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ABSTRACT 

Methyl 2-deoxy-3,5,6-tri-O-p-nitrobenzoyl-D-ribo-hexofuranoside was conver- 
ted into the glycosyl halide which was then condensed with 2,4bis(trimethylsilyloxy)- 
pyrimidine in the presence of mercuric chloride to give, after alkaline methanolysis, 

l-(2-deoxy-j?-D-ribo-hexofuranosyl)uracil, in a yield too low for the reaction to be 
applied to deuterated compounds. Methyl 2-deoxy-D-allofuranoside-2-d was degra- 
ded into methyl 2-deoxy-D-arabinofuranoside-2-d. Its di-p-nitrobenzoate was con- 
verted into the glycosyl halide which was coupled with 2,4bis(trimethylsilyloxy)- 
pyrimidine to give, after alkaline hydrolysis, deuterated deoxyuridine. Thiation- 
ammonolysis of a mixture of the 3’,5’-di-p-nitrobenzoates of the latter compound 
and its CL anomer gave the corresponding deoxycytidines. Comparison of the n.m.r. 
spectra of these compounds to that of deuterated deoxycytidine, prepared by the 
enzymic reduction of cytidine S-pyrophosphate with the Escherichia cofi system in the 
presence of deuterium oxide confirmed that the substitution of a hydroxyl group 

by a hydrogen atom proceeds with retention of configuration. 

SOMMAIRE 

On a converti le methyl 2-desoxy-3,5,6-tri-O-p-nitrobenzoyl-D-ribo-hexo- 
furanoside en halogCnure qui a CtC ensuite condense avec la 2,4bis(trimCthylsilyloxy)- 
pyrimidine en presence de chlorure mercurique pour dormer, apres methanolyse 
alcaline, le 1-(2-desoxy-/3-D-ribo-hexofuranosyl)uracile, avec un rendement trop 

faibie pour que la reaction soit applicable 2 des produits deuteres. On a degrade le 
methyl 2-desoxy-D-allofuranoside-2-d en methyl 2-desoxy-D-arabinofuranoside-2-rl. 
Le di-p-nitrobenzoate de celui-ci a 6tC converti en halogenure, qui a CtC couple avec 
la 2,4bi.s(trimtthylsilyloxy)pyrimidine, pour donner, apres hydrolyse alcaline, la 
desoxyuridine deuteree. Par thiation et ammonolyse d’un melange des 3’,5’-di-p- 

nitrobenzoates de celle-ci et de son anomere c(, on a prepare les desoxycytidines 
correspondantes. La comparaison des spectres de r.m.n. de ces composes a celui de 
la dtsoxycytidine deuterte, prtparee par reduction enzymatique de la cytidine diphos- 
phate par le systeme de Escherichia co/i en presence de deuttrium, confirme que la 
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substitution du groupe hydroxyle par un atome d’hydrogene a lieu avec retention de 
configuration. 

INTRODUCTION 

La ribonucleoside-diphosphate-reductase de Escherichia coli catalyse la reduc- 
tion des 5’-diphosphates de l’uridine, de la cytidine, de l’adenosine et de la guanosine 
en 2’-dksoxyribonucleosides correspondants. Elle comprend deux sous-unites qui 
forment en presence de Mg2 C un complexe actif. Le donneur d’hydrogtne est la 
forme rtduite d’une proteine A cysteine, la thioredoxine’. On a isolt d’autres sources 
des enzymes similaires, et leur inter& est manifestement considerable, car cette 
reduction est la seule voie connue de synthese in uiuo des constituants de l’acide 

desoxyribonucleique. De plus, on a montrt recemment2 que l’activid de ces en- 
zymes augmentait notablement dans les tumeurs en croissance rapide. 

Le mecanisme de la reaction est inconnu, mais la stereospecificite du remplace- 
ment du groupe hydroxyle en 2’ par un proton a dgjjh CtC Ctudiee. En effectuant la 

reaction dans l’oxyde de deuterium, Reichard et aL3 ont obtenu une desoxycytidine 
deuteree en 2’. qu’ils ont examinke par r.m.n. 11s trouvent par double irradiation que 
le couplage de H-3’ avec l’unique proton sur C-2’ est de 6,5 Hz. Revenant alors au 

spectre de la desoxycytidine normale, ils en deduisent que les deux couplages de H-3’ 

avec les protons sur C-2’ sont 6,5 et p4,5 Hz. N’ayant pas de modeles deuteres, les 
auteurs se referent A des calculs de Lemieux relatifs B la thymidine4. Cet auteur deduit 
de la formule de Karplus’ les valeurs J2n,3S 7,5 Hz pour le couplage entre H-3’ et le 

proton H-2’ cis, et J2-,3, 3,5 Hz pour le couplage entre H-3’ et le proton H-2” trans. 
11 parait done probable qu’il y ait rktention de co&&ration lors de la reduction 
enzymatique3. Toutefois, seule la valeur moyenne des couplages a CtC verifieef et 
l’tcart entre J2S,3, et J2-,3p observe par Reichard est nettement moindre que prevu. En 
raison du caractere approximatif de la relation de Karplus, et des problemes souleves 

par la conformation des furanoses, nous avons cherche une confirmation experimen- 
tale directe en faisant la synthese de nucleosides deutCrCs sur C-2’. Une demonstration 
par degradation, qui n’utilise pas la r.m.n. et qui est applicable A des preparations 
enzymatiques partiellement purifiees, a CtC publiCe ailleurs6. 

On a choisi comme produit de depart le methyl 2-desoxy-o-ribo-hexofuranoside 
(1) dejja connu’, car ce compose est prepare 2 park du methyl 4,6-O-benzylidene-2- 
desoxy-a-D-ribo-hexopyranoside facilement accessible sous la forme deutCree8.g. Le 

compose 1 donne un tri-p-nitrobenzoate 2, poudre amorphe qui, dissoute dans l’acide 
acetique et traitee par un exces de chlorure d’hydrogene, se transforme en halogenure 
3 cristaliisC_ On s’est inspire, pour le couplage, de la synthese de la thymidine de 

Wittenburg’ ‘, et on a trait& l’halogenure 3 dans le benzene, par la 2,4_bis(trimt%hyl- 

silyloxy)pyrimidine, en presence d’oxyde et de chlorure mercuriques. On obtient un 
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melange cr,/? de nuclCosides proteges sur le sucre, dont on peut &parer 11% d’anomtre 
fl pur cristallise 4. Le nuclCoside dCbloquC 5, rCsultant de la mCt.hanolyse basique de 
4 est egalement cristallis& Ses propriCtCs spectrales et sa composition s’accordent 
totalement avec la structure proposee : en particulier, la courbe de dispersion rotatoire 
est monotone decroissante de 365 a 589 nm. Nous avions observk prGc&demment une 
courbe croissante avec I’anomtre a, composC amorphe, dont l’orientation a 6te 
prouvte par degradation en 1-(2desoxy-or-D-Pry&o-pentofuranosyl)ci~e8. 

En essayant de preparer 5 par simple melange du bromure de Zdesoxy-3-U-p- 
nitrobenzoyl-D-rib&hexofuranosyle 5,6-carbonate avec la 2,PdimCthoxypyrimidine, 
nous avions obtenu’ exclusivement son anomtre a. Nous avions imite les conditions 
d&rites’ 1 pour la reaction analogue du bromure de 2-dCsoxy3-U-p-nitrobenzoyl-D- 
arabino-hexofuranosyle 5,6-carbonate, parce que les auteurs de la publication jugeaient 
que l’unique nucleoside qu’ils avaient obtenu ttait l’anomcre /?. Cette conclusion 
reposait sur l’aspect du signal r.m.n. de H-l’, un << triplet )>. Robbins et al. l2 ont en 
effet observe, sur le spectre de nucleosides puriques et pyrimidiques du 2-desoxy-D- 
Prythro-pentofuranose, que le signal de H-l ’ Ctait un <( triplet 1) pour les composes B 
et un quadruplet pour les composes a. Toutefois, nous avons trouve qlie cette regle 
n’etait pas generalisable aux nucleosides du 2-desoxy-D-f/&o-pentofuranose : le 
signal du proton anomere du 1-(2-dCsoxy-~-D-rhrPo-pentofuranosyl)-5-m~thyluraci~e, 
prepare selon Fox et al. I 3, est un quadruplet, 6 5,86, J 3,0 et 7,5 Hz (Fig. 1). Nous 
pensons done que la structure du nucleoside decrit comme le I-(2-dhoxy+D-arabino- 

Fig_ 1. Le signal de r.m.n. B 60 MHz de H-l’ (8 5,86, Jlssze 3,0 et 7,s Hz) du 1-(2-dtsoxy-~-D-rf~r~o- 
pentofuranosyl)-kn&hyluracile, dissous dans i’oxyde de deuterium, en p.p.m. vers les champs 
faibles (reference interne: HDO, 6 4,JO). 

R /= 
HN 

I 
ROCki I 

I &AN > 
ROCH 

OMe 

6 R=CHOH*CH20H 
7 R=CH$H 

FHeR 
0 b R’ 

D 

1 R=H 2 R&OSH4NO& k:% 

3 R=U5GH4N%-P; R’=Cl 

4 R=COGH4N02-p 8 R = 5 
R=H 

CDCgH,,N02-P; R’= Cl 

9 R = COGH~NO~-P; R’= l-uracile 
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hexofurauosyl)uracile, sur la settle evidence de son spectre de 
reexaminee. 
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r.m.n.’ r, doit etre 

Le rendement en nucleoside 5 est trop faible pour qu’il soit utilisable 5t la 
synthcse de !a desoxyuridine par coupure au periodate et reduction au borohydrure. 
Nous avons prefer& effectuer cette sequence reactionnelle sur le methyl Zdesoxy-D- 
allofuranoside-2-d (6) et avons ainsi obtenu avec 70% de rendement un ZdCsoxy- 
D-&@hro-pentofuranoside specifiquement deutere sur C-2, le methyl 2-desoxy-D- 
arabinofuranoside-2-d (7) Pour preparer les nucleosides de 7, nous l’avons converti 
en chlorure de 2-dcsoxy-3,5-di- 0-p-nitrobenzoyl-D-arabinofuranosyle-2-d (8) et trait& 
comme l’halogenure 3. On isole par chromatographie sur colonne d’alumine neutre 
le melange de nucleosides protegts 9 dont l’anomere j3 est sCparC par cristalli- 
sation. Cet anomtre est hydrolyse en dtsoxyuridine deuteree 10 par le methanol 
ammoniacal_ On a egalement effect& la thiation du melange 9 selon la methode 
decrite’ 4 pour le dibenzoate de la desoxyuridine pure. Les constituants du melange 
anomere de 4-thionucleosides resultant se differencient sur couche mince et on les 
separe commodkment 8 ce stade pour les ammonolyser ensuite. On obtient ainsi la 
desoxycytidine deutcree 11 [l-(Z-dcsoxy-fl-D-arabinofuranosyl-Z-~-)cytosine] et son 
anomere CI. 

HDO 

H-q+5 H-3’ 

b 

J\)!W, 
Ll+ 

8 6 5 
Fig. 2. Spectres de r.m.n. partiels B 100 MHz des nuclkosides, dissous dans I’oxyde de deutCrium, 
en p.p.m_ h partir de I’hexam6thyldisilazane (reference exteme) : (a) I-(2-d&oxy-j-D-arabinofuran- 
osyl-24)uridine (IO); (b) 1-(2-d&oxy-fi-D-arabinofuranosyl-2-d)cytosine (11). 

On a reproduit sur la Fig. 2 les spectres de r.m.n. a 100 MHz de la desoxyuridine 
et de la desoxycytidine deutcree (10 et 11) apres substitution des hydrogenes mobiles 
par du deuterium et dissolution dans I’oxyde de deuterium. Le seul proton sur C-2’ 
est en trans par rapport Q H-3’ et nous l’avons appele H-2”. Par rapport aux spectres 
ordinaires on observe la simplification attendue du signal des protons voisins. Le 
<< triplet )> de H-l ’ est devenu un doublet, Jr ,,2a 6 Hz, et le multiplet de H-3’ a pris 
I’aspect d’un triplet. Ce signal de H-3’ correspond B dew couplages trcs voisins, et 
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proches de 4 Hz, d’une part avec H-4’, et d’autre part avec H-2” (qui est en tram 

de H-3’ d’aprgs la synth&e). Par contre, sur le spectre de I’Cchantillon d’origine 
enzymatique, le signal de H-3’ est un quadruplet, et le couplage avec I’unique proton 
sur C-2’ est de 6,5 Hz3. Nous confirmons done que dans ce dernier cas, c’est le 
deutkium qui est en tram de H-3’, et que par consCquent la rkduction a eu lieu avec 
rdtention de configuration. 

OH 

0 
II 

,! 
HN 

I 

04KN 

TrOCH2 

12 R=T - R’=H - R”= Tr 
12c.j R=H; R’=T ; R”,Tr 

13 R,T. R‘=H- 17”-li- 
130 R=HI R=Tl R”=Tr 14 

T = 3H ; Tr=trityl 

Par reduction enzymatique de la cytidine-2’-f diphosphate avec un extrait de 
E. coli, nous avons obtenu, apr&s plusieurs Ctapes, un anhydronucltoside et un 
mkthanesulfonate qui doivent avoir les structures respectives 12 et 13 si l’on admet 
qu’i1 y a rdtention de configuration lors de la rkduction, 12a et 13a dans I’autre 
hypothtse6. Ces deux composks subissent, en prksence de terr-butylate de potassium, 
une elimination dkjia d&rite en sCrie non tritiCe15, et qui, dans notre cas, s’effectue 
sans perte de radioactivite sptcifique. Le produit que nous obtenons est done encore 
tritiC sur C-2’, et possGde la structure 14. Pour que cette Climination se produise, la 
liaison (C-3/)-0 et une des liaisons (C-2’)-H doivent devenir coplanaires. Sur un 
modcle mokulaire de 12, la liaison (C-3’)-0 parait dijja pratiquement coplanaire B 
la Iiaison entre C-2’ et l’hydrogbne H-2 trans. L’Climination est done probablemeni 
trans. Puisque la radioactivitC spCcZque est conservke, I’anhydronucEoside de depart 
a Ia structure 12. Que le resultat soit le m&me 21. partir de 13 indique que la conforma- 
tion (concevable sur un furanose flexible) oii les liaisons (C-3’)-0 et (C-2’)-(H-2’) sont 
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cis-coplanaires est dCfavorisCe par rapport B celle 06 (C-2’)-0 et (C-3’)-(H-2”) sont 
rru~zs-antiparallGles. 

Si I’on accepte la trans-elimination, les degradations fournissent une preuve 
independante de la retention de configuration dans la reduction par le systeme de 
E. co& Tnversement, si l’on admet que cette stertosptcificite enzymatique est demon- 
tree par les etudes en r.m.n., la conservation de la radioactivite dans ces reactions peut 
etre consideree comme une preuve (en pat-tie biochimique) de la rrans-elimination. 

PARTIE EXPhIhfENTALE 

Me’thodes g&hales. - On a effectue les chromatographies sur couche mince 
(c.c.m.) sur gel de silice avec les melanges chloroforme-methanol comme irrigant, 
sauf indication contraire. On a determine les spectres de r.m.n. a 60 MHz darts les 
solvants indiqds, avec, comme reference interne, le tetramethylsilane dans les 
solvants organiques, et le signal HDO, fixe B 6 450 dans l’oxyde de deuterium. Les 
conditions Ctaient differentes pour les composes deuterts. Les constantes de couplage 
sont don&es en Hz. 

M&thy1 Z-d~~oxy-3,5,6-tri-O-p-irirrobe??~oyZ-D-ribo-fzexo~iranoside (2). - A une 
solution du methyl 2-desoxy-D-ribo-hexofuranoside’ (1, I,48 g) dans la pyridine 
(20 ml), on ajoute lentement a 0” le chlorure de p-nitrobenzoyle (6,3 g). Apr&s 10 
jours B 4”, avec agitation intermittente, on ajoute au mklange une solution saturie 
d’hydrogenocarbonate de sodium (30 ml), puis on verse dans de l’eau glacee (500 ml). 
Apres 2 h d’agitation, le solide est filtre, lave B I’eau et s&he a 40” sous vide (4,68 g, 
75%). 

Chlorrrre dc 2-d~sox~~-3,5,6-tri-O-p-~~itrobet~~oy~-~-ribo-hexofzrrrat~osyle (3). - On 
fait passer un courant de chlorure d’hydrogene dans une solution maintenue a 0” du 
compose 2 (4,68 g) dans l’acide acetique anhydre (30 ml)_ La cristallisation de 3 
commence apres 10 min. On interrompt le courant apres 15 min, on maintient encore 
10 min a O”, on ajoute alors un exces d’ether set, on filtre et lave a l’ether les cristaux 
qui sont sCchCs sous vide en presence de pentoxyde de phosphore a temperature 
ambiante (3,43 g, 73%), p-f. 92-95”, dec. 110”. 

I-(Z-DPsoxy-3,5,6-tri-0-p-nitrobenzoyl_ (4). - On 
agite pendant 24 h a 25” une suspension du chlorure 3 (3,lS g, 3 mmoles) dans le 
benzene set (50 ml) contenant la 2,4-bis(trim&hylsilyloxy)pyrimidine (2,30 g, 9 
mmoles), de l’oxyde jaune de mercure (2,25 g) et du bromure mercurique (2,25 g). On 
agite ensuite vigoureusement avec une solution d’iodure de potassium 8 20% (400 ml) 
jusqu’a disparition de la couleur de I’oxyde jaune de mercure. On filtre et on lave avec 
la solution d’iodure de potassium, puis a l’eau. La poudre blanche sechee (2,17 g) ne 
contient plus d’haloginose, d’aprits I’examen en c.c.m. (chloroforme B 10% de 

methanol). On l’incorpore a une bouillie de 3 g d’alumine dans un peu de chloroforme, 
et on depose le tout au sommet d’une colonne (2 x 35 cm) d’alumine neutre Prolabo, 
Cquilibree dans le chloroforme. On examine les fractions par c.c.m. (chloroforme- 
methanol 19: 1). Avec le chloroforme B 3% de methanol, on tlue: a) en tCte des produits 
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de decomposition de l’halogenose, b) le nucleoside protege (anomere /I pur) qui 

cristallise en petite quantite, c) un melange de nucleosides proteges anomeres. Le 
melange c) est recristallise dans l’adtone-&her, avec ensemencement par les cristaux 
obtenus en b). On obtient ainsi le compose 4 (328 mg, 1 l%), p.f. 207-207,5”; n.m.r. 
(a&one-d,) : 6 5,6 (doublet, J,,, 8,2 Hz, H-6), 6,4 (<<triplet )>, J 7,5 Hz, H-l’) et 
7,75 (doublet, J 8,2, Hz, H-5). 

Anal. Calc. pour C, IH23NS01 5 : C, 52,76; H, 3,26; N, 9,93. TrouvC: C, 52,43; 

H, 3,35; N, 10,33. 
Z-(Z-~Psoxy-/3-D-ribo-/zexoluranosyl)lrra (5). - A une suspension de nucleo- 

side protege 4 (120 mg, 0,2 mmole) dans le mtthanol anhydre (10 ml), on ajoute une 
solution M de methanolate de sodium dans le methanol (0,4 ml) et on agite pendant 
150 min B20”. On ajoute la resine Dowex-50 (H+, 1 g), et on agite jusqu’h neutralitt. 

On ajoute de I’eau (10 ml) et on poursuit l’agitation pendant 5 min. On filtre la resine, 
on la met en suspension dans l’acide acetique (5 ml), on filtre, on r&nit les filtrats et 
on Cvapore le methanol. On extrait trois fois la phase aqueuse residuelie au chloro- 
forme, on l’tvapore B set et on la desshche completement par coevaporation avec de 
l’ethanol absolu. Le residu mousseux est repris dans le methanol bouillant (1,5 ml). 

Les cristaux precipitent au refroidissement. Apres 1 h, on ajoute de l’ether (1 ml), 
on filtre et on s&he (34 mg, 66%), p.f. 167,5-168,5”; U.V. : Rzaz 260 nm (a 10 000) 
(c 5.10- 5, pH 7); n.m.r. (D,O) : 6 5,50 (doublet, J 8,2 Hz, H-6), 5,90 (c( triplet )> 

J 7,5 Hz, H-l’) et 7,4 (doublet, J 8,2 Hz, H-5); o.r.d. : [&&, 0”, [c&& 4”, [&& 8” 
(c 0,4, eau). 

Anal. Calc. pour Cr ,,H,,N,O, :$I, 46,51; H, 5,47; N, 10,85. Trouve : C, 46,73; 
H, 5,71; N, 10,83. 

M&hyZ 2-dkoxy-D-arabinofkranoside-2-d (7). - A une solution du mCthy1 
2-desoxy-D-allofuranoside-2-d’ (6) (1,780 g, 10 mmoles) dans l’eau (300 ml) et 

l’ethanol (150 ml), on ajoute une solution de metaperiodate de sodium a 5% (58 ml, 
1,4 equivalent) et on ajuste au pH 7 avec une solution aqueuse saturee d’hydrogeno- 
carbonate de sodium. On laisse reposer pendant 2 h a l’abri de la lumiere, puis on 
ajoute du borohydrure de sodium (380 mg, 10 mmoles). ApGs 30 min d’agitation, on 
concentre a 50 ml, on ajoute de l’ethanol (300 ml) et on filtre les sels mineraux. On 
Cvapore a set le filtrat et on le desseche par coevaporation avec de l’bthanol absolu. 
On melange le residu avec 5 g d’alumine (voir ci-apr&) et on depose au sommet d’une 
colonne (2 x 19 cm) de 40 g d’alumine basique (Fluka, 5016 A, activite 1) On Clue 
par le chloroforme g 5% de methanol par fraction de 15 ml. On recueille les fractions 
5-30, homogenes en c.c.m., qui sont reunies et Cvaporees a set (1,036 g, 70%). 

Z(2-DPsoxy-3,5-di-O-p-nitrobenzoltl-cr, (9). - Ce pro- 
duit est prepare selon la methode de R. K. Ness16. Le 2-desoxy-D-&ryt/zro-pentose 
deutere 7 est converti en halog&mre 8 (2,064 g, 4,58 mmoles) qui est mis en suspension 
dans le benzene set (10 ml) contenant la 2,4-bis(trimCthylsilyloxy)pyrimidine (1 ,152 g, 

4,6 mmoles), de I’oxyde jaune de mercure (1,125 g) et du bromure mercurique (1,125 g) 
prealablement seches par coevaporation avec du benzene sec. On agite pendant 24 h 
B 20 O. On traite de la mEme faGon que dans la synthkse de 4 pour obtenir une poudre 
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blanchgtre. Celle-ci est chromatographiee sur 100 g d’alumine neutre avec Clution 
par le chloroforme & 4% de methanol, par fraction de 15 ml. On r&nit les Cluats 
contenant les deux anomtres reconnus par c.c.m. et on les Cvapore B set (384 mg, 
16%). 

I-(Z-DPsoxy-B-D-arabinosyl-2-d)uracile (10). - Le produit pr&dent (384 mg) 

est dissous dans l’adtone chaude. Par refroidissement et ensemencement, l’anomere 
j3 cristallise (60 mg), p-f. 235’ (lit& 1 7 : p-f. 240” pour l’analogue non de&&C). On met 
en suspension dans le methanol (5 ml) que l’on sature d’ammoniac & 0”. Le produit se 
dissout. ApGs 24 h on Bvapore B set, reprend & l’eau, extrait plusieurs fois ti 1’Cther. 
I1 n’y a plus dans la phase aqueuse de p-nitrobenzamide dCcelable par c.c.m. (mCtha- 
nol-chloroforme 1:6). On Cvapore la phase aqueuse. Le rtsidu (10, 21 mg, 80%), 

est dissous dans l’oxyde de deut&ium et la solution est 1yophilisCe pour la dttermina- 
tion du spectre de r-m-n. B 100 MHz (hexamCthyldisilazane, rCf&rence externe) : 
6 2,70 (large signal, de 10 Hz, H-2”), 4,07 (deux doublets, 2H-5’), 4,30 (multiplet, 
H-4’), 4,74 (G triplet B, J2-,3s 4 Hz, J3v,4. 4 Hz, H-3’), 6,16 (doublet, J5,6 8 Hz, H-5), 
6,55 (doublet J, ,,2V 6 Hz, H-l’) et 8,13 (doublet J5,6 8 Hz, H-6). 

I-(2-DPsoxy-P-D-arabinosyl-2-d)cy~~s~~ze (11). - A une solution de nucleosides 

prott?g& 9 (324 mg, 0,6 mmole) dans la pyridine (18 ml) on ajoute du pentasulfure de 
phosphore (687 mg, 3,l mmoles) et des traces d’eau (0,02 ml). Aprb 6 h de chauffage 
& reflux, ii n’y a plus de produit de dCpart (c.c.m . : chloroforme-methanol 1O:l). On 
d&ante le liquide surnageant, on 1’Cvapore & set, on reprend le rbidu dans du tolutne 
et on Cvapore ti sec. Le rCsidu gommeux est extrait avec du dichIoromCthane (2 x 50 ml). 
L’extrait IavC 2 I’eau et Cvaport SL set donne un rCsidu (250 mg), qui est chromato- 
graph&S sur une plaque de gel de silice de 2 mm (Merck) (benztne-acetate d’Cthyle 
2~1). 11 y a deux bandes principales qui sont s&pa&es et CluCes avec le chloroforme B 
20% de methanol : anomere p (33 mg, RF 0,57), anomgre a (31 mg, R, 0,43), rende- 
ment total 19%. 

L’anonGre /3 est dissous dans l’Cthano1 absolu (15 ml), saturC 2 0” en ammoniac. 

Apres 18 h & loo”, le maximum d’absorption g 330 nm des d&i&s sur N-l du Pthio- 
uracile a disparu et a ttC remplacC par celui de la dCsoxycytidine en milieu alcalin 

(A,,, 270 nmj. On Cvapore B set, reprend le rCsidu Q I’eau, extrait la phase aqueuse B 
I’Cther, puis 1’Cvapore Q set (10 mg). On purifie le rCsidu par chromatographie sur 
papier Cpais Whatman 3 MM (acetate d’Cthyle-alcool propylique-eau 4:2:1) en 

recueillant la bande, visible en u.v., qui se trouve au meme niveau qu’un tCmoin de 
dCsoxycytidine. Le spectre U.V. d’une fraction (1%) du produit obtenu, en solution 

aqueuse alcaline (5 ml) (&, 272, E.,i, 250 nm E 272/~25,, 1,5) est identique 2 celui d’une 
solution 3,3.10- ‘M de desoxycytidine dans les mEmes aonditions; on en dCduit un 
rendement de 3,7 mg; r.m.n. (D,O; ref. externe : hexamCthyldisilazane) : 6 2,71 
(large signal de 14 Hz, H-Z”), 4,09 (multiplet, 2 H-5’), 4,36 (doublet de doublet, 
J 3’.4.4,0 Hz, Ja-,y 8,5 Hz, H-4’), 4,72 (G triplet )), J2m,3s 4,0 Hz, J3s,4s 4,0 Hz, H-3’), 
4,99 (HDO), 6,39 (doublet, Jsv6 8,0 Hz, H-5), 6,54 (doublet, J,.,,- 6,5 Hz, H-l’) 
et 8,18 (doublet, .?5,6 8,0 Hz, H-6); litt.18 : J,. 2w = J1e,2s = 6,l Hz. 

L’anomere a de la 4-thiouridine prot6gCe’est ammonolysC, purifie et dose de la 
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meme faGon en utilisant un tCmoin non deutCrC (rdt. 3 mg); r.m.n. (D,O, signal de 
HOD f?xC 2 6 4,78 p.p.m. en rdf&-ence interne) : 6 2,30 (large signal de 12 Hz, H-2”), 
3,81 (quadruplet, 2 H-5’), 4,28 (multiplet, H-3’, H-4’), 4,78 (HDO), 6,19 (doublet, 
J 5,6 8,0 Hz, H-5), 6,27 (doublet J1p,2m 3,0 Hz, H-l’) et 8,03 (doublet, J5,6 8,0 Hz, 
H-6). 

Par rapport au spectre d’un temoin d’ q( a-dkoxycytidine )) ordinaire pris dans 
les m&mes conditions, on observe la simplification du signal de H-2”, la disparition du 
signal de H-Z’, le changement de forme du signal mixte H-3’, H-4’, la transformation 
du quadruplet de H-l ‘, avec disparition du couplage J,..,, 7 Hz, le reste Ctant 
identique; litt. Ia : J, .,2p 7,0 et 3,0 Hz pour la I-(2-dkoxy-a-D-&yh-o-pentofuranosyl)- 
cytosine. 
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