierung (‘H- und 3'P-NMR). Wenn die
Umsetzung hingegen bei 4°C und bei einem durch
Ionentauscherharz IR-120 (H*) eingestellten pH-
Wert von 7 durchgefiihrt wird, wird das 1,2-Amido-
cyclophosphat 11 und eine geringe Menge von 12

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 13
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Abbildung 1. 3'P-NMR- und *C-NMR-spektroskopischer Vergleich von Reaktions-
gemischen aus der Reaktion von Threose mit “N-AmTP (oben) und “N-AmTP
(unten) (0.17 mmol 10 in 1 mL D,0, 4 Aquiv. 98-proz. "N-AmTP!, 0.25m MgCl,). 'H-
gekoppeltes 3'P-NMR-Spektrum (a) und 'H-entkoppeltes C-NMR-Spektrum (b),
aufgenommen nach 3 Tagen bei RT. a) Effekt von "N-AmTP gegeniiber “N-AmTP in
den Kopplungsmustern des 3'P{'H}-NMR-Spektrums von 11, in welchem das
Phosphorsignal bei 0 =25.9 als Dublett eines Dubletts erscheint (Jyp=25.8, Jip=
16.2 Hz) anstelle des einfachen Dubletts (J, , = 16.2 Hz) im Spektrum von “N-AmTP.
Das Signal von 12 bei 6 =18.5 bleibt, wie erwartet, unverindert in seinem Auf-
spaltungsmuster. Mit der Zeit verschwindet das Signal von 11, wiahrend das von 12
groBer wird und bei Ende der Reaktion unverindert bleibt. b) *C-NMR-Spektren der
Reaktionsgemische. Bei der Reaktion mit “N-AmTP erscheint das Signal bei 6 =87
(durch BC-'"H-COSY dem Kohlenstoffatom des anomeren Zentrums von 11 zuge-
ordnet) als Dublett (/¢ = 12.6 Hz), bei der Reaktion mit *'N-AmTP als Dublett eines
Dubletts (Je;p=12.5Hz, Jyp=9.5Hz). Das Signal von 12 bei 6=102.8 (C1
zugeordent) ist in seinem Aufspaltungsmuster wie erwartet unveridndert (d, Jep=
4.3 Hz). Diese Beobachtungen zeigen, dass das Stickstoffatom in 11 sowohl an das
anomere Kohlenstoffatom als auch an das Phosphoratom gebunden ist.
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gebildet (*H- und ¥P-NMR). Da die Phosphorylierung den
pH-Wert des Reaktionsmediums langsam ansteigen lésst (auf
ca. 8.5) und dadurch inhibiert wird, ist es notwendig, durch
Zugabe von Amberlite IR-120 (H") in Zwolf-Stunden-Inter-
vallen tiber einen Zeitraum von 4 Tagen einen pH-Wert von
ca. 7 aufrecht zu erhalten, um einen vollstdndigen Verbrauch
der L-Threose zu erreichen. Bei einem solchen Vorgehen wird
11 in hoher Ausbeute gebildet (bis zu ca. 90 % neben ca. 10 %
12 laut '"H-NMR). Ungefihr die Hilfte davon (46 %) lieB sich
durch Ionenaustauschchromatographie in praktisch reiner
Form isolieren; der Verlust spiegelt die Labilitit des primdren
Phosphorylierungsprodukts wieder, das sich in das Cyclo-
phosphat 12 umwandelt.

Die Isolierung des 1,2-Amidocyclophosphats 14 in der
Ribose-Reihe ist schwieriger, was auf seine schnelle Um-
wandlung in ein Gemisch der 1,2- und 2,3-Cyclophosphate
unter den Bedingungen seiner (langsameren) Bildung zu-
riickzufiihren ist. In einem Experiment ausgehend von einem
Uberschuss an p-Ribose!'’! (1.6 M wiissrige Losung von 13 und
1M DAP, RT, pH in 4-h-Intervallen iiber 48 h bei ungefidhr 7
gehalten) wurde das Amidocyclophosphat 14 in einer Aus-
beute von 27% isoliert (48% laut 'H-NMR, bezogen auf
eingesetztes DAP). Die Verbindung wurde 'H-NMR-spek-
troskopisch (siche Legende von Abbildung 2) in Form ihres
Salzes mit der bicyclischen Amidinbase 17 charakterisiert, das
sowohl in DMSO als auch in CHCI, 16slich ist.['!]

Wenn die DAP-Phosphorylierungsgemische in beiden Rei-
hen durchgingig bei einem pH-Wert von 6.5 gehalten werden,
sammeln sich die Phosphorylierungsprodukte als Cyclophos-
phate an: in der L-Threose-Reihe selektiv als das 1,2-Cyclo-
phosphat 12 (74 % isoliert), in der D-Ribose-Reihe als ein
Gemisch der 1,2- und 2,3-Cyclophosphate 15 und 16 (71 %,
Verhiltnis 15:16=3:2 laut 'H-NMR). Dass sich die 1,2-
Amidocyclophosphate 11 und 14 unter solchen Reaktions-
bedingungen tatséchlich in die entsprechenden Cyclophos-
phate umwandeln, wurde in separaten, von reinem 11 bzw. 14
ausgehenden Experimenten 'H-NMR-spektroskopisch besté-
tigt (Schema 2).

Eine préparative Phosphorylierung der L-Threose und der
D-Ribose direkt zu den entsprechenden 2-Phosphaten 18 und
19 wird bei der Reaktion mit DAP durch sukzessives
a) b)

"H-NMR N-H

—OH—

b

31P.NMR
(*H-gekoppelt) l

Herabsetzen des pH-Werts von 6.5 auf ca. 2 erreicht. Unter
diesen Bedingungen werden die 1,2-Cyclophosphate inner-
halb von Tagen zu den 2-Phosphaten hydrolysiert (Schema 3).
Ein geringer Anteil des Hydrolyseprodukts in der Ribose-
Reihe ist das 3-Phosphat 20, das sich vermutlich aus dem im

o oH  20Aquiv. DAP, H,0,
/ pH 6.5 - 3.0 ap=12
3 ",
HO OH AT, 59% HO 0P032‘

10 L-Threose (0.17 M)

o R
; Q
1.2 Aquiv. DAP, H,0,
0 o 12k 10 @m e

— PH 7.0 > 2.0 /
HO  OH RT, 79% oPOZ~ 200 OH
13 D-Ribose (1.2 M) 19a “ 20
KQW (19:20 = 15:1)
S oPosE

(19a:19b = 6:1)1%

Schema 3. Eintopfreaktion von Aldosen mit Diamidophosphat (DAP) zu
den 2-Phosphaten. In separaten Experimenten wurde 'H-NMR-spektros-
kopisch gezeigt, dass unter denselben Reaktionsbedingungen, aber in
Abwesenheit von DAP, 11 und 12 (siche Schema?2) zu 18 und die
Zwischenprodukte 14 und 15/16 zu 19/20 reagieren (Schema 2).

Reaktionsgemisch vorhandenen Ribofuranosyl-2,3-phosphat
16 herleitet. Die Strukturzuordnungen in der Ribose-Reihe
stiitzen sich wiederum auf den spektroskopischen Vergleich
mit bekannten Verbindungen!® %), und fiir 18 in der Threose-
Reihe ist die Konstitution durch 'H- und 3'P-NMR-Spektros-
kopie inklusive 'H-'H- sowie 'H-'*C-NMR-Korrelationsexpe-
rimenten belegt.

Die Reaktionen zwischen den (,,cyclischen*) Aldosen mit
AmTP und DAP scheinen uns mechanistisch durchsichtig zu
sein, mit Ausnahme der offenen Fragen, die sich auf die
Details der Rolle des Magnesiumions beziehen und auf den
Reaktionsschritt, in dem sich die Umwandlung eines 1,2-
Amidocyclophosphats in ein 1,2-Cyclophosphat vollzieht. Es
scheint bemerkenswert, dass die Hydrolyse der aktivierten
1,2-Amidocyclophosphate den Weg iiber einen
Zwischenproduktstyp nimmt, in welchem die
Phosphatgruppe noch immer aktiviert ist (die
1,2-Cyclophosphate), bevor die Endprodukte
|1 der Hydrolyse (die 2-Phosphate) gebildet wer-
w den. Solch eine stufenweise Desaktivierung
‘ spiegelt klar eine transiente kinetische Kontrolle
i ‘ der Hydrolyseprozesse durch anchimere Unter-
— stiitzung in den Ringbildungschritten wider.!'?!
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Abbildung 2. a) 'H- und b) ¥P-NMR-Spektren des Ribofuranosyl-1,2-amidocyclophosphat-
Salzes 14-17 in DMSO. Das Signal fiir das Phosphoramid-NH-Proton bei 6 =4.96 erscheint
als Dublett eines Dubletts (Jyyp=15.4, J;nu =5.0 Hz) und das (1-H)-Signal bei 6 =5.25 als
Multiplett (J,p=16.5Hz, J;xy=5.0, J;,=4.9 Hz). Im *P-NMR-Spektrum erscheint das
Signal bei 0 =25.5 als Dublett eines Dubletts (/,p =16.5 Hz, Jyyp=15.4, J,p =74 Hz). Bei
Zugabe von D,0O verschwindet das NH-Signal bei 0 =4.96, zusammen mit den den OH-
Gruppen zugeordneten Signalen. Damit einher geht eine Verdnderung des Aufspaltungs-
musters des Signals bei 0 =5.25, das nun wieder als Dublett eines Dubletts erscheint.
Gleichzeitig reduziert sich das 3'P-NMR Signal bei 6 =25.5 auf ein Dublett eines Dubletts.
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T prozesse sind Anwendungsbeispiele einer ge-
nerellen Strategie, um Regioselektivitit in Funk-
tionalisierungsprozessen zu erzielen, namlich
ein aktiviertes Reagens an einen Reaktanten in
unmittelbarer Nachbarschaft zum Reaktionsort
reversibel zu binden und dadurch die gewiinsch-
te Strukturumwandlung durch eine irreversible
intramolekulare Ubertragung der funktionali-
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sierenden Gruppe zu erreichen.') Abgesehen davon, dass die
beschriebenen Reaktionen in der Kohlehydratchemie von
Interesse sein konnen,!'! ist die Demonstration der Existenz
solch robuster und regioselektiver Phosphorylierungsprozesse
in wissriger Losung auch als Beitrag zu einer potentiellen
pribiotischen Chemie der Zucker gedacht.[l 3]

Experimentelles!"!

10 —12 (Beispiel einer Phosphorylierung mit AmTP): Zu p-Threose 10
(250 mg, 2.1 mmol; Sigma-Aldrich) wurde eine wissrige Losung des
Natriumsalzes von AmTP!' (5 mL, 10.0 mmol) und wasserfreies MgCl,
gegeben (119 mg, 1.25 mmol). Das Reaktionsgemisch (pH 8.5) wurde bei
RT geschiittelt, bis man eine klare Losung erhielt. Nach fiinf Tagen
(pH7.1) wurde die triibbe Losung mit 500 mL Wasser verdiinnt und
anschlieBend durch Ionenaustauschchromatographie gereinigt (DEAE-
A25-Sephadex, 40—120 mesh, HCO; -Form, 5 x 20 cm, gewaschen mit
300 mL Wasser, anschlieBende Elution mit 0 —0.5m Et;NH - HCO; in 0.01-
M-Inkrementen von jeweils 50 mL). Die Produktfraktionen wurden (nach
Einengen auf jeweils ca. 10 mL, Detektion durch DC: nBuOH/AcOH/H,0
5:3:2, Anfirben mit Anisaldehyd) vereinigt und im Vakuum eingedampft
(10 Torr), viermal mit Wasser codestilliert, um den iiberschiissigen Puffer
zu entfernen, und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (H.V., RT, ca. 24 h).
Man erhielt 512 mg eines schwach gelben Pulvers, das 477 mg des
Triethylammonium-Salzes von 12 enthielt (80% Ausbeute, basierend auf
Pentaerythrit als interner 'H-NMR-Standard; Reinheit > 95% gemiR 'H-
NMR). 12 Et;NH*: R;=0.60; '"H-NMR (600 MHz, D,0): 6 =1.16 (t, J =
74 Hz, 9H, CH;), 3.07 (q, /=74 Hz, 6 H, CH,), 3.86 (dd, Jy,, = 10.6, J;, =
1.1 Hz, 1H, 4-H), 4.06 (dd, J,e = 10.6, J5,=2.6 Hz, 1H, 4-H), 4.28 (br.m,
1H, 3-H), 4.70 (m, teilweise Uberlagert durch HDO-Signal, 1H, 2-H), 5.95
(ddd, J,p,=15.7, J,,=4.0, J,; =17Hz, 1H, 1-H); BC-NMR (151 MHz,
D,0): 0 =8.58 (CH3;), 46.98 (CH,), 73.19 (C4), 74.54 (Jc3p=6.9 Hz, C3),
84.27 (C2),102.78 (J¢i1p =4.3 Hz, C1). 3'P-NMR (243 MHz, D,0): 18.7 (dd,
Jurp=15.7, Jupp =5.5 Hz); MS (pos., FAB): m/z (%): 306 (10, [M+Na]*),
102 (100, [Et;NH]*); HR-MS: gef.: 306.1084 [M+Na]*, ber.: 306.1082.

13 —15+16 (Beispiel einer Phosphorylierung mit DAP): p-Ribose 13
(600 mg, 4.0 mmol) wurde in 3.4 mL Wasser gelost; bei RT wurde
NaPO,(NH,),-5H,0 (500 mg, 2.4 mmol) zugegeben. Der pH-Wert der
Losung (9.4) wurde iiber 24 h bei 7 gehalten, indem man Ionentauschharz
Amberlite IR-120 (H") in Abstinden von 4 h zugab. Weiteres NaPO,-
(NH,), - 5H,0 (500 mg, 2.4 mmol) wurde zugegeben und der pH-Wert, wie
zuvor beschrieben, tiber 24 h auf 7 eingestellt. AnschlieBend wurde der pH-
Wert mit Amberlite IR-120 (H*) auf 6.5 abgesenkt und, wie zuvor
beschrieben, tiber 24 h gehalten. Das Reaktionsgemisch wurde mit 0.05m
wissr. Et;NH - HCO; auf 10 mL verdiinnt, filtriert und das Harz dreimal
mit 10 mL einer 0.05m wéssr. Et;NH - HCO, gewaschen. Die Waschfrak-
tionen wurden mit dem Filtrat vereinigt und durch Ionenaustauschchro-
matographie gereinigt (Dowex 1X8, HCO; -Form; 7.5 x 10 cm, Elution mit
0.05—0.2m Et;NH - HCO; in 0.01-M-Inkrementen von jeweils 50 mL). Die
Produktfraktionen wurden (nach jeweiligem Einengen im Vakuum und
Analyse durch ¥P-NMR-Spektroskopie in D,0) vereinigt und wie fiir 12
beschrieben aufgearbeitet. Man erhielt 960 mg eines farblosen Pulvers, das
883 mg eines Triethylammoniumsalzes von 15+ 16 enthielt. (71% Aus-
beute basierend auf Natriumbenzoat als interner Standard fiir 'H-NMR;
15:16 =3:2 laut '"H-NMR). 15 (Na*): R;=0.31; 'H-NMR (600 MHz, D,0O):
0=3.64 (dd, Jye, =12.5 Hz, J,5=4.5 Hz, 1H, 5-H), 3.88 (d, Jyem = 12.5 Hz,
1H, 5-H), 4.04 (br.m, 2H, 3-H, 4-H), 4.82 (m, 1H, 2-H), 5.86 (dd, J,p=
170 Hz, J,,=4.1 Hz, 1H, 1-H); *C-NMR (151 MHz, D,0): 6 =59.68 (C5),
69.74 (J;p,=6.1 Hz, C3), 78.76 (C2), 80.37 (C4), 101.34 (J,p, =4.1 Hz, C1).
3IP-NMR (243 MHz, D,0): 6=19.89 (dd, Ji;;»=16.9 Hz, Jiy,» =4.9 Hz).
MS (pos., FAB): m/z (%): 257 (100, [M+Na]*); MS (neg., ESI): m/z (%):
211 (100, [M]~). Charakteristische Signale fiir 16 (als Gemisch von a/f-
Pyranose- und Furanose-Anomeren): '"H-NMR (600 MHz, D,0): 6 =4.88
(d, J;,=69Hz, 025H, 1-H, S-Pyranose), 5.43 (br.s, 0.55H, 1-H, (-
Furanose), 5.49 (dd, J,,=5.1, J,,=0.9 Hz, 0.20H, 1-H, a-Furanose). 3'P-
NMR (243 MHz, D,0): 1773 (d, J=18.1 Hz, f-Pyranose), 21.49 (dd, J=
8.9 Hz, J =8.7 Hz, f-Furanose), 22.89 (t, J=7.6 Hz, a-Furanose).
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