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Bei der Reaktion von Thymidin mit Chlorsulfonsaure, S03-Pyridin oder S03-Triathylamin 
in verschiedenen Molverhaltnissen werden nebeneinander die Nucleotidanalogen Thymidin- 
5’-sulfat, -3’-sulfat und -3‘.5’-disulfat erhalten und deren jeweilige Anteile in den Reaktions- 
produkten bestimmt. Der Monosulfat-Anteil besteht uberwiegend aus Thymidin-5’-sulfat, 
das wie Thymidin-3’.5’-disulfat als Na-Salz isoliert wird. Die beiden Monosulfate werden 
auserdem aus 3’- bzw. 5‘-geschutzten Thymidinen dargestellt. - Die Thymidinsulfate hem- 
men die Abspaltung von Phosphat aus 5’-Nucleotiden durch Enzyme der Kern-, Mito- 
chondrien- und Mikrosomen-Fraktion aus Mauseleber. Die Reihenfolge ihrer Hemm-Wirk- 
samkeit ist bei den Enzymen verschiedener Herkunft teilweise recht unterschiedlich. Die 
Phosphatabspaltung aus Desoxyribonucleotiden wird wesentlich starker gehemmt als die- 
jcnige aus Ribonucleotidcn. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber Thymin-Antimetabolite haben wir die 
Schwefelsaureester des Thymidins (TdR) *) hergestellt und biochemisch untersucht 
in der Annahme, daI3 sie als Antagonisten der entsprechenden Phosphate, insbesondere 
des als DNS-Precursor wichtigen Thymidin-5’-monophosphats, wirken konnten. 
Eine Hemmung der DNS-Synthese durch die Sulfate fanden wir jedoch nicht, 
so daD offenbar die anabolen Umsetzungen von Thymin-Nucleotiden nicht durch 
diese Verbindungen beeinflufit werden. Dagegen wirken die Thymidinsulfate als 
Nucleotid-Antagonisten auf einige Enzyme, die Phosphat aus 5‘-Nucleotiden ab- 
spalten. 

Die Darstellung nucleotidanaloger Nucleosidsulfate ist erst in neuerer Zeit crfolgreich ver- 
sucht worden. Erste Vertreter dieser Substanzklasse wurden von Egami und Takahashi1) 
dargestellt, die durch Umsetzung von Adenosin mit Chlorsulfonsaure lsomerengemischc 
von Adenosinsulfaten erhielten. Huber sowie Arnold und Pricez) konnten aus 2’.3’-Isopropy- 
liden-nucleosiden mit Chlorsulfonslure unter nachfolgender Abspaltung der Schutzgruppc 
erstmals in ihrer Struktur gesicherte Nucleosidsulfate (Adenosin- bzw. Cytidin-5‘-sulfat) 
darstellen. Als bisher einziges Desoxyribonucleosid haben Wigler und Choi3) 5-Fluor-desoxy- 
uridin (FUdR) mit S03-Pyridin sulfatiert. Mittels Papierchromatographie lieBen sich die 
entstandenen Sulfate auftrennen und durch Umsetzung von 5’- bzw. 3’-geschutztem FUdR 
mit S03-Pyridin auch die beiden isomeren 3’- bzw. 5’-Monosulfate rein erhalten. 

* )  Abkurzungen: TdR Thymidin, FUdR 5-Fluor-desoxyuridin. 
IJ F. Egami und N .  Takahashi, Bull. chem. SOC. Japan 28, 666 (1955). 
2 )  G. Huber, Chem. Ber. 89, 2853 (1956); J. Arnold und T. D .  Price, J. Amer. chem. SOC. 84, 

3) P .  W. Wigler und H. U. Choi, J. Amer. chem. SOC. 86, 1636 (1964). 
1406 (1962). 
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Bei der Sulfatierung von TdR sind - analog FUdR - drei Schwefelsaureester zu 
erwarten : TdR-5’-Sulfat (l), TdR-3’-Sulfat (2) und TdR-3’.5’-Disulfat (3). 
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Fur unsere biochemischen Versuche waren wir zunachst an einem Produkt rnit 
moglichst hohem Gehalt an 1 bzw. an reinem 3 besonders interessiert. Mit diesem 
Ziel haben wir TdR in verschiedenen Molverhaltnissen mit Chlorsulfonsaure behan- 
delt. Desoxyribonucleoside waren bisher rnit Chlorsulfonsaure noch nicht sulfatiert 
worded). Weiterhin haben wir TdR auch rnit SO3-Pyridin und mit dem als mild51 
und selektiv6) bezuglich der Veresterung primarer OH-Gruppen geltenden Sulfa- 
tierungsmittel SO3-Triathylamin umgesetzt . 

Arnold und Price2) sowie Wigler und Choi3) hatten gefunden, daR bei der Sulfatierung die 
primare Hydroxygruppe (an C-5’) gegenuber einer sekundaren Hydroxygruppe (an C-3’ 
oderlund C-2’) bevorzugt reagiert. Die groRere Reaktionsfreudigkeit der primaren 
Hydroxygruppe in Nucleosiden, z. B. bei Umsetzung rnit Tritylchlorid, ist lange bekannt. 
So entstehen aus TdR bei Acetylierungen (mit Acetanhydrid” bzw. 0-acetylierten Cyclo- 
hydroxamsauren 8)) oder bei Sulfonylierungen (mit Tosylchlorid9.10) oder p-Nitro-benzol- 
sulfochloridlo)) uberwiegend oder ausschlieRlich die entsprechenden 5’-substituierten Derivate. 

Danach konnte vermutet werden, da13 auch bei der Sulfatierung von TdR vorzugs- 
weise die primare Hydroxygruppe reagiert und der Monosulfatanteil uberwiegend aus 
1 besteht. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist das tatsachlich der Fall. Bei einem geniigend 
groBen UberschuB an S03-Pyridin bzw. Chlorsulfonsaure fallt 1 sogar als alleinige 
Monosulfatkomponente an, da das in geringer Menge gebildete 2 offenbar schnell zu 

4 )  Nach AbschluR unserer Untersuchungen gelangte uns eine kurze Veraffentlichung von 
K. L. Agarwal und M .  M .  Dhar, Experientia [Basel] 21, 432 (1965), zur Kenntnis, in der 
ein Versuch zur spezifischen Sulfatierung der 5’-OH-Gruppe von TdR mittels Chlor- 
sulfonsaure in einem verhaltnismiiBig groRen Losungsmittelvolumen Acetonitril beschrie- 
ben wird. Obwohl die Autoren offenbar keine Bildung von 3 beobachtet haben, finden 
sie chromatographisch im Reaktionsprodukt neben 10 % nicht umgesetztem TdR und 
75 % 1 aber auch 15 % 2. AuRer RF-Werten werden keine physikalischen Daten fur 1 und 
2 angegeben. 

5 )  E. E. Gilbert, Chem. Reviews 62, 549 (1962). 
6)  E. Meezan, A .  H. Olavesen und E. A .  Davidson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 

83, 256 (1964). 
7 )  P. T. Gilham und H .  G. Khorana, J .  Anier. chem. SOC. 80, 6212 (1958). 
8) Y. Mizuno, T. Itoh und H. Tagawa, Chem. and Ind. 1965, 1498. 
9) E. J .  Reist, A .  Benitez und L. Goodman, J. org. Chemistry 29, 554 (1964). 

10) G. Kowollik, unveroffentlicht. 
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3 weiterreagiert. Bei einem noch grol3eren UberschuR an Sulfatierungsmitteln wird 
ausschliefilich 3 gebildet, das leicht in reiner Form (als Na-Salz) isoliert und identifi- 
ziert werden kann. Unter den angewandten Reaktionsbedingungen ist dafiir eine 
4-fach molare Menge an S03-Pyridin oder eine 3-fach molare Menge an Chlorsulfon- 
saure erforderlich. Aus dem Molverhaltnis is ergibt sich3), daR SOJ-Pyridin die 
primare Hydroxygruppe von TdR selektiver als Chlorsulfonsaure sulfatiert. Die 
Selektivitat sinkt mit steigendem UberschuR an Sulfatierungsmittel in beiden Fallen 
ab. 

Tab. I .  Direkte Sulfatierung von Thymidin (TdR) 

Mol-P: im Reaktionsprodukt**) Mo1-Z 1 im Vorhiltnis 1 -1- 3 Monosulfat-Anteil - 
2 + 3  

TdR 1 2 3 Versuch*) Molverbaltnis Nr. 

TdR/SOs-Pyridin 
I 1 : l  70 22 6 2 19 3.0 
? 1 :2 21 51 8 20 86.5 2.5 
3 1 :2.5 4 50 4 42 93 2.0 
4 1 : 3  - 26 - 74 I 0 0  1.35 

I .o 5 1 :4 

6 1 : l  56 28 16 - 64 1.75 
7 1 :2 19 41 13 27 16 1.7 
8 1 :2.5 - 13 - 87 I00 1.15 

- - 100 1 .o 9 1 : 3  - 
*) Reaktionsbedingungen: Versuche 1-5 48 Stdn. bei Raumtemperatur, Versuche 6-9 24 Stdn. bei 2". 

- 100 - - - 

TdR /Chlorsulfonsaure 

~ 

* *' Berechnet unter der Annahme gleicher Extinktionskoeffizienten bei 260 nm. 

In der Literatur gibt es eine Reihe von HinweisenII), dal3 mit dem gegenuber SO3-Pyridin 
schwacheren Sulfatierungsmittel SO3-Triathylamins) eine grof3ere Selektivitat beziiglich 
der Veresterung einer primaren Hydroxygruppe erzielt werden kann. Wir konnten das aber 
bei Umsetzung von TdR mit SO3-Triathylamin in Dimethylformamid/Benzol/Pyridin nicht 
beobachten. Unter diesen Bedingungen enthielt das Sulfatgemisch zwar vorwiegend 1, aber 
neben wenig 3 auch erhebliche Anteile an 2. 

Fur die analytische Trennung der Reaktionsprodukte erwies sich die Papier- und 
Diinnschichtchromatographie als geeignet. Die Schwefelsaureester werden hierbei in 
Form ihrer Na-Salze eingesetzt, da sich die sauren Sulfate leicht zersetzen. Die 
isomeren Monosulfate 1 und 2 lassen sich nur schwer trennen. 

Von mehreren gepriiften Losungsmittel-Gemischen eignete sich dazu bei der Papierchroma- 
tographie Isopropylalkohol/Wasser (8 : 2) (A) und bei der Durchlaufchromatographie 
auf Papier oder bei der Dunnschichtchromatographie auf Cellulose n-Butanol/Eisessig/ 
Wasser ( 5  : 2 : 3) (B). Die einzelnen Substanzen wurden zuniichst durch Vergleich mit den 
relativen Wanderungsgeschwindigkeiten der entsprechenden FUdR-Sulfate3) in Laufmittel 
A identifiziert. Spater konnte die so getroffene Zuordnung durch Vergleich mit dem auf ein- 
deutigem Wege synthetisierten 1 und 2 bestatigt werden. 

Die praparative Trennung der Reaktionsgemische in TdR, Monosulfatgemisch 
und 3 gelingt leicht an einem stark basischen Anionenaustauscher wie z. B. Dowex-1 
in der CP-Form. Mit Wasser wird TdR, mit n/10 HCI das Gernisch von 1 und 2 und 
mit n HCI 3 eluiert. 

1 1 )  Vgl. die in 1. c. 6 )  angegebenen Beispiele; A .  H. Olnveset? und E. A .  Dtrvirlsu/7, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 101, 245 (1965). 
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Die Struktur der so auf direktem Wege aus TdR erhaltenen Monosulfate haben 
wir durch Synthese aus spezifisch geschutzten Thymidinen gesichert. Zur Darstellung 
von 2 wurde Y-O-Trityl-TdR12) in Pyridin mit Chlorsulfonsiiure bei 0” oder rnit 
S03-Pyridin bei Raumtemperatur umgesetzt und aus dem entstandenen 5’-O-Trityl- 
TdR-3’-sulfat (Pyridiniumsalz) ohne vorherige Isolierung die Schutzgruppe durch 
kurzzeitiges Erhitzen rnit 80-proz. Essigstiure abgespalten. Nach Neutralisation rnit 
Natronlauge wird das Na-Salz von 2 als chrornatographisch einheitliches Produkt 
erhalten. 

1 sollte durch Sulfatierung von 3’-O-Acetyl-TdR (4) 13) und dessen Entacetylierung 
zuganglich sein. Bei der Sulfatierung von 4 mit SO3-Pyridin, S03-Triathylamin 
oder Chlorsulfonsaure werden in Abhangigkeit von den Molverhaltnissen der 
Reaktionspartner neben dem erwarteten 3’-O-Acetyl-TdR-5’-sulfat (5) und nicht 
umgesetztem 4 uberraschenderweise bereits unterschiedliche Mengen 1 und teilweise 
TdR erhalten (s. Ekispiele in Tab. 2). 

Tab. 2. Sulfatierung von 4 mit SO3-Pyridin 

Molverhaltnis Mol- irn Reaktionsprodukt 
4/S03-Pyridin Td R 4 5 1 

I :  1 14 51 29 6 
I :  2 - 23 61 16 
1 : 2.5 - 13 71 16 
I : 3.5  - 52 48 
I :  5 46 54 

2 98 1 : I0  

~ 

~ 

- 

Offensichtlich tritt also schon wahrend der Reaktion eine teilweise Entacetylierung 
ein. Esterspaltungen bei Sulfatierungen z. 9. von Fettsaureestern rnit SO3 wurden in 
wenigen Fallen beobachtete, sind aber unseres Wissens bei Sulfatierungen rnit 
SO3-Amin-Komplexen oder Chlorsulfonsaure noch nicht beschrieben worden. 

Die erhaltenen Substanzen wurden durch Klarung ihrer gegenseitigen Beziehungen 
niittels Acetylierung und Entacetylierung identifiziert. Zu Vergleichszwecken haben 
wir durch Acetylierung von 2 das zu 5 isomere 5’-O-Acetyl-TdR-3’-sulfat (6)  darge- 
stellt, das ein ahnliches chromatographisches Verhalten wie 5 zeigt (Tab. 4). 

Wie aus Tab. 2 hervorgeht, nimmt bis zur 2.5-fach molaren Menge an  S03-Pyridin der 
Anteil an  5 im Reaktionsprodukt zu, fallt aber bei weiter gesteigertem UberschuR schnetl ab. 
Ursache dafur ist die zunehmende Entacetylierung von 5 zu 1. Die Entacetylierung der Aus- 
gangssubstanz (4) spielt dabei eine ganz untergeordnete Rolle, da TdR nur bei einem 1 : I -  
Verhlltnis in geringem Prozentsatz gebildet wird und dessen Sulfatierungsprodukt 2 nicht 
auftritt. Bei einem ca. 10-fachen UberschuR an  S03-Pyridin werden neben Spuren von 5 
98% 1 erhalten, das aus dern angegebenen Grunde seine Entstehung ganz vorwiegend der 
Entacetylierung des intermediar gebildeten 5 verdankt. Die Ausbeute an isoliertem 1 ist aber 
vie1 geringer, da  unter diesen Bedingungen noch andere Zersetzungen auftreten, die eine 

1 2 )  J. Bercinek und J. Pi&, Collect. czechoslov. chern. Cornrnun. 29, 625 (1964). 
13) A.  M .  Michelson und A. R. Todd, J. chern. Soc. [London] 1953, 951. 
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starke Verfirbung der Reaktionsmischung bedingen. Eine lsolierung von 1 ist unter diesen 
Bedingungen schwierig, weil die gefarbten Zersetzungsprodukte nur iiber eine verlustreiche 
Behandlung rnit Aktivkohle entfernt werden konnen. 

Zur Darstellung von 1 aus 4 wahlt man deshalb gunstiger ein mittleres Molverhalt- 
nis von 4/SOrPyridin (etwa 1 : 3.5 bis 1 : 5 ) ,  wobei das Reaktionsprodukt zwar aus 5 
und 1 besteht, aber mit Natronlauge bei pH 12 leicht zu chromatographisch einheit- 
lichem 1 entacetyliert werden kann. Das zweite Monosulfat mit dem niedrigeren 
R,-Wert (Tab. 4), das bei direkter Sulfatierung von TdR erhalten wird (Versuche 
1 bis 4 und 6 bis 8 in Tab. l), erweist sich bei chromatographischem Vergleich als 
identisch rnit dem auf dem eben beschriebenen Wege gewonnenen Na-Salz von 1. 
Diese Feststellung eroffnet einen praparativ einfachen Weg zur Darstellung von 1 
direkt aus TdR, denn unter bestimmten Bedingungen der direkten Sulfatierung 
(Versuche 4 oder 8 in Tab. 1) fallt neben 3 nur 1 an, wobei die Ausbeute an 1 aller- 
dings relativ gering ist (15-25 Mol-%). 3 1aiRt sich, wie oben beschrieben, von dem 
gewunschten 1 leicht an einer Dowex-1-Saule abtrennen. 

Die Sulfate von TdR zeigen in Wasser ein Extinktionsmaximum bei 266.5 nm. 
Die Schwefelsaureestergruppe kann im IR-Spektrum *) an mehreren charakteristischen 
Banden erkannt werden: 12501cm (breit und intensiv), um 800/cm intensive und 
scharfe Doppelbanden, bei 1050/cm eine starke und bei 1370 - 1380/cm eine schwache 
Bande. 

Biochemische Versuche 14) 

Nach Arnold und Price 15) hemmen die Ribosidsulfate des Adenins und Cytosins 
die Aufspaltung von Adenosin- und Cytidinmonophosphat durch Kartoffelphospha- 
tase. Wir haben die Wirkung der drei Sulfate des Thymidins auf die Phosphat- 
Abspaltung aus acht Substraten unter Verwendung von Zellfraktionen der Mauseleber 
als Enzymquelle untersucht. Im Vergleich dazu wurde jeweils auch die Wirkung der 
Adenosinmonosulfate (Isomerengemisch nach 1. c. 1)) rnit untersucht. 

In Abbild. la-c ist die Wirkung der Sulfate auf die Spaltung des Desoxy- 
cytidinmonophosphats **) durch die Kern-, Mitochondrien- und Mikrosomen-Frak- 
tion wiedergegeben. Besonders bemerkenswert ist, dal3 die Reihenfolge der Wirksam- 
keiten der verschiedenen Sulfate bei den einzelnen Zellfraktionen teilweise unter- 
schiedlich ist. 

Am deutlichsten erweist sich das bei 3, das fur die Mitochondrien-Fraktion der 
wirksamste Stoff ist, fur die Kern-Fraktion aber zusammen rnit 2 die geringste 
Wirksamkeit zeigt. In der Mikrosomen-Fraktion liegt die Wirksamkeit von 3 zusam- 

* )  Aufgenommen in KBr rnit einem Zeiss UR-10-Gerat; fur die Aufnahme der 1R-Spektren 
sind wir Herrn Dip1.-Phys. K. Schwurz vom lnstitut fur Biophysik der Deutschen Akade- 
mie der Wissenschaften zu Berlin, Berlin-Buch, zu Dank verpflichtet. 

* *) Bei allen biochemischen Versuchen wurden die NucIeosid-5’-phosphate als Su bstrat 
eingesetzt. 

14) uber einen Teil der Versuche wurde bereits auf der Jahrestagung der Arbeitsgenieinschaft 
Biochemie in der DDR in Magdeburg, Juni 1965, berichtet (Verhandlungen der Gesell- 
schaft fur experimentelle Medizin der DDR, Band 7, im Druck). 

15) J .  Arnold und T. D .  Price, Federat. Proc. 22, 292 ( 1  963). 
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men mit der von 1 unter der des Adenosinsulfates, aber uber der von 2. Diese Befunde 
weisen darauf hin, dal3 an der Aufspaltung der Nucleotide durch die einzelnen 
Zellfraktionen verschiedene Enzyme (oder Gemische davon) beteiligt sind, die sich 
in ihrer Hemmbarkeit unterscheiden. 
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Abbild. 1 .  Hernmwirkung der verschiedenen Schwefelsiiitreester auf die Phosphatabspaltung 
BUS Desoxycytidinmonophosphat durch Enzyme der Kern-, Mitochondrien- und Mikrosomen- 

Fraktion aus Miuseleber 

Wir haben weiter die Wirkung der vier Sulfate auf die Aufspaltung der in Tab. 3 
aufgefuhrten Ribo- und Desoxyribonucleotide untersucht. Das AusmaS der Hemm- 
wirkung ist danach bei verschiedenen Substraten stark unterschiedlich. So wird vor 
allem die Abspaltung von Phosphat aus den Desoxyribonucleotiden viel starker 
gehemmt als diejenige aus den Ribonucleotiden. Soweit auswertbare Hemmungen 
vorliegen, entsprechen sie bei allen Substraten etwa den am Beispiel des Desoxy- 
cytidinmonophosphats gefundenen Regeln iiber die relativen Hemmeffekte der 
einzelnen Schwefelsaureester auf die Enzyme der verschiedenen Zellfraktionen. Die 
Enzyme der Kern- und Mikrosomen-Fraktion werden bei allen Substraten durch das 
Adenosinmonosulfat-Gemisch viel starker als durch die verschiedenen TdR-Sulfate 
gehemmt. Das weist darauf hin, daR die Hemmwirkung nicht von einer strukturellen 
Ahnlichkeit des jeweiligen Pentoserestes in Substrat und Hemmstoff abhangt. 
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Da jedoch nur die Phosphatabspaltung aus Nucleotiden, nicht aber diejenige aus 
Fructosed-phosphat, Glucose-6-phosphat, a- und p-Glycerophosphat gehemmt wird, 
ist eine allgemeine strukturelle Ahnlichkeit von Substrat und Hemmstoff offenbar 
fur die Wirkung Voraussetzung. Die TdR-Sulfate selbst werden durch die Enzyme 
der oben genannten Zellfraktionen nicht aufgespalten. 

Tab. 3. Hemmwirkung von Schwefelsaureestern (2 X 10-3 m) auf die Phosphatabspaltung aus 
verschiedenen Nucleotiden ( 1  X 10-3 m) durch Enzyme der Kern-, Mitochondrien- und 

Mikrosomen-Fraktion aus MLuseleber (Angaben in "/o Hemmung) 

Kern-Fraktion Mitochondrien-Fraktion Mikrosomsn-Fraktion 
Adenosin- Adenosin- Adenosin- 

mono- 1 2 3 mono- 1 2 3 mono- 1 2 3 
sulfate sulfate sulfate 

Substrat 

Desoxycytidin- 
monophosphat 

Cytidinmonophosphat 
Desoxyadenosin- 

monophosphat 
Adenosinmonophosphat 
Thyniidinmonophosphat 
Uridinmonophosphat 
Desoxyguanosin- 

monophosphat 
Guanosinmonophosphat 

64 

28 
46 

5 
21 
16 
43 

4 

38 13 15 47 33 20 60 72 35 23 40 

18 8 0 21 16 15 30 36 14 12 16 
15 8 8 36 17 16 38 60 25 5 22 

1 2  0 12 7 1 1 3  17 8 8 7 
5 1 3 18 15 3 52 18 7 10 15 
6 4 3 27 15 I2 24 21 7 8 0 

I5 10 9 44 26 26 68 46 25 16 22 

0 1 0  2 1 0 9 7 1 1 0 0 0  

Die Aufspaltung von Nucleotiden durch eine weitgehend gereinigtel6) alkalische 
Phosphatase oder durch die 5'-Nucleotidase aus Schlangengift wird durch die Schwe- 
felsaureester nicht gehemmt. Nach diesen Ergebnissen scheint sich die Hemmwirkung 
der Sulfate auf die Phosphatabspaltung aus Nucleotiden nur auf bestimmte Enzyme 
zu beschranken. 

Herrn Prof. Dr. K.  Replte danken wir fur sein forderndes Interesse an dieser Arbeit. Fur 
die Ausfuhrung der Elementaranalysen mochten wir Frau Dr. L. Redinger vom Institut fur 
organische Chemie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Berlin-Adlershof, 
fur geschickte experimentelle Mitarbeit Herrn K. Gaertner sowie Herrn H. Grobe unseren 
Dank aussprechen. 

Beschreibung der Versuche 
Schmelzpunkte wurden auf dem Boetius-Heiztisch bestimmt und sind korrigiert. 

Papierchromatographie: Absteigend auf Papier Schleicher & Schiill Nr. 2043 b. Die Sub- 
stanzen wurden durch ihre UV-Absorption lokalisiert. Zur quantitativen Auswertung wurde 
in der iiblichen Weise mit Wasser eluiert und die Extinktion bei 260nm gegen Leerwert 
bestimmt (s. Tab. 4). 

Diinnschichtchromatographie: Mit MN Cellulose 300 (Macherey, Nagel & Co., Diiren), 
Schichtdicke 0.25 mm (s. Tab. 4). 

Sulfrrtierung von Thymidin (TdR) 
a) Mit Chlorsulfonsaure im Molverhaltnis I :I ( Versuch Nr. 6, Tab. I ) :  Zu 0.48 g (2 mMol) 

TdR in 40 ccm trockenem Pyridin wird bei 0" unter Riihren langsam eine Losung von 0.23 g 

16) G. Schramm und 0. Armbruster, Z. Naturforsch. 9b, 114 (1954). 
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Tab. 4. RF-Werte 

Papier- 
Verbindung chromatographie 

A*) B*) 

Dunnschicht- 
chromatographie 

B*) 

3’.5’-O-Diacetyl-TdR (7) 17) 0.85 
3‘-O-Acetyl-TdR (4) 0.75 0.81 
Thymidin (TdR) 0.65 0.68 
3’-O-Acetyl-TdR-5’-sulfat (5) 0.54 0.53 
5’-O-Acetyl-TdR-3’-sulfat (6) 0.50 0.50 
TdR-3’-Sulfat (2) 0.47 0.41 
TdR-5’-Sulfat (1) 0.43 0.40 
TdR-3’.5’-Disulfat (3) 0.24 0.25 

0.90 
0.85 
0.70 
0.61 
0.60 
0.50 
0.47 
0.30 

(0.13 ccm; 2 mMol) Chlorsuljunsuure in 3 ccm trockenem Chloroform gegeben. Das Gemisch 
wird 24 Stdn. bei 2” geriihrt und 1 Stde. bei Raumtemperatur belassen. Danach wird i. Vak. 
im Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt, der Ruckstand in 5 ccm Wasser aufgenom- 
men, durch Zugabe von n NaOH auf pH 8 gebracht, wiederum i. Vak. eingeengt und mehrmals 
mit absol. Athanol nachdestilliert. Nach vollkommener Trocknung im Exsikkator wird das 
Reaktionsprodukt in absol. Methanol aufgenommen, die Losung gegebenenfalls rnit wenig 
Aktivkohle* *) entfarbt und danach i. Vak. eingeengt. Das so gewonnene Substanzgemisch 
(0.68 g) ist frei von Sulfat-lonen. Analog wurden die anderen in Tab. 1 verzeichneten Ver- 
suche durchgefuhrt. 

b) Mir S03-Pyridin18) im Molverhiiltnis I : I  (Versuch Nr.  I ,  Tab. I ) .  Zu 0.48 g (2 mMol) 
TdR in 40 ccm trockenem Pyridin werden unter Riihren 0.32 g (2 mMol) SO3-Pyridin gege- 
ben. Nach AuRosen des S03-Pyridins la& man 48 Stdn. bei Raumtemperatur stehen. Danach 
wird auf 0” gekiihlt und langsam rnit 7 ccm Wasser versetzt. Man l5Bt 1 Stde. bei Raumtempe- 
ratur stehen und engt dann i. Vak. zur Trockne ein. Der Ruckstand wird in  5 ccm Wasser 
aufgenommen und die Losung rnit n NaOH auf pH 8 gebracht. Weitere Aufarbeitung analog 
a). Ausb. 0.53 g. 

c) Mit SO3-Tribthylamin19) im Molverhiiltnis I : 2 :  Zu 0.48 g (2mMol) TdR in 1 3  ccm 
Dimethylformamid/Benzol (1 : 1) gibt man 1 ccm Pyridin und 0.72 g (4 mMol) SOyTriiithyl- 
amin und riihrt 20 Stdn. bei Raumtepperatur. Danach wird i. Vak. weitgehend eingeengt, 
mit Benzol/Wasser nachdestilliert und der Ruckstand mit Ather verrieben, wobei Kristalli- 
sation eintritt. Der Ather wird verworfen. Danach wird mit Chloroform verrieben und die 
Chloroform-Losung ebenfalls verworfen (Beseitigung nicht umgesetzten SOs-Triathylamins). 
Die Losung des Ruckstands in 5 ccm Wasser wird rnit n NaOH auf pH 8 gebracht und i. Vak. 
zur Trockne eingeengt. Weitere Aufarbeitung analog a). Ausb. 0.48 g. Das Reaktionsprodukt 
enthalt 53 Mol-% TdR, 13 Mo1-x 2, 27 Mol-% 1 und 7 Mol-% 3. 

TdR-3‘.5‘-Disulfat (3), Di-Nu-Salz ( Versuch Nr. 5 ,  Tab. I ) :  0.48 g (2 mMol) TdR werden 
in 40 ccm trockenem Pyridin analog b) rnit 1.3 g (8 mMol) S03-Pyridin umgesetzt und 
aufgearbeitet. Ausb. 0.91 g (99%). Das Produkt wird unter Zusatz von wenig Aktivkohle 
aus 90-proz. Athanol umkristallisiert. 3 gibt rnit Bariumchlorid in neutraler Losung keinen 
Niederschlag. Schmp. 213 -214’ (Zers.). 

B = n-Butanol/Eisessig/Wasser 
~~~~ 

* )  Laufmittei: A = Isopropylalkohol/Wasser (8 : 2)3); 
(5:2:3). 

** )  Medizinische Kohle, E. Merck AG, Darmstadt. 
17) Dargestellt nach A. Michelson und A.  R .  Todd, J. chem. SOC. [London] 1955, 816. 
18) H.  Sisler und L. F. Audrierlr, Inorg. Syntheses 2, 173 (1946). 
19) R .  Cherniak und E. A. Davidson, J. biol. Chemistry 239, 2986 (1964). 
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UV (H20):  hmax 266.5, Amin 234 nm (€260 = 8300). 
N ~ ~ C I O H I Z N ~ ~ ~ I S ~  (446.3) Ber. C 26.89 H 2.70 N 6.28 S 14.38 

Gef. C 27.28 H 2.76 N 6.39 S 14.38*) 

Das Disul&at bleibt bei 1 stdg. Erhitzen in n/100 HCI auf 80" unverandert, wahrend in 
11/10 HCl bei 50" schon nach 2 Min. Hydrolyse (unter bevorzugter Bildung von 1) einsetzt. 

TdR-3'-Sulfrrr (2), Na-Salz 
a) Mit Chlorsulfonsuure: Zu 2.9 g (6 mMol) 5'-O-Trityl-TdRJ2) in 40 ccm trockenem 

Pyridin werden unter Riihren bei 0' vorsichtig 0.70 g (0.40 ccm; 6 mMol) Chlorsulfonsiiure 
getropft. Die Losung wird iiber Nacht bei 2" geriihrt, danach in 600 ccm Eiswasser einge- 
tropft, die waRr. Lasung i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Ruckstand 5 Min. mit 
30 ccm 80-proz. Essigsuure unter RuckfluB erhitzt. Danach wird wiederum i. Vak. eingeengt, 
mehrfach mit absol. Athanol nachdestilliert, der Ruckstand in 75 ccm Wasser suspendiert, 
daraus das Triphenylcarbinol mehrfach rnit Ather extrahiert, die w113r. Losung mit n NuOH 
auf pH 8 gebracht, i. Vak. eingeengt und der Riickstand iiber Silicagel i. Vak. getrocknet. 
Das Schwefelsuureester-Salz wird mit siedendem Methanol aus dem Rohprodukt extrahiert, 
die methanol. Losung i. Vak. eingeengt und der Ruckstand mit 10 ccm 90-proz. k h a n o l  
digeriert. Das dabei unlijslich bleibende Produkt wird isoliert und unter Zusatz von wenig 
Aktivkohle aus 90-proz. Athano1 umkristallisiert. Ausb. 0.91 g (44%), Schmp. 200-201' 
(Zers.). 2 gibt rnit Bariumchlorid in neutraler Losung keinen Niederschlag. 

U V  (H20): h,,, 266.5, h,in 234 nni ( E 2 q  .= 8400). 
NaCIOHl3N20gS (344.3) Ber. C 34.88 H 3.81 N 8.14 S 9.32 

Cef. C 35.16 H 4.00 N 7.95 S 9.04 

b) Mit SO3-Pyridin: 2.9 g (6 mMol) 5'-O-Trityl-TdRlz) in 40 ccm trockenem Pyridin 
werden rnit 4.8 g (30 mMol) SO3-Pyridin versetzt und 48 Stdn. bei Raumtemperatur geruhrt. 
Dann wird in 600 ccm Eiswasser gegossen und wie unter a) aufgearbeitet. Ausb. 0.52 g 
(25 %), identisch mit dem nach a) erhaltenen Produkt. 

Acetcir (6), Na-Salt: Schmp. ab 161' (unscharf). 
NaC12H15N208S (386.3) Ber. N 7.25 Gef. N 6.81 

Sulfitierurrg von 3'-O-Aceryl-TdR (4) 
a) Mit Chlorsulfvnsaure irn Molverliultnis I : 1 :  Zu 0.57 g (2 mMol) 4 in 40 ccm trockenem 

Pyridin wird bei 0" unter Ruhren langsam eine LBsung von 0.23 g (0.13 ccm; 2 mMol) 
Chlorsulfonsuure in 3 ccm Chloroform getropft. Das Gemisch wird 24 Stdn. bei 2" geruhrt. 
Nach Zugabe von 4 ccm n NaOH wird i. Vak. im Rotdtionsverdampfer eingeengt, mehrfach 
mit absol. Athanol nachdestilliert, der Ruckstand rnit absol. Methanol bei Raumtemperatur 
extrahiert, der Auszug rnit wenig Aktivkohle behandelt und i. Vak. eingeengt. Ausb. 0.52 g. 
Das hygroskopische Reaktionsprodukt enthalt 57 Mol- % 4, 16 Mol- % TdR, 22 Mol- % 5 
und 5 Mol- % 1 * *). Analog entstehen mit der 5-fdch molaren Menge Chlorsulfonsaure 
78 Mo1-X 5 und 22 Mol- 1 und rnit der 10-fach molaren Menge 99 Mol-P: 1. Bezuglich 
der Aufarbeitung zu 1 s. unten. 

b) Mit S03-Pyridin im Molverhaltnis I :3.5: 0.57 g (2 mMol) 4 in 40 ccm trockenem 
Pyridin und 1.11 g (7 mMol) SO3-Pyridin werden 48 Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt. 
Nach Zusatz von 15 ccm n NuOH wird 1 Stde. stehengelassen. Nach Abtrennung von ausge- 
schiedenem Na2S04 wird i. Vak. im Rotationsverdampfer eingeengt, der Riickstand mit 

*I  Bestimmt nach 2stdg. Hydrolyse rnit 2n HCl in der Siedehitze; ebenso wurde bei 1 und 2 
verfahren. 

bei 260 nm berechnet. 
**) Ebenso wie die folgenden Angaben unter der Annahme gleicher molarer Extinktionen 
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Methanol behandelt und die methanol. Losung rnit moglichst wenig Aktivkohle weitgehend 
entfarbt. Ausb. 0.54 g. Analog wurden die anderen in Tab. 2 verzeichneten Versuche durch- 
gefuhrt. 

Entacetylierung: 250 mg des Sulfatierungsproduktes aus 4 und SOj-Pyridin im Molver- 
haltnis 1 : 1 werden in 15 ccm Wasser gelost, rnit n NaOH auf pH 12 gebracht und 30 Min. 
irn siedenden Wasserbad erhitzt.,Danach wird rnit verd. Schwefelsaure neutralisiert, i. Vak. 
zur Troekne eingeengt und das Reaktionsprodukt durch Aufnehmen in absol. Methanol von 
Na2S04 befreit. Je 300 pg Ausgangsprodukt und Entacetylierungsprodukt werden papier- 
chrornatographisch mit Laufmittel B aufgetrennt. Nach Elution werden fur die einzelnen 
SubstanZen bei 260 nm (Vol. = 2 cem, d = 1 em) folgende Extinktionen gefunden: im Aus- 
gangsprodukt fur 4 0.640, fur TdR 0.288, fur 5 0.324 und fur 1 0.084; im Entacetylierungs- 
prod& fur  TdR 0.835 und fur 1 0.415. Danach sind ubergegangen 4 in TdR und 5 in 1. 
Die Reaktionsprodukte von 4, die man bei anderen molaren Verhaltnissen mit SOyPyridin 
erhalt (Tab. 2), konnen analog entacetyliert werden. 

Acetylierungen: Je 250 mg der Reaktionsprodukte aus 4 und SO3- Pyridin im Molverhaltnis 
1 : I oder 1 : 5 (Tab. 2) werden in je 8 ccrn trockenem Pyridin gelost und mit 1 ccm Acetanhydrid 
versetzt. Nach 2Ostdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wird i. Vak. weitgehend eingeengt, 
der Ruckstand rnit Ather verrieben, die ather. Losung verworfen, der verbleibende Ruckstand 
getrocknet und papierehromatographisch untersueht. ErwartungsgemaB gehen TdR und 
4 in 7 und 1 in 5 uber, wahrend 5 unverandert bleibt. 

TdR-5'-Sulfat (l), Nu-Salz 
a) Aus 4: Wie vorstehend beschrieben, wird 4 rnit der 3.5-fach molaren Menge SO3- 

Pyridin umgesetzt. Das im Reaktionsprodukt neben 1 enthaltene 5 (Tab. 2) wird mit Nutron- 
huge bei pH 12 entacetyliert. Man erhllt ein gelbbraunes Rohprodukt, in dem chrornato- 
graphisch nur das Nu-Salz von 1 nachweisbar ist. Das Produkt wird rnit etwas Methanol 
verruhrt und die Losung vom zahen braunen Ruckstand abgegossen. Nach Einengen i. Vak. 
wird die Losung des Ruckstands in wenig Methanol in der Siedehitze rnit Isopropylalkohol 
bis zur eben eintretenden Fallung versetzt. Man behandelt rnit Aktivkohle und engt wieder 
restlos ein. Diese verlustreichen Operationen mussen mehrfach wiederholt werden, bis das 
in der Kalte aus der Methanol/Isopropylalkohol-Losung amorph ausfallende Produkt nur 
noch ganz schwach gelb gefarbt ist. Das so erhaltene Na-Salz von 1 k t  nach spektroskopi- 
schem und analytischem Befund zu 90-95% rein. 

b) Aus TdR: 3.0 g (12.4 mMol) TdR in 250 ccm troekenem Pyridin versetzt man unter 
Ruhren mit 6.0 g (37.7 mMol) SOyPyridin und riihrt 48 Stdn. bei Raumtemperatur. Danach 
werden unter Eiskuhlung 120 eem Wasser zugesetzt. Die wal3r. Losung wird 1 Stde. bei 
Raumtemperatur belassen und i. Vak. vollkommen eingeengt. Die weitere Aufarbeitung 
geschieht analog der oben beschriebenen Umsetzung von TdR rnit Chlorsulfonsaure. Ausb. 
4.9 g Gemisch von 1 und 3 (Tab. 1). Das Produkt wird in 1 0 0  ccm Wasser an  einer Dowex-l- 
Saule (CP-Form, 50-100 mesh, Saulendurchmesser 25 mm, Fullhohe 560 mm) mit n/10 HCI 
chromatographiert. Die Fraktionen 15 -40 von je 100 ccm werden vereinigt, mit Natronlauge 
neutralisiert und i. Vak. im Rotationsverdarnpfer eingeengt. Der im Exsikkator getrocknete 
Ruckstand wird mit I 0 0  cem absol. Methanol geschiittelt, die methanol. Lbsung zur Trockne 
eingeengt und der Ruckstand rnit 30 eem absol. Methanol behandelt. Diese Prozedur wird so 
lange mil kleineren Mengen Methanol wiederholt, bis die Substanz chloridfrei ist. Ausb. 
0.81 g (12%). Sehmp. ab 195" (unseharf), Zers.-P. 230-231". 1 gibt rnit Bariumehlorid in 
neutraler Losung keinen Niederschlag. 

UV (H20): Imax 266.5, hmin 234.5 nm (€260 = 7900). 

NaCloH13N208S (344.3) Ber. N 8.14 S 9.32 Gef. N 7.64 S 9.26 
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Durch weitere Elution mit n HCl wird in den Fraktionen 52-80 3 erhalten, das analog 
von Cle befreit werden kann. GemaB dem Extinktionsverhsltnis der 1 oder 3 enthaltenden 
Fraktionen errechnet sich ein Gehalt von 29 Mol-% 1 und 71 Mol-% 3 im Ausgangsmaterial 
(chromatographisch werden bestimmt : 26 Mol- % 1 und 74 Mol- % 3). 

Biochemische Versuche 

Mauseleber wurde mit der 5-fachen Menge 0.25 m Saccharose-Losung in einem Potter- 
Homogenisator homogenisiert. Das Hornogenat wurde zur Entfernung von Bindegewebs- 
bestandteilen durch ein Sieb geriihrt und dann fraktioniert zentrifugiert (Kern-Fraktion : 
Sediment bei650 xgfiir 15 Min., Mitochondrien-Fraktion: Sediment bei 8000 xg furl 15 Min., 
Mikrosomen-Fraktion: Sediment bei 100000 x g  fur 90 Min.). Die Kern- und Mitochondrien- 
Fraktion wurden je einmal mit der zurn Homogenisieren benutzten Menge Saccharose- 
Lasung gewaschen. Der partikelfreie uberstand von 100 000 x g  enthielt kaum noch Nucleo- 
tid-spaltende Aktivitat. 

Zur Verwendung als Enzymquellen wurde jeweils die 1 g Leber iiquivalente Menge der 
3 Fraktionen in 3.5 ccrn (Kern-Fraktion) bzw. in 1 ccm Saccharose-Losung (Mitochondrien- 
und Mikrosomen-Fraktion) suspendiert. Die einzelnen Inkubations-Ansatze enthielten : 
0.1 ccm 5 x 10-3 m Substrat-Losung, 0.1 ccm 5 x 10-3 m MgClz-Losung, 0.1 ccm 0.5 m 
Trispuffer pH 7.4, 0.1 ccm Hemmstoff-Losung oder Wasser und 0.1 ccm Enzymsuspension. 
Die Inkubation erfolgte bei 37". Es wurde jeweils ein Ansatz ohne Substrat mitgefuhrt, um 
die endogene Phosphat-Freisetzung zu messen. Die Ergebnisse sind urn diesen Leerwert 
korrigiert, der bei ungehemmter Aufspaltung etwa 50% des MeOwertes betrug. Nach 15 und 
30 Min. Inkubation wurde die Urnsetzung durch Zugabe von 1 ccm 0.33m Trichloressigsaure 
unterbrochen und nach Abzentrifugieren der Fallung in 1 ccm des Uberstandes das freige- 
setzte Phosphat bestimmt (colorimetrische Phosphat-Bestimmung nach Bosse20) mit der Ab- 
weichung, daB die Farbentwicklung in einem Vol. von 5 ccm ausgefuhrt wurde). Da die pro- 
zentuale Hemmung nach 15 und 30 Min. Inkubation etwa gleich groB war, wurde sie aus dem 
Mittel der beiden Werte errechnet. Die Abweichung der beiden Einzelwerte von diesern Mittel 
betrug im allgemeinen weniger als 5 %. Es wurde innerhalb der gewahlten Inkubationszeiten 
eine etwa 20- 50-proz. Aufspaltung der Substrate erreicht. 

20) Beschrieben in K. Lohmann und P. Lungen, Biochem. 2.328, 1 (1956). [70/661 
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