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Bernd Jastorff und Hans Hettler

Nucleotid-Analoge von 5'-Amino-5'-desoxy-nucleosiden?

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Medizin, Abteilung Chemie, Gottingen

(Eingegangen am 9. Juli 1969)

Die Synthese von Monoestern und Diestern der 5-Amino-5'-desoxy-adenosin- und 5’-Amino-
5’-desoxy-thymidin-N-phosphate (6 bzw. 4) als Modellsubstanzen in der Ribo- und in der
Desoxyribo-Reihe werden beschrieben. Die freicn Phosphorsidureamide sind nur als Dian-
ionen (7a, b) analytisch faBbar. — Thymidylyl-(3-5')-5"-amino-5'-desoxy-thymidin (13)
wurde als Modell fiir eine Verbindung mit Internucleotid-P-— N-Verkniipfung dargestellt.

In die Untersuchungen {iber modifizierte Nucleoside und ihr Verhalten im Stoff-
wechsel sind auch 3'- und 5-Amino-nucleoside miteinbezogen worden.

Die Priifung von 5’-Amino-5'-desoxy-adenosin auf mogliche antivirale Aktivitit
brachie negative Resultate?), wihrend dic Anti-Tumorwirkung der Verbindung
3’-Amino-3'-desoxy-adenosin gesicherl zu sein scheint3),

Wege zur chemischen Synthese von 5-Amino-5'-desoxy-nucleosiden (1) wurden
verschicdentlich angegeben4.5.6; dic am Stickstoff phosphorylierten Nucleotid-
Analogen scheinen aber bisher nicht untersucht worden zu sein.

Aminodesoxynucleosid-N-phosphate 7 (1. Mitteil.1’) und ihre Monoester 6 kommen
als Substrate fir Phosphoesterasen in Frage, wihrend Oligomere mit P—N-Ver-
kntipfung als potentielle Templates fiir polymerisierende Enzyme interessant sein
konnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war dic Synthese solcher Modellsubstanzen fiir
enzymatische Untersuchungen, insbesondere die Darstellung von Dinucleosidphos-
phaten mit P --N-Bindung.

Die Darstellung der Phosphorsidureamide 7 schloB sich an die Verfahren an, die
zu den analogen Phosphatestern fithren. Da aber die Reaktivitit einer Aminogruppe
den iiblichen Phosphorylierungsmittein gegeniiber erheblich grober ist als die der
sekundiiren Hvdroxygruppen in Nucleosiden, konnte auf den Schutz dieser Funktionen
zunichst verzichtet werden.

In der Decsoxyribose-Reihe gingen wir von 5’-Amino-5'-desoxy-thymidin (1a)4
aus, in der Ribose-Reihe wurde 5'-Amino-5-desoxy-adenosin (1b) verwendet, das
aus scinem TosylatS durch Behandlung mit basischem Ionenaustauscher gewonnen
wird.

1) Phosphoamide der Nucleoside, II; I. Mitteil.: B. Jastorff’ und H. Hettler, Tetrahedron
Letters [London] 30, 2543 (1969).

2) A. R. Diwan, R. K. Robins und W. I1. Prusoff, Lxpcrientia [Bascl] 25, 98 (1969).

3) J. T. Truman und H. Klenow, Mol. Pharmacol. 4, 77 (1968).

4 J. P. Horwitz, A. J. Tomson, J. A. Urbanskiund J. Chua, J. org. Chemistry 27, 3045 (1962).

S} R. R. Schmidt, U. Schleuz und D. Schwille, Chem. Ber. 101, 590 (1968).
6) W. Juhn, Chem. Ber. 98, 1705 (1965).
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Bei der bekannten Labilitit der P—N-Bindung gegeniiber Sduren?’ kamen nur
alkalisch oder neutral abspaltbare Schutzgruppen in Frage.

Unter diescm Gesichtspunkt hat sich dic Verwendung von Phosphorsédure-bis-
[8.3.2-trichlor-dthylester]-chlorid (2)8), Phosphorsdurc-bis-[ p-nitro-benzylester]-chlo-
rid (3)? und Phosphorsdure-[ p-nitro-phenylester]-dichlorid (5)10 zur selektiven
Phosphorylierung von 1a und 1b bewéhrt.

Bei der Verwendung von 3 empfiehlt sich Dioxan 11! als Lésungsmittel und Tridthyl-
amin als tertidire Base. — Dic Abspaltung einer Trichlordthylgruppe aus dem N-[5'-
Desoxy-thymidinyl-(5")]-phosphorsdure-bis-[f3. 2. B-trichlor-dthylester}-amid (4a1) und
der entsprechenden Adenosin-Verbindung 4b1 gelingt vollstindig in Pyridin/konz.
Ammoniak (1: 1)8 bei Raumtemperatur. Die zweite Trichlordthylgruppe in den so
erhaltenen Verbindungen 6al und 6bl erwies sich als stabil gegeniiber allen Ver-
suchen zur basenkatalysierten Abspaltung.

Das Enzym Schlangengift-Phosphodicsterasc12) spaltct Phosphorsiuremonocster-
amide vom Typ 6, aber sclbst unter den sorgfiltig kontrollierten Bedingungen der
Enzymspaltung lassen sich die Phosphorsdureamide 7 nicht isolieren, da sic zu 1 und
Phosphat zerfallen.

7) Vgl A. J. Kirby und S. G. Warren, The Organic Chemistry of Phosphorus, Elseviers

Publ. Comp., Amsterdam 1967.

8) A, Franke, K. H. Scheit und F. Eckstein, Chem. Ber. 101, 2998 (1968).
9) (. Félsch, Acta chem. scand. 10, 686 (1965).
10) 4. F. Furrer und H. G. Khorana, 3. Amer. chem. Soc. 81, 4651 (1959).

') Dioxan nach Hess und Fraim, bezogen von der Firma Fluka, Buchs (Schweiz).
12) Produkt der FFirma C. F. Bochringer und Sohn, Mannheim.
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Im ganzen pH-Bereich, der fiir enzymatische Reaktionen in Frage kommt, d. h.
pH 6.5—10, erwies sich 7 als labil. Ebenso fithrten Versuche zur reduktiven Ab-
spaltung der Trichlorithylgruppe in 6al und 6b1 mit Zink unter verschiedenen Be-
dingungen®) immer zu 1a bzw. 1b zuriick. Offenbar mul} das Dianion von 7 vorliegen,
um die Spezies wenigstens analytisch (d. h. dunnschichtchromatographisch und elcktro-
phoretisch) nachweisen zu konnen.

Nach Spaltung des Phosphorsiure-{p-nitro-phenylester]-amids 6a3 mit 12 NaOH
im EinschluBrohr bei 100°19 [iBt sich das Phosphorsdurcamid 7a elektrophoretisch
und chromatographisch nachweisen. Dasselbe Produkt entsteht bei der Entfernung
der Nitrobenzylschutzgruppe aus 4a213 in Phosphatpuffer pH 11/Athanol (1: 1),
und entsprechend I8t sich 7b bei der Hydrogenolyse von 4b2 nachweisen.

Dic erhéhte Reaktivitit der 5-Aminogruppe in den Aminonucleosiden 1a und
1b — verglichen mit OH-Gruppen von Nucleosiden — macht die Verkniiplung zu Di-
nucleosidphosphat-Analogen 13 mit P—N-Bindung in der Desoxy-Reihe relativ ein-
fach. Es geniigt, 5'-O-Trityl-thymidin (8)14 mit Phosphorsidure-[3.5.3-trichlor-dthyl-
ester]-dichlorid (10)15) zu kondensicren und ohne das Produkt 11 zu isolicren
mit 5-Amino-5’-desoxy-thymidin (1a) umzusctzen und dann das Reaktionsprodukt 16
mittels praparativer Schichtchromatographie abzutrennen.
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13) L. Zervas und 1. Dilaris, J. Amer. chem. Soc. 77, 5354 (1955).

14 P, T. Githam und H. G. Khorana, J. Amer. chem. Soc. 81, 4647 (1959).

15) W. Gerrard, W. J. Green und R. J. Phillips, J. chem. Soc. [London] 1954, 1148.
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Die Abspaltung der Tritylgruppe durch Essigsiurcbehandlung und nachfolgende
Verseifung der Trichlordthylestergruppe (durch 1# NaOH in Dioxan bei Raumtemp.)
fithren dann zum Thymidylyl-(3’-5')-5'-amino-5'-desoxy-thymidin (13).

Fithrt man die Synthese ausgehend von 5'-Azido-5"-desoxy-thymidin (9) anstelle
von 8 durch, so erhilt man das 5-Azido-5'-desoxy-thymidylyi-(3'-5")-5"-amino-5'-
desoxy-thymidin (14) (iiber eine zu 15 analoge Diesteramidstufe). Damit bietet
sich die Mdglichkeit, nach Reduktion der Azidogruppe in 14 zur Aminogruppe weitere
Kondensationsschritte unter P-—N-Verkniipfung anzuschlieflen.

Substrateignung des 5'-Amino-5'-desoxy-adenosins (1b)

1b wird zwar vom Enzym Adenosin-Desaminase als Substrat angenommen 16,
reagiert aber erheblich langsamer!?. Gegeniiber dem Enzym Adenosinkinase!8)
wirkt 1b als kompetitiver Inhibitor.

Enzymatisches Verhalten der Phosphorsiuremonoester-amide und der Dinucleosidphosphate mit
P-N-Bindung

Die Schlangengift-Phosphodiesterase!2) s- altet — wie erwdhnt — Phosphorsiure-
monoester-amide vom Typ 6 sowie Dinucleosidphosphate vom Typ 13. Die Spaltung
des N-[5'-Desoxy-thymidinyl-(5")]-phosphorsiure-[ p-nitro-phenylester]-amids (6a3)
wurde spektralphotometrisch bei 400 mu verfolgt 190, Es wird mit einem Drittel der Ge-
schwindigkeit des Standards Thymidin-5'-[ p-nitro-phenylphosphat] 20> hydrolysiert.

Phosphodiestcrase aus Kalbsmilz!2) spaltet das Thymidylyl-(3’-5")-5"-amino-
5’-desoxy-thymidin (13) zum Thymidin-3’-phosphat und 5-Amino-5’-desoxy-
thymidin (fa). Diese Reaktion verliduft siebenmal langsamer als die Spaltung des
entsprechenden Thymidylyl-(3’-5')-thymidins.

Herrn Prof. Dr. F. Cramer danken wir fiir groBziigige Unterstiitzung. Herrn Dr. H. M.
Schiebel sind wir fiir die Aufnahme und Analyse von NMR- und Massenspektren zu grofiem

Dank verpflichtet. Herr F. Tlatlik hat mit groBem Eifcr und Geschick zu der Arbeit beige-
tragen.

Beschreibung der Versuche

Allgemeine Bemerkungen: Die UV-Spektren wurden im Spektralphotometer Cary 14
gemessen, die kinetischen Messungen erfolgten entweder im Cary 14 oder im Gerit Gilford-
2000 (Registrierendes Spektralphotometer mit Beckman DU-Optik). Die NMR-Spektren
wurden mit dem Gerdt Varian Modell HA-100, die Massenspektren teils mit einem CH-4-
Gerit der Firma Atlas-Varian-MAT, teils mit einem MS-9-Gerit der Firma AEI jeweils bei
einer lonisierungsenergie von 70 eV aufgenommen. Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-
Block bestimmt und sind nicht korrigiert.

16} A. Bloch, M. J. Robins und J. R. McCarihy, J. med. Chem. 10, 908 (1967).

17 A. Bloch et al.l6) geben an, die Reaktion mit Ib verlaufe 250mal langsamer als mit
Adcnosin, Unsere Messungen-ergaben unter identischcn Bedingungen einen 65mal lang-
sameren Umsatz. Der Unterschied kann von den verschiedcnen Enzympriparationen her-
rithren; wahrscheinlich wird er aber durch das Vorliegen von Carbaminat im Gleichge-
wicht mit 1a hervorgerufen. Carbaminat diirfte in den hier berichteten Versuchen nicht
gebildet worden sein.

18) G. Hartmann und Th. Leibach, unverdffentlichte Ergebnissc, Wiirzburg 1969.

19) W. E. Razzell und H. G. Khorana, J. biol. Chemistry 234, 2105 (1959).

20} Herstellerfirma: Calbiochem, Los Angeles.
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Zur Erkennung der 5-Amino-5'-desoxy-nucleoside (1) auf den Diinnschichiplatten diente
das Ninhydrin-Sprithreagenz 0.1 % der Firma Merck. Zur Identifizierung der nitrogruppen-
haltigen Substanzen bespriithte man die Platten mit 4-Dimcthylamino-benzaldehyd/Salz-
sdure21),

Papierchromarographie: Papier Schleicher & Schill 2043 b mgl; Laufmittel: n-Propanol/
konz. Ammoniak/Wasser (7:1:2) (A) bzw. Athanol/1 m Ammoniumacctat (7 : 3) (B).

Diinnschichtchromatographie: Fir analytische Zwecke wurden Silicagel-Dinnschicht-
platten Fasq (Merck AG), fiir priaparative Trennungen Silicagel PF,s4 (Mcrck AG) verwendet.
Laufmittel: System A bzw. Aceton;Benzol/Wasser (8 :2: 1) (C) bzw. Chloroform;Mcthanol
(85: 15) (D).

Elektrophorese: Papier Whatman 3 MM. Laufmittel 0.f »m Tridthylammoniumhydrogen-
carbonat-Puffer pH 7.4 (E).

Die in der Tabelle aufgefithrten Rr-Werte waren hinrcichend reproduzierbar.
Schmelzpunkte, Analysen und Spektraldaten der dargestellten Verbindungen s. Tab.

5’-Amino-5'-desoxy-adenosin (1b): 1 mMol 5’-Amino-5'-desoxy-adenosin, p-Toluolsulfonars),
wurde in 20 ccm bidestilliertem Wasser mit 10 g neutral gewaschenem, stark basischem
{onenaustauscher Merck IIT 1{; Stde. geriithrt. AnschlieBend eluierte man in ciner Siule mit
etwa 5/ dest. Wasser. Das Losungsmittel wurde dann unter Ausschluf3 von Kohlendioxid
im Rotationsverdampfer bei Olpumpenvak. bis auf 100 ccm cingeengt und zu einer weifien,
flockigen Substanz lyophylisiert. Ausb. 208 mg (809).

5'-Amino-5'-desoxy-3"-O-aceryl-thymidin: 10 mMol 5'-Azido-5'-desoxy-thymidin® (9) wur-
den in 100 ccm absol. Pyridin und 14 ccm Acetanhydrid (140 mMol) etwa 15 Stdn. bei Raum-
temp. stehengelassen. AnschlicBend wurde i. Vak. zur Trockne cingeengt und in 100 ccm Was-
ser suspendiert. Man cxtrahicrte mit 250 ccm Chloroform, engte zur Trockne ein und kri-
stallisierte das Acetylierungsprodukt aus Athanol/Petroliither (1 : 10) um. Ausb. 2.78 g (90%).

3 mMol Acetylierungsprodukt wurden in 100 ccm Athanol mit 300 mg Platin{1V;-oxid in
einer Schiittelente unter Normaldruck hydriert. Zur Entfernung des gebildeten Stickstoffs
wurde des dftercn mit Wasserstofl gespllt. Nach Abfiltrieren des Plauins ¢ngte man im Ro-
tationsverdampfer ein, wobei 765 mg (90 %) farblose Nadeln auskristallisierten.

N-i5°-Desoxy-thymidinyl-(5') i~ und N-/5’-Desoxy-adenosyl-(5’) I-phosphorsiure-tis-| .5.-
trichlor-dthylester I-amid (4al bzw. 4b1): 1 mMol 1a4 bzw. 1b wurde durch mehrfaches Ab-
destillieren von absof. Pyridin getrocknet, in einem Gemisch von 5ecm absol. Pyridinj420 ul
Tridthylamin (3 mMol) aufgenommen bzw. suspendiert und unter Eiskiihlung mit 1.3 mMol
Phosphorsiure-bis-i 3.0.p-trichlor-ithylester i-chlorid (2) versetzt. Nach 5 Stdn. bei Raum-
temp. engte man i. Vak. zur Trockne cin, 16ste den Riickstand in 50 cem Chloroform und
cxtrahierte mit 3mal 25 cem dest. Wasser. Nach Einengen der Chloroformphase wurde das
Rohprodukt aus Athanol/Petrolither umkristallisiert. — 4al: Ausb. 262 mg (45°%), 4bl:
Ausb. 395 mg (65 %).

Spaltung der Phosphorsiure-diesteramide 4al bzw. 4bl zu den Phosphorséure-monoester-
amiden 62a1 bzw. 6b1: 0.01 mMol (100 bzw. 160 OD) 4al bzw. 4bl wurden in 2 ccm Pyridin/
konz. Ammoniak (1 : 1) 3 Stdn. bei Raumtemp. stehengelassen. Nach Einengen i. Vak. wurden
6al bzw. 6bl durch Elektrophorese im Puffersystem D isoliert. 6al: Ausb. 92 OD (90%),
6bl: Ausb. 144 OD (90°7).

N-/5'-Desoxy-thymidinyl-(5', /- und N-/ 5'-Desoxy-adenosyl-{ 5’} { -phosphorsiure-bis-| p-nitro-

benzylester j-amid (4a2 bzw. 4b2): | mMol 1a bzw. 1b wurden, wie oben beschricben, getrock-

21} Anfarbereagentien fiir Diinnschicht- und Papier-Chromatographie, Nr.72, S.18, E.
Merck AG, Darmstadt.
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net und in 10 ccm absol. Dioxanll) sowie 0.4 ccm Tridthylamin (5 mMol) gelost bzw. suspen-
diert. Man fiigte dann unter Eiskiihlung 410 mg (1.1 mMol) Phosphorsiure-bis-{ p-nitro-benzyl-
ester J-chlorid (3)%) portionsweise hinzu und riihrte etwa 1 Stde. bei Raumtemp. Anschlielend
wurde eingeengt, der Riickstand in wenig Acetonitril aufgenommen und durch prépara-
tive Schichtchromatographic an Kieselgel im System C 4a2 bzw. 4b2 isoliert. Umkristalli-
sation erfolgte aus Athanol/Petrolidther. 4a2: Ausb. 492 mg (83%), 4b2: Ausb. 340 mg
(55%).

Hydrierung von 4a2 bzw. 4b2 zu den Phosphorsiureamiden Ta bzw. 7b: 0.1 mMol 4a2 bzw.
4b2 wurden in 30 ccm Athanol/Phosphatpuffer pH 11 (1: 1) mit 2 Spatelspitzen Palladium/
Kohle (Merck) 11/, Stdn. in der Schiittelente bei Normaldruck hydriert. Die Phosphorsiure-
amidc 7a bzw. 7b wurden durch Diinnschichtchromatographie in System A sowie Elektro-
phorese in System E nachgewiesen.

7a bzw. 7b wurden eluiert und rechromatographiert. Fiir 7a sowohl als 7b traten dann nur
noch die Flecke der 5'-Amino-5'-desoxy-nucleoside 1a und 1 b sowie anorganisches Phosphat22)
aul.

N-{5'-Desoxy-thymidinyl-( 5’ ) }-phosphorsiiure-{ p-nitro-phenylester j-amid (6a3): 1 mMol 5'-
Amino-5'-desoxy-3"-Q-acetyl-thymidin wurde, wie beschrieben, getrocknet, in 30 ccm Pyridin
aufgenommen, bei —30 bis —40° wihrend 8 Stdn. in eine Losung von 900 mg (3.5 mMol)
Phosphorsdure-{ p-niiro-phenylester ]-dichlorid (5)14) in 2 ccm absol. Pyridin getropft und
anschlieBend 2 weitere Stdn. bei —30° stehengelassen. Dann gab man 5 ccm Wasser dazu,
destillierte das Lésungsmittel unter Lichtausschlufl i. Vak. ab, nahm den Riickstand in 5 ccm
Methanol auf und isolierte das N-/5’-Desoxy-3-O-acetyl-thymidinyl-(5’) ]-phosphorsdure-{p-
nitro-phenylester J-amid durch praparative Schichtchromatographie auf Kieselgel in System C.
Die Chromatographie wurde wegen der Instabilitit der Verbindung im Kiithlraum (4°) durch-
gefiihrt, die Losungen bei 3—5° unter LichtausschluB eingeengt oder lyophylisiert. Ausb.
314 mg (65 %).

Zur Abspaltung der Acetylgruppe wurden 0.05 mMol (750 OD) 3'-G-Acetyl-Derivat in
2 cem konz. Ammoniak 3 Stdn. bei Raumtemp. geschiittelt und dann nach Zugabe von 2 ccm
Wasser unter Lichtausschluf3 lyophylisiert. Ausb. an 6a3 quantitativ.

Zur Abspaltung der p-Nitrophenylgruppe wurden 80 OD (5 pMol) 6a3 in 100 ul 1 » NaOH
geldst und im EinschluBrohr 2 Stdn. auf 100° erhitzt. Die Spaltung verlief quantitativ. Der
Nachweis der Spaltprodukte p-Nitrophenolat-Anion und Phosphorsiureamid 7a erfolgte
durch Elektrophorese in Puffer-System E.

5'-0-Trityl- bzw. 5’-Azido-5'-desoxy-thymidylyl-{3'-5')-5 -amino-5'-desoxy-thymidin-{ 5.5.5-
trichlor-dihylester ] (16 bzw. 17): 1 mMol 5'-O-Trityl-thymidin (8)14) bzw. 5'-Azido-5"-desoxy-
thymidin (9)3 wurden, wie beschrieben, getrocknet, in 20 ccm absol. Pyridin aufgenommen,
wihrend 8 Stdn. in eine Losung von 160 1 (1 mMol) Phosphorsiure-/B.8.3-trichlor-ithyi-
ester j-dichlorid (10)15) in 2 ccm absol. Pyridin bei Raumtemp. getropft und anschliefiend iiber
Nacht stehengelassen. Die so erhaltenen 5'-O-Trityl- bzw. 5'-Azido-5-desoxy-thymidin-3'-
phosphorsiure-[ B.0.p-trichior-dthylester J-chloride (11 bzw. 12) wurden nicht isoliert, sondern
man tropfte das Reaktionsgemisch bei 0° wiahrend 4 Stdn. direkt in eine Lésung von I mMol
5'-Amino-5'-desoxy-thymidin (1a) in 5 ccm absol. Pyridin. Anschliefiend versetzte man mit
5 cem Wasser, destillierte das Losungsmittel i. Vak. ab, nahm in 5 ccm Methanol auf und
isolierte 16 bzw. 17 durch pridparative Schichtchromatographie auf Kieselgel in System D,
Elution erfolgte mit Methanol. 16: Ausb. 280 mg (30%,), 17: Ausb. 245 mg (35%;).

22) H. Hettler in M. Lederer, Chromatographie Reviews, Bd. 1, S. 225, Elseviers Publ. Comp.,
Amsterdam 1959.
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Abspaltung der Tritylgruppe aus 16 zu 15: 0.01 mMol (100 OD) 16 wurden in 5 cem 50 proz.
Essigsdure 15 Min. auf 100° erwidrmt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels sowie Auf-
nchmen des Riickstandes in wenig Mcthanol isolierte man 15 durch priparative Schicht-
chromatographie auf Kieselgel in System C. Ausb. 90 OD (50%).

Abspaltung der Trichlordthyl-Gruppe aus 15 bzw. 17 zu den Dinucleosidphosphat-Analogen
13 bzw. 14: 0.01 mMol (200 OD) 15 bzw. 17 wurden in 10 ccm Dioxan/1 ccin 17 NaOH 4 Stdn.
bei Raumtemp. stehengelassen. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels nahm man in wenig
Mecthanol auf und isolicrte 13 bzw. 14 durch priparative Schichtchromatographic auf Kicselgel
in System A. 13: Ausb. 182 OD (90%), 14: Ausb. 175 OD (88 %).

Enzymatische Hydrolyse der Phosphorsduremoncester-amide 6 sowie des Thymidylyi-
(37-5')-5"-amino-5'-desoxy-thymidins  (13) durch Schlangengift-Phosphodiesterase: 1 uMol
6 bzw. 13 wurde in 0.1 ccm 0.1 m Tris-Pulfer, pH 8.6, mit 10 g Enzym (E. C. 3.1.4.1.; Firma
Boehringer, Mannheim) 5 Stdn. bei 37° inkubiert. Das Hydrolysat wurde papicr- und diinn-
schichtchromatographisch in System A getrennt.

Enzymatische Spaltung des Dinucleosidphosphat-Analogen 13 durch Phosphodiesterase aus
Kalbsmilz: 10 pMol 13 wurden in 0.2 cem 0.5 m Ammoniumsuccinat-Puffer, pH 5.9, mit
20 ug Enzym (E. C. 3.1.4.1.; Firma Boehringer, Mannheim) bei 37° inkubiert. Man cntnahm
withrend der Reaktion 12mal je 0.01 ccm, trennte diinnschichtchromatographisch in System
A, cluicrte jeweils die Zone des 5'-Amino-5'-desoxy-thymidins (1a) mit Wasser/Methanol (1: 1),
bestimmte dessen optisehe Dichte und erhielt so cin Zeit-Umsatz-Diagramm der cnzymatischen
Hydrolyse.

In einem Parallclansatz wurde dic Hydrolyse der Vergleichssubstanz Thymidylyl-(3'-5)-
thymidin unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Man isolierte hier nach Dinnschicht-
chromatographie auf Kicselgel in System C das durch die Reaktion freigesetztc Thymidin.

Hydrolyse der 6-Aminogruppe des 5'-Amino-5'-desoxy-adenosins (1b) durch die Adenosin-
Desaminase zum 5'- Amino-5'-desoxy-inosin: 3-10~7 Mol (4.8 OD) 1b wurden in 3 ccm 0.05 m
Phosphat-Puffer, pH 7.4, mit 0.1 pg Enzym (E. C. 3.5.4.4., Firma Bochringer) bei 257 inku-
bicrt und die Abnahme der Extinktion bei 265 my. im Cary verfolgt. Unter gleichen Bedin-
gungen wurde die Hydrolyse des Adenosins gemessen.

[257/69]





