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Die Synthese von 4-Thiouridin-S-diphosphat, 4-Thiouridin- 
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Aus dem Max-Planck-Institut fur experimentelle Medizin, Abteilung Chemie, Gottingen 

(Eingegangen am 13. Oktober 1967) 

Durch Reaktion von 2’.3‘-O-Athoxymethylen-4-thiouridin (4) und 3’-O-Acetyl-desoxy-4-thio- 
thymidin (11) mit Triimidazolylphosphinoxid wurden nach milder alkalischer Hydrolyse 2’.3’- 
O-Athoxyniethylen-4-thiouridin-5‘-phosphors~ure-imidazolid (6) bzw. 3’-O-Acetyl-desoxy-4- 
thiothymidin-5’-phosphorsaure-imidazolid (12) erhalten. Deren Reaktion mit Phosphat oder 
Pyrophosphat fuhrte nach Abspaltuug der Schutzgruppen zu 4-Thiouridin-5‘-diphosphat, 
-triphosphat und Desoxy-4-thiothymidin-5’-triphosphat (7, 8 und 13). 

t-RNS von E.  coli enthalt in geringen Mengen das Nucleosid 4-Thiouridin2), uber 
dessen Funktion und Eigenschaften noch keine Klarheit herrscht. Als uns kurzlich 
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie der Nachweis einer Assoziation zwischen Adenosin 
und 4-Thiouridin3) in inertem Losungsmittel gelungen war, ergab sich nun die Frage 
nach den Eigenschaften von 4-Thiouridin in Polynucleotiden. Daher beabsichtigten 
wir die enzymatische Synthese von Polynucleotiden, die 4-Thiouridin enthalten. Als 
Substrate dafur wurden 4-Thiouridin-5’-diphosphat und -triphosphat benotigt. 

Fur die Synthese von Desoxy-4-thiothymidin-Polynucleotiden war die Darstellung 
von Desoxy-4-thiothymidin-5’-triphosphat erforderlich. Im folgenden berichten wir 
uber die Darstellung der genannten Verbindungen. 

Den Schwefel fuhrten wir nach Fox et al.4) durch Kochen der entsprechenden Uri- 
din-Verbindung mit Phosphor(V)-sulfid in Pyridin ein. Ausgehend von S’-O-Acetyl- 

1 )  Vorgetragen am 9. 9. 1967 auf dem XXI. KongreD fur reine und angewandte Chemie, 

2 )  M. N .  Lipsett, J. biol. Chemistry 240, 3975 (1965). 
3) K. H. Scheif, Angew. Chem. 79, 190 (1967); Angew. Chem. internat. Edit. 6, 180 (1967). 
4) J .  J .  Fox, D.  van Praag, I .  Wempen, I.  L. Doerr, L .  Cheong, J. E. Knoll, M .  L. Eidinof, 

Prag, CSSR. 

A.  Bendich und G .  B. Brown, J. Amer. chem. SOC. 81, 178 (1959). 
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2’.3’-O-isopropyliden-uridin (1) erhielten wir nach Saulenchromatographie an Sili- 
cage1 in 4.5 proz. Ausbeute das 4-Thiouridin-Derivat 2 als kristalline Substanz. Hydro- 
lyse durch konz. wafirigen Ammoniak, gefolgt von 5Oproz. Essigsaure, fuhrte LU 

4-Thiouridin (3). 
In Gegenwart katalytischer Mengen Saure reagierte 3 glatt mit Orthoameisensaure- 

triathylester zu 2’.3’-O-fthoxymethylen-4-thiouridin (4), welches als Ausgangs- 
material fur die Darstellung der Polyphosphate dienen sollte. 

1 : x = o  3 4 
2 : x = s  

Fur die Synthese von Nucleosid-5’-polyphosphaten benutzt man im allgemeinen 
Nucleosid-5’-phosphorsaure-imidazolide~~ oder -morpholide6), bereitet durch Re- 
aktion des Nucleotids mit Carbonyldiimidazol bzw. Morpholin und Dicyclohexyl- 
carbodiimid. Auf diese Weise gelang Kochetkov et al. die Darstellung von 4-Thiouri- 
din-5’-phosphorsaure-morpholid 71. Wesentlich eleganter ist dagegen die Phosphory- 
lierung eines entsprechend geschiitzten Nucleotids mit Triimidazolylphosphinoxid 
(5) *), welche nach milder Hydrolyse bei pH 8 - 9 direkt zu Nucleosidphosphorsaure- 
imidazoliden fuhrt. So erhielten wir ausgehend von 4 da4 Imidazolid 6 in 5Oproz. 
Ausbeute. 6 reagierte mit Tris-tributylammonium-phosphat zu dem entsprechenden 
Nucleosid-5’-diphosphat (7), das nach Hydrolyse der Athoxymethylengruppe und 
Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Cellulose in SO proz. Ausbeute isoliert 
wurde. Analog erhielten wir 4-Thiouridin-S’-triphosphat (8) in 40proz. Ausbeute. 

4 + INCN),.0 

5 

1. THF - 
2. pH 8-9 

8: R = (oO),P-O-P(Oo)- 0 0  

5 )  F. Crrrmer und H. Neunhoeffer, Chem. Ber. 95, 1664 (1962). 
6 )  J.  G. Mufat,  Canad. J. Chem. 42, 599 (1964). 
7) N .  K. Kochetkov, E. 1. Buduwbkij, W. N .  Schibajew und M .  A .  Gratschew, Ber. Akad. 

8) F. Eckstein und H. Gindl, Biochim. Biophysica Acta [Amsterdam], im Druck. 
Wiss. UdSSR, chemische Reihe 9, 1592 (1963), C. 1966, 18-1069. 
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Als Ausgangsmaterial fur die Darstellung von Desoxy-4-thiothymidin-5’-triphos- 
phat (13) benutzten wir 3’-O-Acetyl-desoxy-4-thiothymidin (ll), das wir auf folgendem 
Weg bereiteten. 

H N v H 3  a 
O N  

H N v H 3  a 
O N  

’ H N 5 f H 3  a 
O N  

9 11 

Reaktion von 11 rnit Triiinidazolylphosphinoxid fiihrte nach milder alkalischer 
Hydrolyse zum Imidazolid 12 (50 ”/, Ausb.) und dieses mit Tris-tributylammonium- 
pyrophosphat in Dimethylsulfoxid zu 3’-O-Acetyl-desoxy-4-thiothymidin-5’-triphos- 
phat. Nach ammoniakalischer Hydrolyse wurde 13 durch Anionenaustauscher- 
chromatographie an DEAE-Cellulose in 50 proz. Ausbeute isoliert. 

s 
H N y H 3  
A 

I R  R’ 

Ac 

13 %-P-O-P-O H l o o  00 00 

Die dargestellten Nucleosid-5’-polyphosphate wurden durch Papierchromato- 
graphie, Papierelektrophorese und Phosphatanalyse charakterisiert. 

Prof. Dr. F. Cramer sei fiir die wohlwollende Unterstiitzung, Fraulein D. Tomurs fur 
fleiBige und geschickte Mitarbeit gedankt. Die Deutsche Forsrhun~s~emeinschnfi unterstutzte 
diese Arbeit durch eine Sachbeihilfe. 

Beschreibung der Versuche 
UV-Spektren wurden mit den Geraten Zeiss PMQ 11 und Cary 14 aufgenommen. Schmelz- 

punkte wurden rnit dem Monoskop (Fa. Reichert, Osterreich) bestimmt und sind nicht 
korrigiert. Fur die Sadenchromatographie wurde ein LKB-Fraktionssammler rnit Uvicord- 
Analysator benutzt. 

Phosphoranalysen: nach der Methode von Chm et al.9). Papierchromatographie: Papier 
Schleicher & Schiill 2043 b (gewaschen), Athanolil m CH~COZNH? ( 5 : 2 )  (A). 

Papierelektrophorese: In 0.1 m [(C2H&NH]HC03, pH 7.5, auf Whatman 3 MM-Papier 
bei 17 Volt/cm. 

Dunnschichtchromatographie: Losungsmittel: Chloroform/Methanol 97 : 3 (B), 95 : 5 
(C); Butanol, gesattigt rnit Wasser (D). Es wurden Silicagel F254-Dunnschichtplatten (E. 
Merck AC) fur analytische und Silicagel PFz54 (E. Merck AG) fur prlparative Zwecke be- 
nutzt. 

9) P. S. Chen, T. Y. Toribnrn und H. Warner, Analytic. Chem. 28, 1756 (1 956). 
73* 
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Papierchromatographie, Dunnschichtchromatographie und Elektrophorese 

Losungsmittelsystem 
Elektro- 

A B C D phorese 

5’-0-Acetyl-2’.3’-0-isopropyliden-uridin (1) 0.63 
5‘-0-Acetyl-2‘.3‘-0-isopropyliden-4- 

4-Thiouridin (3) 0.75 
2.3’-O-Athoxymethylen-4-thiouridin (4) 0.70 
2’. 3’-O-Athoxymethylen-4-thiouridin- 

5’-phosphors~ure-imidazolid (6) 
4-Thiouridin-5’-diphosphat (7) 
4-Thiouridin-5’-triphosphat (8) 
3’.5’-Di-O-acetyl-desoxy-4-thiothymidin 
Desoxy-4-thiothymidin (9) 

thiouridin (2) 0.88 

5’-O-Methoxytrityl- 
desoxy-4-thiothymidin (10) 

3‘-O-Acetyl-desoxy-4-thiothymidin (11) 
3‘-O-Acetyl-desoxy-4-thiothymidin-5‘- 

Desoxy-4-thiothymidin-5’-trip hosphat (13) 0.1 8 
Uridin-5‘-phosphat 

phosphorsaure-imidazolid (12) 

*) Bezogen auf 4. 
**I Bezogen auf 11. 

0.17 
0.15 

0.90 
0.20 0.79 

0.38 

1.75 * )  

1.92**) 

2.40 * )  

5’-0-AceryI-2’.3‘-O-isopropyliden-4-thiouridin (2) : 10 mMol5’-0-Acetyl-2’.3’-0-isopropylidc.n- 
uridin (1) und 20 mMol (5.62 g) P2S5 wurden in 95 ccm Pyridin und 1 ccm Wasser 5 Stdn. 
unter Ruckflulj gekocht. Nach Abkuhlen wurde von abgeschiedenem 01 dekantiert, mit 
100 ccm Wasser versetzt, 30 Min. stehengelassen, die Losung danach zur Trockne eingeengt 
und der Ruckstand, an wenig Kieselgel absorbiert, auf eine Kieselgelsaule (70 X 4.5 cm) 
gebracht. Nach Elution rnit Chloroform/Methanol (95 : 5 )  engte man die Fraktionen, welche 
das gelbe Produkt enthielten, zur Trockne ein und kristallisierten den Ruckstand aus Athanol/ 
Petrolather (40-60). Ausb. 1.5 g (45 %) chromatographisch reines Produkt (nach Trocknen 
uber PzOs). Schmp. 143 -144“. 

C14H18N206S (342.4) Ber. C 49.10 H 5.36 N 8.12 S 9.28 
Gef. C 49.11 H 5.30 N 8.18 S 9.37 

UV (Methanol): A,,, 329 m p  ( E  19.6‘103); 247 (4.45’103); Amin 275, 223 mp. 

4-Thiouridin (3): 10 mMol (3.4 g) 2 wurden in 100 ccm Dioxan/konz. Apnrnoniuk (1 : I )  
gelost. Nach 15 Stdn. bei Raumtemp. wurde zur Trockne eingeengt, der Ruckstand rnit 
lOOccm 5Oproz. Essigsiiure 2 Stdn. unter Ruckflulj gekocht, das Gemisch eingeengt und durch 
praparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel in Butanol (gesattigt mit Wasser) 
getrennt. Die Substanz wurde vom Kieselgel mit Methanol eluiert, das Eluat eingeengt und 
der Ruckstand aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 2.08 g (80 %) gelbe Kristalle (nach Trock- 
nen uber P205). Schmp. I39 - 140”. 

C9H12N205S (260.3) Ber. C 41.54 H 4.65 N 10.76 S 12.32 
Gef. C41.40 H4.76 N 10.64 S 12.27 

UV (Methanol): A,,, 330 m p  (E 2.0.104); 246 (4.79‘103); Amin 275, 222 mp. Wasser, 
pH 7: A,,, 330 mp (2.1.104); 243 (3.4’103); A,in 274, 225 mp. 
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2’.3’-O-Athoxymethylen-4-thiouridin (4) : 10 mMol (2.6 g) 3 wurden durch Abdestillieren 
von Athanol bei 0.5 Torr getrocknet, anschlienend in 20 ccm D M F  und 10 ccm Orthoameisen- 
saure-triuthylester rnit 0.4 ccm 1.4n HCI in D M F  versetzt und 2 Stdn. bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Man gab dann 200 ccm 2 n  NH3 zu, engte nach 24 Stdn. bei Raumtemp. zur 
Trockne ein und trennte durch praparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel in Chlo- 
roform/Methanol(98 : 2). Die erste gelbe Zonenach dem Start wurde rnit Chloroform/Methanol 
(1 : 1) eluiert und das Eluat eingeengt. Ausb. 1.9 g (66%) amorphes gelbes Pulver. 

Cl2HlbN206S (316.3) Ber. C 45.56 H 5.10 N 8.85 S 10.14 
Gef. C 45.54 H 5.28 N 8.80 S 10.02 

2‘.3‘-O-Athoxymethylen-4-thiouridin-5‘-phosphorsaure-imiduzolid (6) : Zu 48 mMol (3.27 g) 
Imiduzol wurden in 40 ccm Tetrahydrofuran 8 mMol (0.73 ccm) POC13 in 4 ccm Tetrahydro- 
furan unter Ruhren zugetropft. Nach 15 Stdn. bei Raumtemp. wurde unter Feuchtigkeits- 
ausschlun abgesaugt, das Filtrat zu einer Losung von 2 mMol (0.63 g) 4 in 5 ccm D M F  ge- 
geben und die Reaktionsmischung 24 Stdn. bei Raumtemp. aufbewahrt. Danach gab man 
25 ccm WasserlTriuthylumin (pH 9) zu, engte nach 2 Stdn. bei Raumtemp. ein und trennte 
durch praparative Dunnschichtchromatographie an  Kieselgel zuerst mit ChloroformiMethanol 
(9 : I ) ,  dannmit Athanolil mTriathylammoniumhydrogencarbonat ( 5  : 2). DiezweitegelbeZone 
nach dem Start wurde, noch feucht, mit Methanol eluiert, die optische Dichte des Eluats bei 
330 m p  gemessen und eingeengt. Ausb. 2.1040D-Einheiten bei 330 m p  (ca. 50%). Die 
Substanz war chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich. 

Verhaltnis 4-Thiouridin : P -= 1 : 1.15. 

UV (Wasser, p H  7): A,,, 330, 243 mp; Amin 275, 224 mp. 

4-Tlziouridin-.i’-diphosphut (7): 104 OD-Einheiten (330 mp) 6, Triath.ylnninioniumsul~, wur- 
den durch Abdestillieren von Pyridin wasserfrei gemacht und der Ruckstand in 1 ccm DMSO 
mit 2 mMol Tris-tributylammoniuwz-phospl~~~f in 2 ccm DMSO versetzt. Nach 30 Stdn. bei 
Raumtemp. wurden 50 ccm 50proz. Essigsuure zugegeben, 5 Stdn. bei Raumtemp. stehen- 
gelassen, die Essigsaure dann abdestilliert, der Ruckstand mit 20 ccm verd. Ammoniak (pH 9) 
aufgenommen und auf cine DEAE-Cellulose-Saule (60 x 4.5 cm) gebracht. Nach Waschen 
mit Wasser erfolgte Elution mit einem linearen Gradienten an Triuthylummoniumhydrogen- 
carbonut (3 I0.4 m [(C2H5)3NH]HC03 im VorratsgefaB, 3 I Wasser im MischgefaR). Die 
25-ccm-Fraktionen, welche 7 enthielten, wurden vereinigt und bei 15”/14 Torr zur Trockne 
eingedampft. Ausb. 5000 OD-Einheiten (330 mp) 1 0.25 mMol (50%). 

Verhaltnis 4-Thiouridin: P = 1 : 2.20. 

UV (Wasser, pH 7): A,,, 330, 243 mp;  Amin 275, 224 mp. 

Das Triathylammoniumsulz~ulz wurde in Methanol mit 2 mMol (0.24 g) Lithiumtri/ilrorucetat 
versetzt und das Dilithiumsnlz von 7 mit Ather ausgeflllt. Der Niederschlag wurde abzentri- 
fugiert, mit Ather gewdschen und iiber P205 getrocknet; amorphes Pulver. 

L ~ ~ C ~ H I Z N Z O ~ ~ P ~ S .  12H20  (648.1) Mo1.-Gew. Gef. 675 (UV-spektroskop.) 

4-Thiouridin-S’-tuiphosphat (8) :  1 0 4  OD-Einheiten (330 mp) Triuthylainmuniutnsalz von 6 
(0.5 mMol) wurden durch Abdestillieren von Pyridin wasserfrei gemacht. Zum Ruckstand in 
1 ccm DMSO gab man 2 mMol Tetrakis-tributylnmmoniunz-pyrophusphnt in 2 ccm DMSO. 
Reaktionsdauer, Aufarbeitung und saure Hydrolyse, wie bei 7 beschrieben. Auftrennung des 
Reaktionsgemisches erfolgte an DEAE-Cellulose (Saule 60 x 4.5 cm, linearer Gradient an 
Triathylammoniumhydrogencarbonat, 3 I 0.5 nz [(CzH5)3NH]HC03 im VorratsgefaB, 3 / 
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Wasser im MischgefaB). Ausb. 4000 OD-Einheiten (330 mp) : 0.18 mMol (40%). 8 wurde 
analog 7 in das Terralithiutnsalz ubergefuhrt. 

L ~ ~ C ~ H I ~ N ~ O I ~ P ~ S .  10Hz0 (705.0) Mo1.-Gew. Gef. 720 (UV-spektroskop.) 

Verhaltnis 4-Thiouridin : P =- 1 : 3.20. 

UV (Wasser, pH 7): A,,, 330, 245 mp; Amin 275, 224 mp. 

Deso.~.v-4-thiothymidin (9): 19.3 mMol (6.3 g) 3'.5'-Di-O-acetyl-desoxy-thymidin wurden 
in 85 ccm Pyridin, welches 0.4 ccm Wasser enthielt, mit 19.3 mMol (5.4 g) PzS5 
(umkristallisiert aus Schwefelkohlenstoff) 4 Stdn. unter RuckfluD gekocht. Nach dem Ab- 
kuhlen wurde von abgeschiedenem 01 dekantiert, mit 100 ccm Wasser versetzt und 30 Min. 
stehengelassen. Danach wurde eingeengt, der Ruckstand in 200 ccm Chloroform aufgenom- 
men, die Losung mehrmals mit Wasser extrahiert, die Chloroformphase zur Trockne ein- 
gedampft und der Ruckstand in wenig Athanol unter Erwarmen gelost. Nach 15 Stdn. saugte 
man die abgeschiedenen Kristalle von 3'.5'-Di-O-aceryl-desoxy-4-1hiothyrnidin ab und trock- 
nete uber P205. Ausb. 4.1 5 g (63 %). Schmp. 97" (aus Athanol). 

C14H18N206S (342.4) Ber. C 49.12 H 5.30 N 8.18 S 9.37 
Gef. C49.42 H 5.29 N 8.36 S 9.32 

Die Losung von 10 mMol(3.4 g) des Diaceryl-Derivats in 100 ccm Dioxan/konz. Arnrnoniak 
(1 : 1) wurde 15 Stdn. beiRaumtemp. stehengelassen. Dann wurde zur Trockne eingedampft und 
der Ruckstand der praparativen Dunnschichtchromatographie an Kieselgel (Chloroform/ 
Methanol 9 :  1) unterworfen. Die erste gelbe Zone nach dem Start wurde mit Methanol 
eluiert. Nach Abdestillieren des Methanols kristallisierte der Ruckstand beim Anreiben mit 
Athanol. Ausb. 2.0 g (80%). Schmp. 127" (aus Athanol). 

C I ~ H ~ ~ N ~ O ~ S  (258.3) Ber. C46.52 H 5.46 N 10.85 S 12.42 
Gef. C 46.34 H 5.40 N 10.87 S 12.26 

5'-0-Methoxytrityl-desoxy-4-thiothyrnidin (10): 10 mMol(2.6 g) 9 in 20 ccm Pyridin wurden 
mit 12 mMol (3.7 g) Methoxytritylchlorid versetzt und die klare Losung 15 Stdn. bei 
Raumtemp. stehengelassen. Man gab dann 10 ccm Methanol zu, lieB 1 Stde. bei Raumtemp. 
stehen und dampfte zur Trockne ein. Die Trennung des Reaktionsgemisches erfolgte durch 
praparative Dunnschichtchromatographie an Kieselgel mit Chloroform/Methanol (97 : 3). 
Die erste Zone nach dem Start wurde mit Chloroform/Methanol ( I  : 1) eluiert, das 
Losungsmittel abdestilliert, der Ruckstand in 10 ccm Athanol gelost und die Substanz durch 
Eintropfen in 200 ccm Petrolathcr (40 -60") gefallt. Nach Abzentrifugieren und Trocknen bei 
40"/0.5 Torr uber P205 Ausb. 2.5 g (50 %) amorphes, gelbes Pulver. 

C ~ ~ H ~ ~ N Z O ~ S  (504.6) Ber. C 66.65 H 5.59 N 5.55 S 6.35 
Gef. C 66.40 H 5.60 N 5.70 S 6.25 
MoLGew. 540 (UV-spektroskop.) 

3'-O-Acety/-desoxy-4-thioth.vrnidin (11): 10 mMol (5.0 g) 10 wurden in 20 ccm Pyridin mit 
3 ccm Acetanhydrid versetzt. Nach 15 Stdn. bei Raumtemp. wurden unter Eiskuhlung 20 ccm 
Methanol zugefugt und zur Trockne eingeengt. Restliches Pyridin entfernte man durch Ab- 
destillieren von Wasser. Der Ruckstand wurde in 200 ccm 80proz. Essigsiiirre */2 Stde. bei 
50" gehalten. Man engte ein und isolierte 11 durch praparative Duniischichtchromatographie 
an Kieselgel (Chloroform/Methanol, 97 : 3). Die Substanz wurdr mit Chloroform/MetE,anol 
( I  : 1) vom Kieselgel eluiert und kristallisierte wahrend des Einengens. Ausb. 2.4 g (80%). 
Schmp. 144" (aus AthanollPetrolather). 

C~ZH~( ,NZOSS (300.3) Ber. C 47.99 H 5.38 N 9.34 S 10.69 
Gef. C 47.91 H 5.41 N 9.35 S 10.56 
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3‘-O-Acetyl-desoxy-4-thiothymidin-5’-phosphorsa1rre-imidazolid (12): Analog 6 ausgehend 
von 2 mMol (0.6g) 11. 2.104 OD-Einheiten (335 mp) = 50%. Die Substanz war chromato- 
graphisch und elektrophoretisch einheitlich. 

Verhaltnis Desoxy-4-thiothymidin : P = 1 : 1.0. 

UV (Wasser, p H  7):  it,,, 335, 240 my; &in 275, 232 mp. 

Desoxy-l-thiothymidin-5’-friphosphnt (13): Aus 104  OD-Einheiten (335 mp) 12 (,O.S mMol) 
analog 8. Anstelle von 50proz. Essigsaure wurde 6 Stdn. bei Raumtemp. mit konz. Ammoniuk 
hydrolysiert. Ausb. 5000 OD-Einheiten (335 mp) = 0.25 mMol (50%). 13 wurde, wie fur 7 
beschrieben, in das Tetralithiumsulz ubergefuhrt und bei 25Oi0.5 Torr uber P205 getrocknet. 

Verhaltnis Desoxy-4-thiothymidin: P = I  : 3.30. 

Li4C10H13N2013P3S. 10H20 (702.1) Mo1.-Gcw. Gef. 710 (UV-spcktroskop.) 
[460!67] 


