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Karl Heinz Scheit

Die Synthese der 5’-Diphosphate von 5-Methyl-uridin,
5-Hydroxymethyl-uridin und 3.5-Dimethyl-uridin®

Aus der Chemischen Abteilung des Max-Planck-Institutes fiir Experimentelle Medizin,
Gottingen

(Eingegangen am 18. Juni 1966)

Ausgehend von 2'.3’-O-lsopropyliden-uridin wurden 5-Hydroxymethyl-, 5-Methyl- und
3.5-Dimethyl-2'.3’-0O-isopropyliden-uridin in guten Ausbeuten dargestellit. Die geschiitzten
Nucleoside wurden durch 2-Cyan-ithylphosphat und Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI)
phosphoryliert. Nach Abspaltung der Schutzgruppen wurden durch Reaktion der Nucleotide
mit [2-Cyan-#thyl]-«-pyridyl-phosphat die entsprechenden Nucleosid-5’-diphosphate erhalten.

DNS und RNS enthalten neben Adenin, Cytosin, Uracil und Guanin sowie deren
N-Methylderivate auch 5-alkylsubstituierte Pyrimidine: 5-Methyi-uracil (Thymin),
5-Hydroxymethyl-uracil, 5-Methyi-cytosin, 5-Hydroxymethyl-cytosin. Wir waren
daran interessiert, Polyribonucleotide mit 5-Methyl-, 5-Hydroxymethyl- und 3.5-Di-
methyl-uracil darzustellen, um den EinfluB der Hydroxymethyl- oder Methylsubsti-
tuenten der Pyrimidine auf die Eigenschaften dieser Polynucleotide zu untersuchen.
In dieser Arbeit wird zundchst iiber die Synthese der 5-Diphosphate von 5-Methyl-,
5-Hydroxymethyl- und 3.5-Dimethyl-uridin berichtet.

Die Phosphorylierung von 5-Methyl-, sowie 3.5-Dimethyl-uridin zu 5-Methyl-uridin-5'-
phosphat1,2), 5-Methyl-uridin-5'-diphosphat!,2), 3.5-Dimethyl-uridin-5’-phosphat? und
3.5-Dimethyl-uridin-5'-diphosphat? wurde bereits beschrieben. Das erforderliche 5-Methyl-
uridin wurde durch Kondensation eines geschiitzten Ribofuranosylhalogenids mit Thymin
dargestellt?. Wir versuchten diese im allgemeinen wenig angenehme Synthese zu umgehen.
Cline et al.4 beobachteten, daB Uracil unter saurer, noch besser basischer Katalyse mit
Paraformaldehyd 5-Hydroxymethyl-uracil bildet. Uridin reagierte nur in Gegenwart von
Siure mit Paraformaldehyd. Aus der Reaktionsmischung lieB sich durch Anionenaustauscher-
chromatographie 5-Hydroxymethyl-uridin in geringer Ausbeute isolieren.

Wir fanden, daB aus 2’.3’-O-Isopropyliden-uridin (1) und Paraformaldehyd in
0.57 KOH als Losungsmittel bei 5S0° in 85-proz. Ausbeute das 5-Hydroxymethyl-
derivat 2 entstand. Uridin reagierte unter Basenkatalyse nicht mit Paraformaldehyd.
Saure Hydrolyse des Isopropylidenrestes durch 50-proz. Essigsiure bei 100° fithrte zu
5-Hydroxymethyi-uridin, das im Hinblick auf UV-Spektren und Schmelzpunkt mit
dem in der Literatur beschriebenen Produkt identisch war. Im NMR-Spektrum von 2

*) Vorgetragen auf der westdeutschen Chemiedozententagung in Wiirzburg, 25.—29. 5. 1966.
1) B. E. Griffin, A. Rich und A. Todd, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 1123 (1958).

2 W. Szer, M. Swierkowski und D. Shugar, Acta biochim. polon. 10, 87 (1963).

3 J.J. Fox, N. Yung, J. Davoll und G. Brown, J. Amer. chem. Soc. 78, 2117 (1956).

4 R. E. Cline, R. M. Fink und K. Fink, J. Amer. chem. Soc. 81, 2521 (1959).

5) K. H. Scheit, Tetrahedron Letters [London] 1965, 1031.
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fehlte das Signal des Protons an C-5 in 1. Die Substitution war also am Pyrimidinkern
in 5-Stellung erfolgt. 2 lieB sich in Eisessig mit Platin(1V)-oxid als Katalysator in
85-proz. Ausb. zu 5-Methyl-2’.3-O-isopropyliden-uridin (3) hydrieren. Eine Hydrie-
rung der 5.6-Doppelbindung wurde nicht beobachtet.

Mit Diazomethan wurde 3 bei 0° quantitativ in das Dimethylderivat 4 iibergefiihrt.
Die Stellung der zweiten Methylgruppe in 4 konnte eindeutig aus den UV-Spektren
bei pH 7 und pH 12 abgeleitet werden.
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Die Phosphorylierung der geschiitzten Nucleoside 3 und 4 gelang ohne Schwierig-
keiten mit 2-Cyan-dthylphosphat und Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) in Aus-
beuten von 60 bzw. 67%. Die Reaktion der erhaltenen Nucleotide mit [2-Cyan-
athyl]-e-pyridyl-phosphat® fithrte nach alkalischer Abspaltung der 2-Cyan-dthyl-
gruppe zu den 5’-Diphosphaten 7 und 8. Es ist interessant, dafl 4 bei pH 13 stabil ist,
wiihrend 3-Methyl-uridin unter diesen Bedingungen eine Aufspaltung des Pyrimidin-
ringes erleidet, 7 und 8 wurden durch Anionenaustauscherchromatographie an
DEAE-Cellulose mit Ausbeuten von 509, rein isoliert.
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6 K. H. Scheit und W. Kampe, Chem. Ber. 98, 1045 (1965).
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Um 2 phosphorylieren zu koénnen, muflite die S-Hydroxymethylgruppe selektiv
geschiitzt werden. Die Unterschiede in der Nucleophilie der 5'-OH- und 5-OH-Gruppe
sind nicht grof§ genug, um eine spezifische Reaktion mit Tritylchlorid oder Dihydro-
pyran zu ermoglichen. Dagegen besitzt 2 die Moglichkeit, in Gegenwart starker
Sduren das mesomeriestabilisierte Carbonium-Ion 9 (vgl. auch 1. ¢.#) zu bilden, das mit
schwachen Sduren zu dem entsprechenden 5-Hydroxymethylester reagieren kann.
Wurde eine Losung von 2 in Eisessig bei Anwesenheit katalytischer Mengen Trifluor-
essigsidure eine halbe Stunde auf 50° erwdrmt, so konnte durch pridparative Diinn-
schichtchromatographie an Kieselgel das 5-Hydroxymethylacetat 10 in 50-proz.
Ausbeute isoliert werden.
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2’.3’-0-Isopropyliden-uridin wurde unter den gleichen Bedingungen nicht acetyliert.
Die Stellung der Acetylgruppe in 10 konnte eindeutig durch das NMR-Spektrum
festgelegt werden. Die Signale der Protonen an C-7 und C-6 zeigten im Vergleich zu 2
eine starke chemische Verschiebung zu niedrigeren Feldstirken, wihrend die Signal-
lage der Protonen an C-5" konstant blieb.

10 wurde durch 2-Cyan-dthylphosphat und DCCI phosphoryliert. Nach Abspal-
tung der Schutzgruppen wurde 5-Hydroxymethyl-uridin-5’-phosphat (11) in 50-proz.
Ausbeute isoliert. Der Nachweis, dal3 in 11 die 5'-OH-Gruppe phosphoryliert worden
war, gelang durch oxydativen Abbau mit Natriumperjodat zum Dialdehyd 12. Mit
verdiinntem Ammoniak wurde die Nucleobase abgespalten, die durch UV-Spektren
und Papierchromatographie einwandfrei als 5-Hydroxymethyl-uracil identifiziert
wurde. Das Zucker-Fragment und dessen Folgeprodukte wurden nicht niher unter-
sucht.
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5-Hydroxymethyl-uridin-5’-diphosphat wurde aus 11 durch Reaktion mit [2-Cyan-
dthyll-a-pyridyl-phosphat mit 459, Ausbeute (bez. auf 11) erhalten.

Die dargestellten Nucleosid-5’-diphosphate 7, 8 und 5-Hydroxymethyl-uridin-5-
diphosphat wurden durch Anionenaustauscherchromatographie, Papierelektrophorese
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sowie Phosphatbestimmung charakterisiert und durch Polynucleotid-Phosphorylase
aus Acotobacter vinelandii zu Polynucleotiden polymerisiert, woriiber gesondert be-
richtet wird.

Prof. Dr. F. Cramer sei fiir die wohlwollende Unterstiitzung, Friulein Ch. Beckers fiir
fleiBige Mitarbeit gedankt.

Beschreibung der Versuche

UV-Spektren wurden mit den Geriten Zeiss PMQ Il und Cary 14 aufgenommen. Schmelz-
punkte wurden mit dem Monoskop (Fa. Reichert, {sterreich) bestimmt und sind nicht
korrigiert. Fiir die Siulenchromatographie wurde ein LKB-Fraktionssammler mit Uvicord
UV-Analysator benutzt. Das Abdestillieren von Losungsmitteln erfolgte im Rotationsver-
dampfer.

Phosphoranalysen: Nach der Methode von P.S. Cher und Mitarbb. 7).

Papierchromatographie: Losungsmittel: Isopropylalkohol/NH4OH(konz.)/H,0 7:1:2 (A),
Isopropylalkohol/NH4OH(konz.)/H,O = 6:3:1 (B); Papier: Schleicher und Schiill 2043 b
(gewaschen).

Diinnschichtchromatographie: Losungsmittel: Chloroform/Methanol 9:1 (C). Adsorbens:
Kieselgel HF;54 (Merck). Fiir priaparative Zwecke wurde Kieselgel PF;54 (Merck) benutzt.
Die in diesen Fillen verwendeten Losungsmittel sind jeweils in den Versuchsbeschreibungen
angegeben.

Papierelektrophorese: In 0.05m Ammoniumformiat (pH 3.5) an Whatman 3MM-Papier
bei 17 Volt/cm.

2'.3"-0-Isopropyliden-uridin (1) war ein Produkt der Firma Zellstoff Waldhof (Mannheim).

[2-Cyan-ithyl J-a-pyridyl-phosphat erhielten wir nach 1. ¢.8),

5-Hydroxymethyl-2'.3'-O-isopropyliden-uridin (2): 10 mMol (2.84 g) 2'.3-O-Isopropyliden-
uridin (1) wurden in 20 ccm 0.572 KOH mit 0.5 g Paraformaldehyd versetzt. Das Reaktions-
gemisch wurde 24 Stdn. bei 50° gehalten, danach vorsichtig mit Ionenaustauscher Merck I
(H®) neutralisiert und abfiltriert. Man wusch den Ionenaustauscher griindlich mit Methanol
engte die vereinigten Filtrate zur Trockne ein und chromatographierte den Riickstand auf
Silicagelplatten mit Chloroform/Methanol (95 :5) so oft, bis die Substanzen sauber getrennt
waren. Das Produkt wurde vom Silicagel mit Chloroform/Methanol (1 : 1) eluiert und das
Eluat eingeengt. Der Riickstand kristallisierte nach Anreiben mit wenig Wasser, Ausb.
2.66 g (85%); Schmp. 171 —172° (aus Wasser).

UV (Wasser, pH 7): Apax 263 mp (e == 10200), Ayin 232 (€=3050).

C13H23N207 (314.0) Ber. C49.86 H5.77 N 8.92 Gef. C50.06 H6.15 N 8.52

5-Hydroxymethyl-uridin: Die Isopropylidengruppe konnte durch 2stdg. Kochen mit
50-proz. Essigsiure abgespalten werden. Nach Abdampfen der Essigsdure wurde der Riick-
stand aus Methanol/Ather umkristallisiert; Schmp. 167° (Lit.#: 167 —168°).

S5-Methyl-2".3"-O-isopropyliden-uridin (3): 10 mMol (3.14 g) 2 wurden in 110 ccm Eisessig
in Gegenwart von 500 mg Platin(1V)-oxid bei Normaldruck hydriert. Nach beendeter Wasser-
stoff-Aufnahme wurde vom Katalysator abfiltriert, das Filtrat eingeengt, der Kristalline
Riickstand in 27 NH4OH gelost und abermals eingeengt. Nach priparativer Diinnschicht-

7 P. S. Chen, T. Y. Toribara und H. Warner, Analytic. Chem. 28, 1756 (1956).
8 W. Kampe, Chem. Ber. 98, 1031 (1965).
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chromatographie an Silicagel mit CHCl3/CH3OH (95 :5) wurde die Substanz vom Silicagel
mit CHCl3/CH3OH (1 :1) eluiert, das Eluat eingeengt und der zuriickbleibende Sirup durch
Aanreiben zur Kristallisation gebracht: 2.53 g (859)).

UV:in Methano!: Ay 266 mu (e = 9570), Ain 235 (€ =2810); in Wasser, pH 12: A, 266,
Amin 245 my; in Wasser, pH 1: Apax 266, Apin 238 mu; in Wasser, pH 7: Apax 266 (9600),
Amin 235 mu.

5-Methyl-uridin: Nach 2stdg. Kochen mit 50-proz. Essigsiure und Abdampfen der Essig-
siiure; aus Methanol/Ather Schmp. 183° (Lit.3.9: 182—183°).

C13H1gN20¢ (298.3) Ber. C52.30 H6.04 N 9.38 Gef. C52.11 H6.17 N9.42

3.5-Dimethyl-2'.3'-O-isopropyliden-uridin (4): Zu 1 mMol (298 mg) 3 in 5 ccm Methanol
wurden bei 0° 10 mMol Diazomethan in Ather gegeben. Nach beendeter Reaktion wurde zur
Trockne eingeengt und 4 wie oben durch priaparative Diinnschightchromatographie an
Silicagel mit CHCl3/CH3OH (15 :5) abgetrennt. Ausb. 268 mg (85 %) kristallisierte Substanz.

UV (Methanol): Apax 267 mu (e = 9280), Apin 235 (e = 3300); Amax 267 my, pH 7 und
pH 12 (Wasser). :

Ci14H20N206-1/2 H20 (321.3) Ber. C52.16 H 6.57 N 8.69 Gef. C 52.06 H 6.80 N 8.45

5-Methyl-uridin-5'-phosphat (58): 1 mMol Pyridinium-{2-cyan-ithylphosphat] und 0.3 mMol
(90 mg) 3-Methyl-2'.3'-O-isopropyliden-uridin (3) wurden durch mehrmaliges Abdestillieren
von Pyridin bei 0.1 Torr wasserfrei gemacht. Man 13ste den gummiartigen Riickstand in
3 ccm Pyridin, gab 10 mMol (2.06 g) Dicyclohexylcarbodiimid zu, schiittelte zwei Tage bei
Raumtemperatur und engte bei 0.1 Torr zur Trockne ein. Der Riickstand wurde griindlich
mit Petrolither/Ather (1:1) extrahiert, das restliche L8sungsmittel im Rotationsverdampfer
entfernt und das zuriickbleibende amorphe Pulver mit 10 ccm Dioxan/Wasser (1 : 1) aufge-
nommen. Vom ungeldsten Dicyclohexylharnstoff wurde abgesaugt, das Filtrat eingeengt und
der Riickstand auf Silicagelplatten chromatographiert. Mit CHCI3/CH3OH (9 : 1) entfernte
man das nicht phosphorylierte Nucleosid, trennte dann den 2-Cyan-dthylester von 5§ mit
CHCI3/CH3OH (7 : 3) ab und eluierte diesen vom Silicagel mit Methanol. Das Eluat wurde ein-
geengt, der Rest mit 10 ccm 50-proz. Essigsdure aufgenommen und 2 Stdn. unter Riickflufl
erhitzt. Die Losung wurde darauf zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 5 ccm 22 NaOH
(Wasser/Methanol 1:1) 30 Min. bei Raumtemperatur aufbewahrt, die alkalische Losung
iiber 10 ccm Merck-I-lonenaustauscher (H®) in einer kleinen S#ule filtriert und der Ionen-
austauscher griindlich gewaschen, das Filtrat mit Tridthylamin neutralisiert und zur Trockne
eingeengt. Den Riickstand 16ste man in 5 ccm Methanol, gab 0.5 mMol (70 mg) NaClOy
in wenig Methanol zu und filite das Dinatriumsalz des Nucleotides mit Aceton/Ather (1: 1).
Der Niederschlag wurde nach einiger Zeit abzentrifugiert, zuerst mit Aceton/Ather (1 : 1),
dann mit Ather gewaschen und i. Vak. liber P,Os getrocknet; Ausb. 70.5 mg (60 %, bez. auf
eingesetztes Nucleosid), chromatographisch und elektrophoretisch reines, farbloses, amorphes
Pulver.

UV (Wasser, pH 7): Apax 267, Apin 237 my.

Na;CioH13N209P -2 H,0 (418.2) Mol.-Gew. Gef. 410 (UV-spektroskop.)
P : 5-Methyl-uridin = 1.05:1

3.5-Dimethyl-uridin-5"-phosphat (6) : Darstellung analog 5, ausgehend von 3.8 mMol (1.19 g)
4, 11.4 mMol Pyridinium-[ 2-cyan-ithylphosphat | und 32.5 mMol (6.7 g) DCCI. Das Nucleo-
tid 6 enthielt zum Teil 5, das durch Sdulenchromatographie an DEAE-Cellulose (3.5 x45cm)
mit einem linearen Gradienten an Tridthylammoniumhydrogencarbonat (3 / Wasser im
MischgefaB, 37 0.15m Tridthylammoniumhydrogencarbonat im VorratsgefiB) abgetrennt
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wurde. Ausb. 1.02 g Dinatriumsalz des Nucleotids (67%, bez. auf 4) nach Trocknen iiber
P>0s.
2% NayCyHsN;09P-2H,0 (431.2) Ber. P7.2 Gef. P 6.9
Mol.-Gew. 425 (UV-spektroskop.)
P : 3.5-Dimethyl-uridin = 0.95:1.0
UV (Wasser, pH 7 und 12): Apax 267, Apin 237 mp.

5-Methyl-uridin-5'-diphosphat (T): 0.1 mMol (42 mg) Dinatriumsalz von 5§ wurde in wenig
Wasser iiber eine Pyridin-Merck-I-Ionenaustauschersiule (10 x 1 cm) filtriert. Die Sdule
wurde mit 50 ccm Pyridin/Wasser (1:1) gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden nach
Zugabe von 3 ccm Tridthylamin zur Trockne eingedampft und der Riickstand durch mehr-
maliges Abdestillieren von Pyridin bei 35°/0.1 Torr wasserfrei gemacht. Zu dem sirupdsen
Tridthylammoniumsalz: wurden 0.4 mMol (130 mg) Cyclohexylammonium-(2-cyan-dthyl)-a-
pyridyl-phosphat] gegeben und die Mischung in 1 ccm Pyridin geldst. Nach 4 Tagen wurde
die Reaktionslosung mit 3 ccm 2n NH4OH versetzt, zur Trockene eingeengt, der Sirup bei
0° in 3 ccm 27 NaOH gelost, die Losung 30 Min. bei 0° gehalten, anschlieBend mit 3 ccm
Wasser verdiinnt und mit Merck-I-Ionenaustauscher (H®-Form) neutralisiert. Bei Erreichen
des Neutralpunktes wurde sofort mit 2n NH4OH alkalisch gemacht, vom Ionenaustauscher
abfiltriert und dieser griindlich mit Wasser gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden auf
ein kleines Volumen eingeengt, auf eine DEAE-Cellulosesiule (3.5 50 cm, Hydrogen-
carbonatform) aufgegeben, die Sdule mit Wasser gewaschen, bis die UV-Absorption des
Filtrats bei 267 mu vernachlissigbar war. Dann erfolgte Elution mit einem linearen Gradien-
ten an Tridthylammoniumhydrogencarbonat (2 7 0.30 m [(C;Hs);NH]JHCO; im Vorratsgefas,
3] Wasser im Mischgefdfl). Die 15-ccm-Fraktionen, welche 7 enthielten, wurden vereinigt
und bei 15°/0.5 Torr zur Trockne eingedampft. Ausb. 485 OD (Optical Density)-Einheiten
(267 my) = 0.05 mMol (50%).

Verhiltnis 5-Methyl-uridin : P == 1 : 2.08.

UV (Wasser, pH 7): Apax 267, Amin 239 my.

Das Tridthylammoniumsalz wurde in Methanol mit 0.1 mMol (14 mg) Natriumperchlorat
versetzt und das Dinarriumsalz von 7 mit Aceton/Ather (1:1) ausgefillt. Der Niederschlag
wurde abzentrifugiert, mit dem gleichen Losungsmittelgemisch gewaschen und iiber P,Os
getrocknet, amorphes Pulver.

Na;CigH4N2053-5 H,O (490.3) Mol.-Gew. Gef. 480 (UV-spektroskop.)

Die Substanz war chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich.

3.5-Dimethyl-uridin-5'-diphosphat (8): Die Darstellung von 8 erfolgte aus 0.l mMol 6,
Monotridthylammoniumsalz, und 0.4 mMol (130 mg) [2-Cyan-dthyl]-a-pyridyl-phosphat,
Cyclohexylammoniumsalz, nach der fiir 7 angegebenen Vorschrift. Ausb. 500 OD (Optical
Density)-Einheiten (267 my) Tridthylammoniumsalz = 0.051 mMol (51 %;).

3.5-Dimethyl-uridin : P = ] : 2,05.

UV (Wasser, pH 7 und 12): Apax 267, Agin 239 my.

Die Substanz war chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich.

5-Acetoxymethyl-2'.3'-O-isopropyliden-uridin (10): 1.59 mMol (0.5 g) 5-Hydroxymethyl-
2'.3'-O-isopropyliden-uridin (2) wurden in 20 ccm Eisessig, | ccm 1.2-Dimethoxy-propan und
0.1 ccm Trifluoressigsdure gelost. Die Reaktionsldsung wurde 30 Min. unter Feuchtigkeits-
ausschluB bei 50° gehalten. Danach wurde bei 0.1 Torr zur Trockne eingeengt und der
Riickstand durch priparative Diinnschichtchromatographie an Silicagel mit CHCI;/CH;0H
(97 : 3) getrennt. Neben Ausgangsmaterial und Nebenprodukten wurden 270 mg (54 %) 10 in
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Form eines farblosen, gummiartigen Riickstandes isoliert. Die Substanz konnte durch
Anreiben mit Wasser zur Kristallisation gebracht werden. Schmp. (aus Wasser) 92—93°.
Massenspektrum: Molekiilion m/e 356; Base-+1 m/e 184.

Cy15H2oN20g (356.3) Ber. C50.55 H 5.66 N 7.89 Gef. C50.9]1 H 5.80 N 8.12

5-Hydroxymethyl-uridin-5'-phosphat (11): Darstellung analog 5, ausgehend von 1 mMol -
(356 mg) 10, 4 mMo!l Pyridinium-[2-cyan-dthylphosphat] und 40 mMol (8.24 g) DCCL
Ausb. 217 mg (509, bez. auf eingesetztes Nucleosid), chromatographisch und elektro-
phoretisch reines, farbloses, amorphes Pulver,

UV (Wasser, pH 7): Aqpax 264, Ayin 234 my.

NayCpH13N20( P-2H,0 (434.2) Mol.-Gew. Gef. 440 (UV-spektroskop.)
P: 5-Hydroxymethyl-uridin = 1:1

5-Hydroxymethyl-uridin-5'-diphosphat erhielten wir aus 0.1 mMol 11, Monotridthylammo-
niumsalz, und 0.4 mMol (130 mg) [2-Cyan-dthyl]-a-pyridyl-phosphat, Cyclohexylammonium-
salz, nach der fiir 7 angegebenen Vorschrift. Ausb. 450 OD-Einheiten (264 my) Tridthyi-
ammoniumsalz = 0.045 mMol (45%). Die Substanz war chromatographisch und elektro-
phoretisch einheitlich.

5-Hydroxymethyl-uridin : P = 1: 2.20.

UV (Wasser, pH 7): Apax 264, Aqin 232 my.

Oxydativer Abbau von 11: 1.4 uMol 11 wurden in 0.4 ccm Wasser (pH 7) mit 0.02 ccm
0.1m NaJO4-Losung versetzt. Nach 5 Stdn. wurden 0.2 ccm NH;OH(konz.) zugegeben.
Man lie 8 Tage bei Raumtemperatur stehen, engte dann auf ein kleineres Volumen ein und
chromatographierte quantitativ in Losungsmittel A. Die Reaktionslésung enthielt nur eine
UV-aktive Substanz mit Rg 0.36. Durch Vergleich mit 5-Hydroxymethyl-uracil (Rg0.37) und
Uracil (R 0.42) sowie anhand der UV-Spektren konnte die Verbindung als 5- Hydroxymethyl-
uracil identifiziert werden.

UV (Wasser, pH 7): Amax 261, Amin 235 mi; pH 12: Apax 284, Amin 247 my.

Tab. 1. Papierchromatographie und Papierelektrophorese

Re-Wert in Ldsungsmittel Elektro-

B C phorese *)

2'.3’-0-lIsopropyliden-uridin (1) 0.46

5-Hydroxymethyl-2’,3’-O-isopropyliden-uridin (2) 0.33

5-Methyl-2’.3"-O-isopropyliden-uridin (3) 0.50

5-Acetoxymethyl-2’.3’-O-isopropyliden-uridin (10) 0.60

Uridin-5’-phosphat 0.25 1.0
Uridin-5’-diphosphat 1.50
5-Methyl-uridin-5’-phosphat (5) 0.27 1.0
5-Methyl-uridin-5’-diphosphat (7) 1.48
5-Hydroxymethyl-uridin-5’-phosphat (11) 0,23 0.92
5-Hydroxymethyl-uridin-5’-diphosphat 1.43
3.5-Dimethyl-uridin-5'-phosphat (6) 0.46 1.08
3.5-Dimethyl-uridin-5’-diphosphat (8) 1.43
3.5-Dimethyl-2".3'-O-isopropyliden-uridin (4) 0.76

* Die Beweglichkeit von Uridin-5'-phosphat im elektrischen Feld wurde gleich eins gesetzt.
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Tab. 2. NMR-Signale von 5-Hydroxymethyl-2'.3’-O-isopropyliden-uridin (2) und 5-Acetoxy-
methyl-2".3’-O-isopropyliden-uridin (10). Werte in ppm, bezogen auf Tetramethylsilan
(innerer Standard) = 10 ppm; Losungsmittel (CD3)»,SO; Gerit Perkin Elmer

Verbindung Protonen an
C-1’ C-7 (2H) C-2 4+ C-3° C-5" (2H) C4 C-6
2 4.05 5.78 5.10 6.35 5.85 2.19
10 4.05 5.21 5.09 6.35 5.83 1.89
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