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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 7 ( 3 ) ,  295-306 (1988)  

H Y D R O L Y S I S  OF A D E N O S I N E  CYCLIC 3 ' , 5 ' - ( R p ) -  AND ( 5  )-PHOSPHOR- 
A M I D A T E S .  S T E R E O E L E C T R O N I C  E F F E C T S  IR THE ACID-EYDRDLYSIS. 

x J .  Tomasz and S .  B o t t k a  

I n s t i t u t e  o f  B i o p h y s i c s ,  B i o l o g i c a l  R e s e a r c h  C e n t r e ,  
H u n g a r i a n  Academy o f  S c i e n c e s ,  H - 6 7 0 1  Szeged,  H u n g a r y  

A b s t r a c t .  H y d r o l y s e s  o f  R and sp d i a s t e r e o i s o m e r s  o f  adeno-  
s i n e  c y c l i c  3 ' , 5  I - p h o s $ o r a m i d a t e  ( L ) ,  - N - m e t h y l p h o s p h o r -  
a m i d a t e  (2) and - N , N - d i m e t h y l p h o s p h o r a m i d a t e  ( 3 )  i n  0 . 1  N 
s o d i u m  h y d r o x i d e  and 0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  r e s p e c t i v e l y ,  
have been s t u d i e d .  I n  0 . 1  N s o d i u m  h y d r o x i d e ,  t h e  e s t e r  
bonds  o f  t h e  compounds a r e  b r o k e n .  I n  0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  
a c i d ,  d e s p i t e  p r e d i c t i o n s  t o  t h e  c o n t r a r y ,  1 h y d r o l y z e s  w i t h  
p r e d o m i n a n t  e s t e r  bond b r e a k i n g s ,  w h i l e  3- decomposes w i t h  
e x c l u s i v e  amide bond f i s s i o n .  I n  t h e  a c i d - h y d r o l y s i s  o f  2, 
c l e a v a g e s  o f  amide and e s t e r  b o n d s  a r e  o f  c o m p a r a b l e  d e g r e e .  
S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  e x i s t  b e t w e e n  R and Sp d i a s t e r e o -  
i s o m e r s .  The p e c u l i a r  b e h a v i o r  o f  1 and-5 i n  a c r d  h y d r o l y s i s  
i s  i n t e r p r e t e d  on t h e  b a s i s  o f  g r o u n d  s t a t e  s t e r e o e l e c t r o n i c  
e f f e c t s .  

H y d r o l y s e s  o f  a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' - ( R p ) -  - and ( S p ) -  

p h o s p h o r a m i d a t e s  (Rp-J and - S p - A )  and a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' -  

(Sp)-N,N-dimethylphosphoramidate (sp- l )  i n  0 . 1  N s o d i u m  h y d -  

r o x i d e  and 0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  r e s p e c t i v e l y ,  h a v e  re- 
c e n t l y  b e e n  s t u d i e d  b y  p r o d u c t  a n a l y s i s  i n  o u r  l a b o r a t o -  

r Y  ' I t  was f o u n d  t h a t  i n  0 . 1  N s o d i u m  h y d r o x i d e  t h e  com- 

pounds h y d r o l y z e d  a s  e x p e c t e d , 3  i . g .  w i t h  e s t e r  b o n d  

b r e a k i n g s  t o  g i v e  a m i x t u r e  o f  a d e n o s i n e  c y c l i c  2 ' , 3 ' - m o n o -  

p h o s p h a t e  (1) and a d e n o s i n e  5 ' - p h o s p h o r a m i d a t e  (@) o r  
a d e n o s i n e  5'-N,N-dimethylphosphoramidate (6c) - ( r o u t e s  - A and 

- B i n  SCHEME - 1 )  i n  m o l a r  p e r c e n t a g e s  o f  5/6a(6c) % 7 0 : 3 0  ( f o r  

R - l ) ,  , ~ 6 0 : 4 0  ( f o r  sp-L) or % 9 0 : 1 0  (for sp-Z). C y c l i c  -P - 
p h o s p h a t e  - 5 c a n  be d e r i v e d  f r o m  3 ' - p h o s p h o r a m i d a t e  4a (or 
- 4 c ) ,  t h e  u n s t a b l e  p r o d u c t  of  P-0-C5 '  b o n d  b r e a k i n g .  I t  was 

d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  aqueous s o l u t i o n  - 4a r a p i d l y  c o n v e r t s  
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i n t o  - 5 b y  t h e  g r o u p . 4  R e m a r k a b l e  

d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  in t h e  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  p h o s -  

p h o r a m i d a t e s  - 1 a n d  sp- l .  I n  0 . 1  N. h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  s p - l  
h y d r o l y z e d  w i t h  p r a c t i c a l l y  e x c l u s i v e  P - N  b o n d  b r e a k i n g  

( > 9 9 % )  t o  a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' - m o n o p h o s p h a t e  ( 7 )  - ( r o u t e  - C 

i n  SCHEME 11 ,  a s  a n t i c i p a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  k n o w n  s e n -  

s i t i v i t y  of P-N b o n d  t o w a r d s  I n  t h e  a c i d  h y d r o l y s i s  

o f  Rp-L a n d  S,-L> h o w e v e r ,  P-N b o n d  f i s s i o n  was i n s i g n i f i -  

c a n t  (<lo%) a n d  c l e a v a g e  o f  t h e  e s t e r  b o n d s  p r e v a i l e d  

5 / 6 a / 7  % 8 3 : 8 : 9  ( f o r  - R,,-L) a n d  ' ~ 8 7 : 1 0 : 3  ( f o r  S p - l )  . T h i s  

i n d i c a t e s  a n  u n e x p e c t e d  s t a b i l i t y  o f  t h e  P-N b o n d  i n  - 1 

t o w a r d s  a c i d .  A s e r n i - q u a n t i t a t i v e  c o m p a r i s o n  showed  s i g n i f i -  

c a n t  d i f f e r e n c e s  in t h e  r a t e s  o f  h y d r o l y s i s  o f  sp-i a n d  sp- 
- 3 b o t h  i n  0 . 1  N s o d i u m  h y d r o x i d e  a n d  i n  0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  

a c i d .  The d i f f e r e n c e  i n  r a t e s  was much l a r g e r  i n  a l k a l i  t h a n  

i n  a c i d .  

a c t i o n  o f  t h e  2 ' - h y d r o x y l  

H y d r o l y s i s  s t u d i e s  o n  Rp-l-, s p - l  a n d  sp - l  h a v e  now b e e n  

r e p e a t e d  b y  u s i n g  HPLC f o r  p r o d u c t  a n a l y s i s ,  i n s t e a d  o f  p r e -  

p a r a t i v e  TLC a n d  D E A E - c e l l u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

e m p l o y e d  e a r l i e r .  The i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  a l s o  b e e n  e x t e n d e d  

t o  a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' - ( R p ) -  - a n d  (S, , ) -N-rnethy lphosphor-  - 

a m i d a t e s  a n d  sp-?) a n d  t o  f$ - l .  The b e h a v i o r  o f  t t i e  

d i a s t e r e o i s o m e r i c  p a i r s  o f  t h r e e  a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' -  

p h o s p h o r a m i d a t e s  d i f f e r i n g  i n  o n e  N - m e t h y l  g r o u p  u n d e r  h y d -  

r o l y s i s  c o n d i t i o n s  i n  0 . 1  N s o d i u m  h y d r o x i d e  a n d  0 . 1  N h y d -  

r o c h l o r i c  a c i d ,  c o u l d  t h u s  b e  c o m p a r e d .  R e s u l t s  o f  t h e s e  

c o m p a r a t i v e  h y d r o l y s i s  s t u d i e s  a r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e s e n t  

p a p e r .  A p o s s i b l e  i n t e r p r e t a t i o n  b a s e d  o n  g r o u n d  s t a t e  

s t e r e o e l e c t r o n i c  e f f e c t s  f o r  t h e  e n h a n c e d  s t a b i l i t y  o f  t h e  

P-N b o n d  o f  - 1 t o w a r d s  a c i d ,  w i l l  a l s o  b e  d i s c u s s e d .  

RESULTS AND DISCUSSION 

The d i a s t e r e o i s o m e r i c  p a i r s ,  - R p  a n d  sp o f  t h r e e  a d e n o -  

s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' - p h o s p h o r a m i d a t e s  d i f f e r i n g  i n  o n e  N - m e t h y l  

g r o u p ,  1, 2 a n d  - 3 ,  w e r e  h y d r o l y z e d  a t  3 7 O C  i n  0 . 1  N s o d i u m  
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2 98 TOMASZ AND BOTTKA 

h y d r o x i d e  a n d  0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  a c i d .  P e r c e n t a g e  b o n d  

b r e a k i n g s ,  h a l f - l i v e s  a n d  p s e u d o - f i r s t - o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  

t o g e t h e r  w i t h  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s ,  a r e  s u m m a r i z e d  i n  

T A B L E  1. 

A l k a l i n e  h y d r o l y s i s  

A l k a l i n e  h y d r o l y s i s  r e s u l t s  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  

c l e a v a g e  o f  t h e  ester b o n d s .  T h e r e  i s  a p r e f e r e n t i a l  f i s s i o n  

o f  t h e  P-O-C5'  l i n k a g e  t h a t  c o n t a i n s  t h e  p r i m a r y  c a r b o n  

a t o m .  The P - d - C 5 '  b o n d  b r e a k i n g  e x c e e d s  t h e  P - 0 - C 3 '  b o n d  

f i s s i o n  b y  a f a c t o r  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 for - 1 a n d  2 a n d  t a k e s  

p l a c e  a b o u t  1 0  t i m e s  a s  r a p i d l y  a s  t h e  P - 0 - C 3 '  b o n d  f i s s i o n  

o c c u r s  f o r  - 3 .  The P - N  b o n d  b r e a k i n g  i s  i n s i g n i f i c a n t  ( < 1 % ) ,  
e x c e p t  i n  sp-2, w h e r e  i t  a p p r o a c h e s  3 % .  

S t r i k i n g  d i f f e r e n c e s  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  r a t e  o f  h y d r o -  

l y s i s  of  p h o s p h o r a m i d a t e s  1, 2 a n d  - 3 .  The r a t e  o f  h y d r o l y s i s  

o f  - 1 e x c e e d s  t h a t  o f  - 2 b y  a f a c t o r  o f  a p p r o x i m a t e l y  26  a n d  

i s  g r e a t e r  b y  a f a c t o r  o f  a b o u t  8 , 0 0 0  (Rp) or 1 1 , 0 0 0  (sp) 
t h a n  t h a t  o f  - 3 .  The h y d r o l y s i s  o f  2, t h u s ,  o c c u r s  a b o u t  300-  
4 0 0  t i m e s  a s  f a s t  a s  d o e s  t h a t  o f  - 3 .  The d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

r a t e  o f  h y d r o l y s i s  may b e  i n t e r p r e t e d  i n  a s i m i l a r  way a s  

W e s t h e i m e r  s u g g e s t e d 7  f o r  t h e  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  p h o s -  

p h o r a m i d i c  f l u o r i d e s  t h a t  p r o c e e d s  much m o r e  r a p i d l y  w i t h  

a m i d e s  o f  ammonia a n d  o f  p r i m a r y  a m i n e s  t h a n  w i t h  t h o s e  o f  

s e c o n d a r y  a m i n e s .  H e n c e ,  t h e  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  p h o s -  

p h o r a m i d a t e s  - 1 a n d  2 h a v i n g  h y d r o g e n  a t o m ( s )  a t t a c h e d  t o  

n i t r o g e n ,  w o u l d  p r o c e e d  a c c o r d i n g  t o  a n  e l i m i n a t i o n - a d d i t i o n  

t y p e  m e c h a n i s m  t h r o u g h  a n i t r o g e n  a n a l o g u e  o f  m o n o m e r i c  me- 

t a p h o s p h a t e  ( 8 )  - ( S C H E M E  2 ) ,  w h i l e  t h a t  o f  p h o s p h o r a m i d a t e  3 
c o n t a i n i n g  no  h y d r o g e n  a t o m  a t t a c h e d  t o  n i t r o g e n ,  w o u l d  b e  a 

c o n c e r t e d  p r o c e s s .  

- R p  i l i a s t e r e o i s o m e r s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  p h o s p h o r a m i d a t e s  

h y d r o l y z e  a b o u t  t w i c e  a s  r a p i d l y  a s  do  t h e  Sp d i a s t e r e o i s o -  

m e r s .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  p h o s p h o r u s  d i a s t e r e o i s o m e r s  o f  a d e -  

n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' - m o n o p h o s p h a t e  b e n z y l  t r i e s t e r s  h a v i n g  

t h e  b e n z y l o x y  g r o u p  a t  t h e  e q u a t o r i a l  p o s i t i o n  h y d r o l y z e  

a p p r o x i m a t e l y  f o u r  t i m e s  f a s t e r  t h a n  t h o s e  w i t h  t h e  b e n z y l -  

o x y  g r o u p  a t  t h e  a x i a l  p o s i t i o n .  9 
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TABLE 1 
R e a c t i o n  r a t e s ,  h a l f - l i f e  v a l u e s  a n d  p e r c e n t a g e  o f  b o n d  
b r e a k i n g s  o f  t h e  h y d r o l y s i s  o f  RP a n d  2, d i a s t e r e o i s o r n e r s  o f  
a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ' , 5 ' - p h o s p h o r a r n i d a t e  (I), - N - r n e t h y l p h o s -  
p h o r a r n i d a t e  ( 2 )  a n d  N , N - d i r n e t h y l p h o s p h o r a r n i d a t e  ( 3 )  i n  9.1 N 
s o g i u 2  h y d r o x i d e  ( O H - )  a n d  0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( H  ) a t  
37 c .  

Bond  b r e a k i n g  ( % )  
k ~ l 0 ~ s e c - l  a b x 1 0 5  1 / 2 S e C .  Compound P - N  P - 0 - C 5 '  P-O-C3'  t 

OH- <0 .2 '  7 4 . 5  2 5 . 5  1 . 7 5  3 9 6 0 0  4 8 0 0  
R - 1  -P - H+ 8 . 6  8 0 . 8  1 0 . 6  1 6 2 0  4 2 . 8  1 . 0 0 1  

OH- ~ 0 . 2 '  6 4 . 6  3 5 . 4  2 . 8 0  2 4 8 0 0  4300  

H+ 3 . 2  8 6 . 1  
s - 1  -P - 1 0 . 7  1 9 2 0  3 6 . 1  0 . 9 5 1  

OH-  0 . 4  7 3 . 7  2 5 . 9  47  1 4 7 0  3 1 . 6  

1 . 1 7  0 . 0 0 6 2  

OH- 2 . 9  7 3 . 6  2 3 . 5  74  9 3 7  7 . 7 7  

H+ 7 6 . 1  2 1 . 6  2 . 3  2 8 0 8 0  2 . 4 6  0 . 0 1 0 7  

OH- 0 . 7  9 0 . 1  9 . 2  1 3 6 8 0  5 . 0 6  0 . 1 6 3  

H 9 9 . 5  

OH- 0 . 4  9 1 . 6  8 . 1  3 2 0 4 0  2 . 1 6  0 . 0 3 5  

H+ 9 9 . 6  0 . 4  < 0 . l c  8 6 4 0  8 . 0 2  0 . 1 5 5  

s - 2  -P - 

R - 3  -P - + 0 . 4  0 . 1  6 9 8 4 0  0 . 9 9  0 . 0 0 7 3  

s -3 -P - 

N e g l e c t e d  for c a l c u l a t i o n  C F o r  d e t a i l s  s e e  EXPERIMENTAL a 

2 S t a n d a r d  d e v i a t j o n  
Ex - n(T7) 

o =  
n - 1  
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TOMASZ AND BOTTKA 3 00 

A c i d  h y d r o l y s i s  

I n  a c i d  h y d r o l y s i s ,  p h o s p h o r a n i i d a t e s  - 1 ,  2 a n d  - 3 b e h a v e  
5 , 6  d i f f e r e n t l y .  I n  t h e  c a s e  o f  - 1 - c o n t r a r y  t o  e x p e c t a t i o n s  

- t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  e s t e r  b a n d s  p r e d o m i r l a t e s ,  a n d  t h e  

d e g r e e  o f  1 ' -N b o n d  b r e a k i n g  i s  less t h a n  1 0 % .  The  P - N  b o n d  
b r e a k i n g  f o r  Rp-L i s  a b o u t  t h r e e  t imes  f a s t e r  t h a n  t h a t  f o r  

-p S - 1  -. I n  t h e  h y d r o l y s i s  o f  - 2 t h e  P - N  burid f i s s i o n  i s  r e m a r k -  
a b l y  i n c r e a s e d ,  a n d  t h e  c l e a v a g e  o f  e i t h e r  b o t h  e s t e r  b o n d s  

( f o r  S p - l )  o r  o n l y  o f  t h e  P - O - C 5 '  e s t e r  l i n k a g e  ( f o r  F$-2), 
i s  d e c r e a s e d  a c c o r d i n g l y .  The  amour i t  o f  P-N b o n d  b r e a k i n g  i s  

a b o u t  two  t imes  g r e a t e r  f o r  S - 2  - c o m p a r e d  t o  El,-?. O n l y  

compound  - 3 h y d r o l y z e s  a s  expec ted , '  , 6  - _  i . e .  w i t h  p r a c t i c a l l y  
e x c l u s i v e  P - N  b o n d  b r e a k i n g  ( : . 9 9 % ) .  Of t h e  t w o  e s t e r  b o n d s ,  

t h e  P - O - C 5 '  l i n k a g e  t h a t  c o n t a i n s  t h e  p r i m a r y  c a r b o n  a t o m ,  

i s  t h e  m o r e  u n s t a b l e  b o n d  e v e n  i n  a c i d .  T h e  f i s s i o n  o f  t h e  

P - O - C 5 '  b o n d  i s  a p p r o x i m a t e l y  8 t i m e s  f a s t e r  t h a n  t h a t  o f  

t h e  P - O - C 3 '  l i r i k a g e  f o r  Rp-L a n d  Sp-l-. This f a c t o r  i s  r e -  
m a r k a b l y  d i f f e r e n t  f o r  t h e  t w o  d i a s t e r e o i s o m e r s  o f  - 2 ,  b e i n g  
e q u a l  t o  a b o u t  5 f o r  F&-;! a n d  a p p r o x i m a t e l y  1 0  f u r  

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  sp- l ,  t h e  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  t h e  
p h o s p h o r a m i d a t e s  s t u d i e d  p r o c e e d s  s l o w e r  t h a n  d o e s  t h e  a l k a -  

sp-2. 
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l i n e  h y d r o l y s i s .  S i m i l a r l y  a s  w i t h  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s ,  t h e  

r a t e  o f  d e c o m p o s i t i o n  o f  Rp-L i n  a c i d  e x c e e d s  t h a t  o f  S p - l .  
On t h e  o t h e r  h a n d ,  sp-2 t h a n  R p - l  
a n d  R p - l  b y  f a c t o r s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 a n d  8 ,  r e s p e c t i v e l y .  

R e s u l t s  o f  a c i d  h y d r o l y s i s  may b e  i n t e r p r e t e d  o n  t h e  

b a s i s  o f  g r o u n d  s t a t e  s t e r e o e l e c t r o n i c  e f f e c t s .  The n i t r o g e n  

a t o m  o f  a p h o s p h o r a m i d a t e  may be e i t h e r  o f  p l a n a r  o r  o f  p y r -  

a m i d a l  g e o m e t r y ,  l o  F o r  e x a m p l e ,  i n  c r y s t a l l i n e  p h e n y l  p h o s -  

p h o r o d i a m i d a t e  o n e  n i t r o g e n  a t o m  i s  q u a s i - p l a n a r  a n d  t h e  

s e c o n d  o n e  i s  p y r a m i d a l . ”  A s s u m i n g  t h a t  t h e  a m i d e  n i t r o g e n  

a t o m  i n  - 1 i s  o f  p y r a m i d a l  g e o m e t r y ,  o n e  may c o n s i d e r  a s t e r -  

e o e l e c t r o n i c  e f f e c t  d u e  t o  t h e  o v e r l a p  o f  t h e  l o n e  p a i r  o f  

t h e  n i t r o g e n  a t o m  a n d  t h e  a a n t i b o n d i n g  o r b i t a l  o f  o n e  o f  

o r b i t a l  o v e r l a p  i s  t h e  t w o  P - 0  e s t e r  b o n d s .  T h i s  n < - - > a  

e x p e c t e d  t o  c a u s e  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h e s t  e n e r g y  g a i n  o n  t h e  

b a s i s  o f  t h e  e l e c t r o n e g a t i v i t y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  o x y g e n  

a n d  n i t r o g e n  a n d  r e q u i r e s  t h e  a n t i p e r i p l a n a r  o r i e n t a t i o n  o f  

t h e  l o n e  p a i r  o n  n i t r o g e n  t o  o n e  o f  t h e  t w o  P -0  e s t e r  

b o n d s . ”  As shown i n  SCHEME 3 ,  t w o  o f  t h e  t h r e e  p o s s i b l e  

s t a g g e r e d  c o n f o r m a t i o n s  a b o u t  t h e  P - N  b o n d ,  - 9a a n d  - 9b f u l f i l  

a n d  S p - r  a r e  l e s s  s t a b l e  

* 
* 

P - 0  N 

S C H E M E  3 .. .. 

’ 5’ 

9a - 

63’ 

t h e  l a t t e r  r e q u i r e m e n t  i.e. t h e s e  a r e  t h e  s t e r e o e l e c t r o n -  

i c a l l y  f a v o r e d  c o n f o r m a t i o n s .  I n  t e r m s  o f  a s i m p l e  r e s o n a n c e  

p i c t u r e ,  t h i s  s t e r e o e l e c t r o n i c  e f f e c t  may b e  d e s c r i b e d  b y  
1 3  t h e  n o - b o n d - d o u b l e - b o n d  r e s o n a n c e  s t r u c t u r e s  10a a n d  10b 

w h i c h  c l e a r l y  show t h e  w e a k e n i n g  o f  t h e  e s t e r  b o n d s  a n d  t h e  

- -  

- -, 
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302 TOMASZ AND BOTTKA 

s t r e n g t h e n i n g  o f  t h e  P - N  l i n k a g e .  The s t e r e o e l e c t r o n i c  e f -  

f e c t  may t h u s  b e  r e s p o n s i b l e  for t h e  p r e d o m i n a n t  e s t e r  b o n d  

b r e a k i n g  a n d  t h e  u n i m p o r t a n t  P-N b o n d  b r e a k i n g  i n  t h e  a c i d  

h y d r o l y s i s  o f  - 1 .  

10a - 
The a p p r o x i m a t e l y  t h r e e f o l d  P - N  b o n d  b r e a k i n g  f o u n d  f o r  

R -1 c o m p a r e d  . t o  sp-_l, c a n  be u n d e r s t o o d  b y  c o n s i d e r i n g  t h e  -P - 
1 , j - s y n a x i a l  s t e r i c  r e p u l s i o n  b e t w e e n  t h e  a m i n o  g r o u p  ar id  

t h e  3 ' o r  5 '  h y d r o g e n  a s  s c h e m a t i c a l l y  s h o w n  i n  S C H F M E  4 .  

S C H E M E  4 

OH OH 
T h i s  s y n a x i a l  s t e r i c  r e p u l s i o n  d e s t a b i l i z e s  t h e  t w o  s t e r e o -  

e l e c t r o n i c a l l y  f a v o r e d  c o n f o r m a t i o n s  o f  Rp-_ l ,  2 a n d  9 b ,  b u t  

h a s  n o  e f f e c t  o n  Sp-J. 
Why d o e s  t h e  a b o v e - m e n t i o n e d  s t e r e o e l e c t r o n i c  e f f e c t  

n o t  o p e r a t e  i n  t h e  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  ?? On t h e  b a s i s  o f  t h e  

a n a l o g o u s  t h y m i d i n e  compound  o f  knowr i  g e o m e t r y ,  l4 i t  seems 

r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  S p - l  h a s  a p l a n a r  d i m e t h y l a m i n o  

g r o u p  t h a t  l i e s  i n  t h e  same p l a n e  a s  t h e  p h o s p h o r y l  g r o u p  

- - 
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d o e s .  T h i s  g e o m e t r i c a l  a r r a n g e m e n t  is n o t  f a v o r a b l e  f o r  t h e  

a b o v e - m e n t i o n e d  o r b i t a l  o v e r l a p .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  

a t t r a c t i o n  o f  t h e  n i t r o g e n  l o n e  p a i r  b y  p h o s p h o r u s  may b e  

c o m p e n s a t e d  b y  t h e  e l e c t r o n  t r a n s f e r  f r o m  p h o s p h o r u s  t o w a r d s  

n i t r o g e n  a l o n g  t h e  a b o n d .  , l6 C o n s e q u e n t l y ,  i n  t h i s  

c a s e  n o  f a c t o r  t h a t  w o u l d  s t r e n g t h e n  t h e  P-N l i n k a g e ,  i s  

a v a i l a b l e .  I f  i n  Rp-Z t h e  d i m e t h y l a m i n o  g r o u p  is n o t  p l a n a r  

b u t  o f  p y r a m i d a l  g e o m e t r y  a s  i s  - e . g . i n  G - 2 - d i m e t h y l a m i n o -  

2 - t h i o - 5 - t - b u t y l - 1 , 3 , 2 -  - o x a z a p h o s p h o r i n a n e  ( a x i a l  

d i m e t h y l a m i n o  g r o u p ) ,  l7 i t  i s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  1 , 3 -  s y n -  

a x i a l  s t e r i c  r e p u l s i o n  d e s t a b i l i z e s  t h e  t w o  s t e r e o e l e c t r o n -  

i c a l l y  f a v o r e d  c o n f o r m a t i o n s  9a a n d  9b t o  a much g r e a t e r  

e x t e n t  t h a n  i t  d o e s  for Rp-J. 
M o n o m e t h y l a m i d e  - 2 o c c u p i e s  a n  i n t e r m e d i a t e  p o s i t i o n  

b e t w e e n  u n s u b s t i t u t e d  a m i d e  - 1 a n d  d i m e t h y l a m i d e  - 3 .  On t h e  

b a s i s  o f  b o n d  b r e a k i n g s ,  we may s a y  i n  a v e r y  r o u g h  a p p r o x i -  

m a t i o n ,  t h a t  - -  Rp-2 r e s e m b l e s  1, w h i l e  Sp-2 i s  s i m i l a r  t o  - 3 .  
A c c o r d i n g l y ,  a p y r a m i d a l  o r  q u a s i - p y r a m i d a l  n i t r o g e n  a t o m  

may b e  s u g g e s t e d  for a n d  a p l a n a r  o r  q u a s i - p l a n a r  

m e t h y l a m i n o  g r o u p  may b e  p r o p o s e d  for Sp-2 
E x p e r i m e n t s  t o  c h e c k  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  o u t l i n e d  p r o -  

p o s a l  f o r  t h e  s t e r e o e l e c t r o n i c  c o n t r o l  o f  t h e  a c i d  h y d r o -  

l y s i s  o f  p h o s p h o r a m i d a t e s  - 1 a n d  - 2 a n d  i n  g e n e r a l  o f  2 - a m i n o -  

2 - 0 ~ 0 - 1 , 3 , 2 - d i o x a p h o s p h o r i n a n e s  o f  s i m i l a r  s t r u c t u r e ,  a r e  i n  

p r o g r e s s  i n  o u r  l a b o r a t o r y .  

- - 

EXPERIMENTAL 

M a t e r i a l s  

P h o s p h o r a m i d a t e s  1, 2 a n d  - 3 w e r e  p r e p a r e d  a n d  s e p a r a -  

n o s i n e  5 ' - N - m e t h y l p h o s p h o r a m i d a t e  a n d  - N , N - d i m e t h y l p h o s p h o r -  

a m i d a t e  u s e d  a s  HPLC c o n t r o l s ,  w e r e  s y n t h e s i z e d  b y  t h e  a n a l -  

o g y  o f  a l i t e r a t u r e  m e t h o d .  l9 The HPLC h o m o g e n e o u s  p h o s p h o r -  

a m i d a t e s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  a c i d  h y d r o l y s i s :  b o t h  com- 

p o u n d s  g a v e  a d e n o s i n e  5 ' - m o n o p h o s p h a t e .  A l l  o t h e r  c o n t r o l  

n u c l e o t i d e s  were p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a .  

t e d  i n t o  Rp a n d  S p  d i a s t e r e o i s o m e r s  a s  d e s c r i b e d .  ',18 Ade-  - 
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3 04 TOMASZ AND BOTTKA 

HPLC a n a l y s e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  b y  u s i n g  a W a t e r s  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h  o n  a H i b a r  L i C h r o s o r b  R P - 1 8  ( 2 5 0 ~ 4 . 0  mm I.D., 
5 , u m ,  M e r c k )  r e v e r s e  p h a s e  c o l u m n  i n  t h e  f o l l o w i n g  m i x t u r e s  

o f  1 0 0  mM a q u e o u s  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  6 . 6 ) / m e t h -  

a n o l  ( v / v )  = 9 0 : l O  ( L ) ,  8 3 : 1 7  (II), - 8 2 : 1 8  (E), 7 2 : 2 8  ( I V )  - 
a n d  6 3 : 3 7  ( V ) .  - The f l o w  r a t e  was 1 . 0  m L / m i n .  R e t e n t i o n  t i m e s  

( m i n )  w e r e :  a d e n o s i n e  5 ' - m o n o p h o s p h a t e ,  2 . 8  ( 1 1 )  - a n d  3 . 7  

(1); a d e n o s i n e  3 ' - m o n o p h o s p h a t e ,  3 . 3  (E) a n d  5 . 5  (I); 
a d e n o s i n e  2 ' - m o n o p h o s p h a t e ,  4 . 6  ( 1 1 )  - a n d  9 . 2  (I); 3 ,  5 . 7  

(s); 2 ,  8 . 1  ( 1 1 )  - a n d  1 9 . 3  (I); @, 1 0 . 3  ( 1 1 ) ;  - - 6 c ,  1 1 . 3  

(11);  - Rp-l, 9 . 1  (m); S,-L1 1 0 . 4  (m); f ip-2,  6 . 1  (2); 
5 - 2 ,  8 . 9  ( I V ) ;  - R p - 3 ,  6 . 3  ( V )  - a n d  S p - l ,  1 1 . 3  ( V ) .  - S e p a r a -  -P - 
t i o n s  were f o l l o w e d  b y  UV a t  254 nm. 

H y d r o l y s i s  s t u d i e s  

5 ~ 1 0 - ~  M s o l u t i o n s  of  t h e  p h o s p h o r a m i d a t e s  ( 1 . 0  mL o f  

e a c h )  i n  0 . 1  N s o d i u m  h y d r o x i d e  o r  0 . 1  N h y d r o c h l o r i c  a c i d  

w e r e  k e p t  a t  37OC f o r  10 ( f o r  HC1 

a n d  f o r  - 2 i n  NaOH), 6 0 0  ( f o r  - 2 i n  H C 1  a n d  f o r  - 3 i n  NaOH) o r  
1 4 4 0  m in  (for - 3 i n  HC1) .  A l i q u o t s  ( 4 0  p L )  w e r e  r e m o v e d  a n d ,  

w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  h y d r o l y s a t e s  of  - 1 i n  NaOH, w e r e  

n e u t r a l i z e d  w i t h  0 . 2  N H C 1  o r  0.2 N NaOH ( 2 0  y L )  t h e n  m i x e d  

w i t h  1 0 0  m M  a q u e o u s  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 6  ( 4 0  

y L ) .  To t h e  h y d r o l y s a t e s  o f  - 1 i n  NaOH, 0 . 2  N H C 1  (80 p L )  was 

a d d e d .  The s o l u t i o n  was k e p t  a t  37OC f o r  2 h t h e n  n e u t r a l -  

i z e d  and  d i l u t e d  w i t h  t h e  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a s  

a b o v e .  A l i q u o t s  o f  t h e  s o l u t i o n s  t h u s  o b t a i n e d  w e r e  a n a l y z e d  

b y  HPLC. F o r  HPLC a n a l y s e s  s y s t e m  I ( f o r  2 i n  NaOH) o r  I1 
( f o r  a l l  o t h e r  c a s e s )  was u s e d .  I n  s y s t e m s  I a n d  I1  t h e  u n -  

r e a c t e d  p h o s p h o r a m i d a t e s  were n o t  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n .  

Compound 1, o n e  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  h y d r o l y s i s ,  was u n s t a b l e  

b o t h  i n  NaOH a n d  i n  HC1 a n d  c o n v e r t e d  t o  a m i x t u r e  of  a d e -  

n o s i n e  2 ' ( 3 ' ) - m o n o p h o s p h a t e s .  A d e n o s i n e  5 ' - p h o s p h o r a m i d a t e s  

- 6b a n d  - 6c w e r e  l a b i l e  i n  HC1 a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  a d e n o s i n e  

5 ' - m o n o p h o s p h a t e .  P h o s p h o r a m i d a t e  - 6a a n d  c y c l i c  p h o s p h a t e  - 5 
i n  t h e  h y d r o l y s a t e s  o f  - 1 i n  NaOH, w e r e  c o n v e r t e d  b y  a c i d  

t r e a t m e n t  t o  a m i x t u r e  o f  a d e n o s i n e  p h o s p h a t e s .  P e r c e n t a g e  

b o n d  b r e a k i n g s  w e r e ,  t h u s ,  o b t a i n e d  f r o m  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

- 1 i n  NaOH) 1 2 0  ( f o r  - 1 i n  

I 
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t h e  f o l l o w i n g  p r o d u c t s :  % P-N = % 7 ,  - % P - O - C 5 '  % a d e n o s i n e  

2 ' ( 3 ' ) - m o n o p h o s p h a t e ;  % P-O-C3 '  = % a d e n o s i n e  5 ' - m o n o p h o s -  

p h a t e  ( f o r  - 1 i n  NaOH a n d  H C 1 ,  f o r  - 2 a n d  - 3 i n  H C 1 )  or - 6 b  ( f o r  

2 i n  NaOH) o r  - 6c ( f o r  - 3 i n  NaOH) .  P s e u d o - f i r s t - o r d e r  r a t e  

c o n s t a n t s  w e r e  o b t a i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  d e c r e a s e  o f  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  - -  1, 2 o r  - 3 a t  f o u r  d i f f e r e n t  p o i n t s  o f  t i m e .  

E a c h  m e a s u r e m e n t  i s  t h e  mean v a l u e  o f  t h r e e  HPLC a n a l y s e s .  

I n  HPLC s y s t e m s  - -  1 1 1 - V  u s e d  f o r  k i n e t i c  m e a s u r e m e n t s ,  decom-  

p o s i t i o n  p r o d u c t s  w e r e  e l u t e d  b e f o r e  a n d  s e p a r a t e d  c l e a n l y  

f r o m  - 1, - 2 a n d  - 3 .  P e r c e n t a g e  b o n d  b r e a k i n g s ,  h a l f - l i v e s ,  

p s e u d o - f i r s t - o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  TABLE 1 

- 
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