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6(1 H)-Purinthion-9-(3-p-ribofuranosid) (1), das entsprechende 5’-Monophosphat (7) und
5’-Triphosphat (8) sowie 2-Amino-6(1 H)-purinthion-9-(3-p-ribofuranosid) (2) und 2-Amino-
6(1 H)-purinthion-9-(3-p-2’-desoxyribofuranosid) (3) wurden durch Reaktion mit Sulfit-
Ionen in Gegenwart von Sauerstoff quantitativ in die entsprechenden Sulfonsiurederivate 4,
9, 10, 5, 6 ibergefiihrt. Die Sulfonate 4 und 5 lieBen sich bei Raumtemperatur mit wifrigem
Ammoniak in guten Ausbeuten zu Adenosin bzw. 2,6-Diaminopurin-9-(3-p-ribofuranosid)
umsetzen. 4 und 9 reagierten mit Aziridin zu 6-(1-Aziridinyl)purin-9-(8-p-ribofuranosid)
(15) bzw. dem 5’-Monophosphat 16. § und 6 fluoreszieren mit hoher Quantenausbeute im
langwelligen ultravioletten Licht. Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie, Absorptions-
spektroskopie und durch Vergleich mit authentischem Material konnte die Bildung der
Purinnucleosid-6-sulfonate 4, § und 6 auch bei der Bestrahlung von 1, 2 und 3 mit Licht der
Wellenlinge 325 nm in Gegenwart von Sauerstoff nachgewiesen werden.

The Synthesis of Purinenucleoside-6-sulfonates 1)

6(1H)-Purinethione-9-(3-p-ribofuranoside) (1), the corresponding 5’-monophosphate 7, and
the 5'-triphosphate 8 as well as 2-amino-6(1 H)-purinethione-9-(3-p-ribofuranoside) (2) and
2-amino-6(1 H)-purinethione-9-(3-p-2’-deoxyribofuranoside) (3) have been converted to the
sulfonates 4, 9, 10, §, and 6 by reaction with sulfite ions in the presence of oxygen. The sul-
fonates 4 and 5 reacted in aqueous ammonia with good yields to give adenosine and 2,6-diami-
nopurine-9-(3-p-ribofuranoside), respectively. 4 and 9 react with aziridine to form 6-(1-
aziridinyl)purine-9-(3-p-ribofuranoside) (15) and the corresponding 5’-monophosphate 16.
5 and 6 fluoresce with high quantum yields on excitation in the near u.v. It was shown by
means of fluorescence spectroscopy, absorption spectroscopy, and comparison with authentic
material that irradiation of 1, 2, and 3 by light of the wavelength 235 nm in the presence of
oxygen affords the purinenucleoside-6-sulfonates 4, §, and 6.

4-Thiopyrimidinnucleoside konnen sowohl durch chemische Oxidation als auch
durch Einwirkung von Sulfit-Ionen in Gegenwart von Sauerstoff in die 2(1 H)-Pyrimi-
dinon-1-(8-D-ribosid)-4-sulfonate iibergefiihrt werden2-6). Diese Verbindungen er-
wiesen sich als sehr reaktiv gegeniiber Nucleophilen. Pyrimidin-4-sulfonate reagieren
leicht mit primiren oder sekundidren Aminen zu den entsprechenden Cytosinderivaten.
) Vorgetragen auf dem 24. IUPAC-Kongre8, Hamburg 1973.
2) H. Hayatsu und T. Ukita, Biochem. Biophys. Res. Commun. 29, 556 (1967).
3 H. Hayatsu und S. lida, Tetrahedron Lett. 1969, 1031.
4 H. Hayatsu und M. Yano, Tetrahedron Lett. 1969, 755.

5 E. B. Ziff und J. R. Fresco, J. Amer. Chem. Soc. 90, 7338 (1968).
6) H. Hayatsu, J. Amer. Chem. Soc. 91, 5693 (1969).
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Bei der Bestrahlung von Thiouridin mit Licht der Wellenlinge 330 nm in Gegenwart
von Sauerstoff sowie primaren bzw, sekundiren Aminen wurde ebenfalls die Bildung
entsprechender Cytidinderivate in hohen Ausbeuten beobachtet7:8). Der Mechanismus
dieser Photooxidation ist nicht bekannt, da bisher keine Moglichkeit bestand, die
Zwischenprodukte der Photoreaktion zu identifizieren?. Es erscheint jedoch wahr-
scheinlich, daB bei der Photooxidation von 4-Thiouracilderivaten die entsprechenden
2(1 H)-Pyrimidinon-4-sulfonate als Zwischenstufen durchlaufen werden, aber auf-
grund zu grofer Labilitit nicht nachweisbar waren. Nachdem wir kiirzlich diese
Photoreaktion fiir die Affinititsmarkierung von RNA-Polymerase aus Escherichia
coli durch 4-Thiouridin-5’-triphosphat und Polydesoxy-4-thiothymidylsdure verwen-
det hatten19), war es fiir uns von Interesse, diese photochemische Oxidation genauer
Zu untersuchen.

Seit langem war bekannt, daB Purin-6-sulfonate relativ stabil sind11. Sollten 6-
Thiopurin-Derivate, was anzunehmen war, ebenfalls eine photochemische Oxidation
eingehen, so wiirden die als Zwischenprodukte auftretenden entsprechenden Purin-6-
sulfonate mit Sicherheit nachweisbar sein. In dieser Arbeit wird zunéchst iiber die
chemische Synthese von Purin-9-(3-p-ribofuranosid)-6-sulfonaten und entsprechender
Derivate berichtet. Weiterhin wird gezeigt, daBl bei der photochemischen Oxidation
von 6-Thiopurinribosiden als Produkte Purin-9-(8-p-ribofuranosid)-6-sulfonate erhal-
ten werden.
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7 A. Favre und A. M. Michelson, J. Mol. Biol. 58, 367 (1971).

8) M. Pleiss und P. A. Cerurti, Biochemistry 10, 3093 (1971).

9 M. Pleiss, H. Ochiai und P. A. Cerutti, Biochem. Biophys. Res. Commun. 34, 70 (1969).
100 4. M. Frischauf und K. H. Scheit, Biochem. Biophys. Res. Commun. 53, 1227 (1973).

1) [, L. Doerr, I. Wempen, D. A. Clark und J. J. Fox, J. Org. Chem. 26, 3401 (1961).
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6-Thioinosin (1), 6-Thioguanosin (2) und 2’-Desoxy-6-thioguanosin (3) reagierten
mit Sulfit-Ionen in Gegenwart von Sauerstoff quantitativ zu den entsprechenden
Purin-9-(B-D-ribosid)-6-sulfonaten 4, 5 und 6. Unter den gleichen Bedingungen wurden
aus 6-Thioinosin-5'-phosphat (7) und 6-Thioinosin-5’-triphosphat (8) die entsprechen-
den Sulfonsiurederivate 9 und 10 erhalten. Die Umwandlung der 6-Thiopurin-Derivate
in die entsprechenden Purin-6-sulfonate konnte bequem absorptionsspektrophoto-
metrisch verfolgt werden, da eine starke Abnahme der Absorption bei 322 nm auftrat.
Die Verbindungen 5 und 6 zeigten ein Fluoreszenz-Emissions-Spektrum mit einer
Quantenausbeute von Q = 0.47 (natiirliche Abklingdauer der Fluoreszenz 11 ns).
Die Identitdt der Fluoreszenz-Excitationsspektren mit den Absorptionsspektren er-
laubte einen eindeutigen Nachweis dieser Verbindungen selbst im Gemisch mit anderen
absorbierenden Substanzen.
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Abb. 1. Spektroskopische Eigenschaften von 2-Aminopurinribosid-6-sulfonat (5).
(———) UV-Spektrum in Wasser pH 6; (----- ) Fluoreszenz-Excitations-Spektrum
(Emissionswellenlidnge 400 nm); ( ) Fluoreszenz-Emissions-Spektrum (Anregungs-

wellenldnge 325 nm)

Die Isolierung der Substanzen 4, 5, 6, 9 und 10 erfolgte durch Anionen-Austauscher-
chromatographie an DEAE-Cellulose in Ausbeuten von 87—969%;,. Die Umsetzung
von 6(1 H)-Purin[35S]thion-9-(8-D-ribofuranosid) (11) mit Sulfit-Ionen fiihrte zu Purin-
6-[35SJsulfonat-9-(8-pD-ribofuranosid) (14) mit einer spezifischen Radioaktivitit von
509 wverglichen mit 11. Die Reaktion kann also nicht nach einem einfachen
Additions-Eliminierungsmechanismus verlaufen, da sonst die Verbindung 14 kein
35S mehr enthalten diirfte.

In Analogie zum 4-Thiouridin® fiihrt die Addition eines Sulfit-Ions an die Thioxo-
gruppe von 11 zur Bildung einer den Sulfit-Additionsverbindungen von Ketonen
analogen Zwischenstufe 12. Wir nehmen an, daBl das gebildete Thioanion 12 zu einer
Verbindung 13 oxidiert wird, aus welcher sowohl Sulfit als auch [355]Sulfit eliminiert
werden kann.
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In 0.1 N HCI hydrolysierten die Verbindungen 4 und § innerhalb von 9 Stunden bei
Raumtemperatur zu Inosin bzw. Guanosin, die durch ihre Absorptionsspektren und
diinnschichtchromatographisch identifiziert werden konnten. In wafirigem Ammoniak
von pH 10 setzten sich 4 und 5 zu Adenosin bzw. 2,6-Diaminopurin-9-(B-p-ribo-
furanosid) um.

Die Purinnucleosid-6-sulfonate konnten sich als niitzliche Zwischenstufen bei der
Synthese von C-6-substituierten Purinnucleosid-Derivaten erweisen. Als Beispiel wird
hier die Synthese eines Purinnuclosids gegeben, welches in C-6-Position durch einen
Aziridinring substituiert ist. Bei der Reaktion von 4 oder 9 mit Aziridin bei Raum-
temperatur entstanden die Verbindungen 15 und 16, die sich durch alkylierende Eigen-
schaften auszeichneten. 15 reagierte mit einem hundertfachen UberschuB an Phenyl-
methanthiol in Gegenwart von Tridthylamin bei Raumtemperatur zu 6-[2-(Benzyl-
thio)athylamino]purin-9-(B-p-ribofuranosid) (17).
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Die Kenntnis der spektroskopischen und chemischen Eigenschaften der Purinnucleo-
sid-6-sulfonate erméglichte es uns, die Produkte der Photooxidation von 6-Thioinosin
(1), 6-Thioguanosin (2) bzw. 2’-Desoxy-6-thioguanosin (3) zu identifizieren. 1, 2 und 3
wurden in luftgesittigtem Phosphat-Puffer von pH 8.5 bei Raumtemperatur mit Licht
der Wellenlinge 325 nm bestrahlt. Der Verlauf der Photoreaktion wurde fiir 1, 2
sowie 3 absorptionsphotospektrometrisch, fiir 2 und 3 dariiber hinaus fluoreszenz-
spektrophotometrisch verfolgt.

Chemische Berichte Jahrg. 107 147
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Abb. 2. Kinetik der Photoreaktion von 6-Thioinosin (1).
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Die Spektren wurden in zeitlichen Abstinden von 10 min aufgenommen

Abb. 3. Photoreaktion von 6-Thioguanosin (2).
a) Fluoreszenz-Excitations-Spektren der Reaktionsmischung wihrend der Photoreaktion.

b) Fluoreszenz-Emissions-Spektren der Reaktionsmischung wihrend der Photoreaktion. Die
Spektren wurden in zeitlichen Abstinden von 5 min aufgenommen. Anregungswellenlinge

325 nm

Die Absorptionsspektren der Reaktionslosungen ergaben, daB3 bei der Bestrahlung
der 6-Thiopurinnucleoside 1, 2 und 3 in Gegenwart von Sauerstoff die entsprechenden
Sulfonate 4, § sowie 6 gebildet wurden. Bei der Photooxidation von 2 bzw. 3 zeigten
die Fluoreszenzspektren der Reaktionsmischungen ebenfalls eindeutig die Bildung
eines fluoreszierenden Produkts an, dessen Excitationsspektrum mit dem Absorptions-
spektrum von § bzw. 6 identisch war. Aus den absorptionsspektrophotometrischen
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Daten lieB sich ein Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung fiir die
Bildung von 4 ermitteln. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der Photoreaktion
betrdgt 0.08 min—1,

Experimenteller Teil

Absorptionsspektren wurden mit den Geriten Zeiss PMQ II und Cary 16 aufgenommen.
Korrigierte Fluoreszenzspektren wurden mit dem Fluoreszenzspektralphotometer ARL-Fica
Modell 55 gemessen. Die natiirliche Abklingdauer der Fluoreszenz wurde mit dem nsec-
Fluoreszenzspektrometer Modell 9200 in Verbindung mit einem Vielkanalanalysator Modell
6220 der Firma Ortec bestimmt. Schmelzpunkte wurden mit einem Diaskop (Fa. Reichert,
Osterreich) erhalten und sind nicht korrigiert. Fiir Photoreaktionen wurde ein He/Cd-Ionen-
laser Modell 185 der Firma Spectraphysics (USA) (ca. 2.5 mW/mm2 bei 325 nm) benutzt.

Papierchromatographie: Erfolgte absteigend an Papier 2043 b gewaschen (Firma Schleicher
& Schiill, Deutschland). Fiir priaparative Zwecke wurde Whatman 3 MM Papier verwendet.
Losungsmittel : Isopropylalkohol/konz. NH4OH/H,0 = 7:1:3 (1), Athanol/1 M Ammonium-
acetat = 5:2 (2), Athanol/1 M Ammoniumacetat = 1:1 (3).

Diinnschichtchromatographie: Erfolgte an a) DC-Fertigplatten Kieselgel F254 (Fa. Merck),
b) DC-Mikrokarten Si-F (Fa. Riedel de Haen), c) Polygram CeL 300 PEI/UV;s4, Polyithylen-
imin-imprignierte Cellulose-Diinnschichtplatten (Fa. Macherey & Nagel).

Losungsmittel: Chloroform/Methanol = 7:3 (4), Chloroform/Methanol = 85:15 (5), n-
Butanol/Wasser = 86:14 (6), Isopropylalkohol/Wasser = 9:1(7), 0.1 M NaCl (8), 0.25 m NaCl
(9), 0.5 m NaCl (10), 1 m NaCl (11).

Papierelektrophorese: Es wurde Papier 2043 b gewaschen (Fa. Schleicher & Schiill) ver-
wendet.

Puffer: 0.1 M Borsidure pH 7 (A), 0.05 M Ammoniumformiat pH 3.5 (B), 0.05 m Dikalium-
hydrogenphosphat pH 8.5 (C).

6-Thioinosin (1) und 6-Thioguanosin (2) waren Produkte der Fa. Waldhof (Mannheim,
Deutschland).

2’-Desoxy-6-thioguanosin (3) wurde von der Fa. PL-Biochemicals (Milwaukee, USA)
bezogen. 6-Thioinosin-5"-monophosphat (7) und 6-Thioinosin-5’-triphosphat (8) wurde nach
einer friiher berichteten Methode12.13) hergestelit.

Allgemeine Darstellungsmethode von Derivaten des Purin-6-sulfonats: Zu einer 5-1073 M
wiBrigen Losung der 6-Thiopurinderivate wurde 1/100 Volumenanteil eines Gemisches von
1 M NaySOs3/1 M NaHSO3 = 3:1 (v/v) gegeben. Durch die Mischung wurde Luft gesaugt.
Die Zugabe des Sulfit-Gemisches wurde sechsmal in Abstinden von 30 min wiederholt.
Danach wurde das Reaktionsgemisch zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit wasser-
freiem DMF extrahiert. Das Eluat wurde eingeengt, der Riickstand in wenig Wasser geldst
und auf eine DEAE-Cellulosesdule gegeben. Die Elution der DEAE-Siule erfolgte mit einem
linearen Gradienten an Tridthylammoniumhydrogencarbonat. Fraktionen, welche die ge-
wiinschte Substanz enthielten, wurden eingeengt und mit einer 1proz. NaClO4-L3sung in
Aceton die Natriumsalze ausgefillt. Die amorphen Niederschlige wurden abzentrifugiert,
mit Aceton gewaschen und i. Vak. getrocknet (Tab. 1).

Adenosin: 355 mg (1 mmol) 4 wurden in 10 ml 0.15 M NH4Cl gelost und das pH der Ldsung
mit NH4OH auf 10 eingestellt. Nach 12 h bei Raumtemp. wurde die Losung eingedampft und

12) P, Faerber und K.-H. Scheit, Chem. Ber. 104, 456 (1971).
13) 4. J. Murphy, J. A. Duke und L. Stowring, Arch. Biochem. 137, 297 (1970).
147
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der Riickstand der priparativen Schichtchromatographie an Kieselgel im Lésungsmittel 4
unterworfen. Der Inhaltsstoff der am stirksten UV-absorbierenden Zone wurde mit Methanol
eluiert, das Eluat eingedampft und der Riickstand aus Wasser umkristallisiert. Es wurden
198 mg (74 %) farbloser Kristalle vom Schmp. 230°C (Lit.: 229°C14)) erhalten.

UV (Wasser, pH 6): Apax 259 nm (g 15.3:103), Apin 226 nm.
CioH;3NsO4 (267.4) Ber. N 26.21 Gef. N 25.7

2,6-Diaminopurin-9-( - p-ribofuranosid): 200 mg (0.54 mmol) § wurden in 1 ml Wasser
gelost und mit NH4OH ein pH von 10 eingestellt. Die Reaktionslésung wurde 3 d bei Raum-
temp. belassen. Die ausgefallenen Kristalle wurden abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser ge-
waschen und i.Vak. bei 40°C getrocknet. Ausb. 110 mg (729;) farbloser Kristalle vom
Schmp. 250°C (Lit. 240°C15)),

UV (Wasser, pH 6): Amax 280 nm (g 104), 255 (€ 9 - 103), Amin 265 nm. — Fluoreszenzspektren
(Wasser, pH 6): Emissionsmaximum 355 nm (Quantenausbeute Q = 0.01)16); Excitations-
spektrum Amax 280 nm, 255; Amin 265 nm.

Cio0H14N6O4 (282.3) Ber. N 29.78 Gef. N 29.10

6-( 1-Aziridinyl) purin-9-( - p-ribofuranosid) (15): 354 mg (1 mmol) 4 wurden in 5 ml Wasser
mit 430 mg (10 mmol) Aziridin versetzt. Nach 15 h bei Raumtemp. wurde das Reaktions-
gemisch eingedampft, der Riickstand der priparativen Schichtchromatographie an Kieselgel
im L8sungsmittel 4 unterworfen und das Produkt mit Methanol eluiert. Das Eluat wurde zur
Trockne eingedampft, in wenig Methanol aufgenommen und mit Petrolither ein amorpher
Niederschlag ausgefillt; Ausb. 172 mg (59%).

UV (Wasser, pH 6): Apax 267 nm (e 10.4-103), 275; Amin 229 nm (= 1.8-103).

Ci2H sNsO4 (293.3) Ber. N 23.9 Gef. N 23.0

6-/2-( Benzylthio)dthylamino]purin-9-( 8- p-ribofuranosid) (17): 100 mg (0.3 mmol) 15 wur-
den in 2 ml wasserfreiem DMF gelost und mit 3.5 ml (30 mmol) Phenylmethanthiol versetzt.
Nach Zugabe von 0.2 ml Tridthylamin belieB man das Reaktionsgemisch 12 h bei Raumtemp.
Die Lésung wurde eingedampft und der Riickstand durch priparative Schichtchromatographie
an Kieselgel im Lésungsmittel 5 aufgetrennt. Das Produkt wurde mit Methano! vom Kieselgel
eluiert, das Eluat eingedampft und der Riickstand aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 90 mg
(63 9;) farbloser Nadeln vom Schmp. 123°C.

UV (Methanol): Aqmax 268 nm (g 16.5-103), Apin 223 nm (g 4.7 103).

C19H23N50,S-C2HsOH (463.6) Ber. C 54.3 H 6.3 N 15.25 S6.92
' Gef. C 53.71 H6.0 N 1595 S 7.07

6-( 1-Aziridinyl jpurin-9-( 8- p-ribofuranosid-5-monophosphat) (16): 1000 OD-Einheiten (272
nm) (0.128 mmol) 9 wurden in 2.5 ml Wasser mit 0.1 ml Aziridin versetzt. Nach 4 h bei
Raumtemp. wurde das Reaktionsgemisch papierchromatographisch im Ldsungsmittel 1 auf-
getrennt. 16 wurde aufgrund seines UV-Spektrums identifiziert und vom Papier mit Methanol/
Wasser (1:1, v/v) eluiert, Ausb. 1225 OD-Einheiten (267 nm) (0.118 mmol, 92 %,).

UV (Wasser, pH 6): Apax 267 nm (g 10.4-103), 275; Apin 229 nm (e 1.8-103).
C12H14N5sO;PNa; (417.2) Ber. P 7.42 Gef. P 7.84

149 D' Ans-Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker, Bd. II, Springer Verlag, Heidelberg
1964.

15) K. Imai, A. Nohara und M. Honjo, Chem. Pharm. Bull. 14, 1377 (1966).

16) D, C, Ward, E. Reich und L. Styrer, J. Biol. Chem, 244, 1228 (1969).
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Inosin: Eine Probe 4 wurde in 0.1 N HCI geltst und 9 h bei Raumtemp. belassen. Das pH
der Losung wurde mit 0.1 N NaOH auf pH 6 gebracht und von der Losung ein Absorptions-
spektrum aufgenommen: Amax 248 nm, Amin 223 nm; Verhiltnis der Absorptionen 250 nm/
260 nm = 1.71, 280 nm/260 nm = 0.23, 290 nm/260 nm = 0.02.

In der Diinnschichtchromatographie an Kieselgel im Ldsungsmittel 4 erwies sich das
Reaktionsprodukt als einheitlich und identisch mit Inosin.

Guanosin: Eine Probe § wurde analog zu 4 hydrolysiert. Diinnschichtchromatographie der
Mischung an PEI-Cellulose im Lésungsmittel 8 ergab Guanosin als einziges Reaktionsprodukt.

UV (Wasser, pH 6): Amax 253 nm, Apin 223 nm; Verhiltnis der Absorptionen 250 nm/
260 nm = 1.15, 280 nm/260 nm = 0.66, 290 nm/260 nm = 0.25.

6-/358 ) Thioinosin (11): 14.9 mg (0.05 mmol) 1 wurden in 1 ml einer 0.2-10~3 M Losung von
Schwefel in DMF bei 60°C gelost. Dazu gab man 5 1 2 M Tridthylammoniumhydrogencarbo-
nat-Puffer pH 7.5, sowie 10 ul einer Lésung von 35S in Benzol (0.026 mCi/wl) und hielt das
Gemisch 2 h bei 60°C. Die Lésung wurde auf ca. 0.2 ml eingeengt, von ausgefallenem Schwefel
abzentrifugiert und der Uberstand an Kieselgel diinnschichtchromatographisch zunichst im
Loésungsmittel 5 und anschlieBend im Lésungsmittel 7 getrennt. Das Produkt wurde vom
Kieselgel mit Methanol/Wasser (1:1) eluiert und das Eluat eingedampft. Man erhielt 580
OD-Einheiten (320 nm) (48 2,) 6-[35S]Thioinosin mit einer spezif. Radioaktivitit von 0.5 mCi/
mmol.

UV (Wasser, pH 6): Amax 322 nm, Apin 250 nm.

Durchfiihrung der photochemischen Oxidationen: Alle Reaktionen wurden in einer Quarz-
kiivette (Volumen 3 ml, Schichtdicke 1 ¢cm) in 0.1 M K;HPO4-Puffer pH 8.5, der mit Luft-
sauerstoff gesittigt war, durchgefiihrt. Die Reaktionslésungen wurden bei 25°C in der Kiivette
mit Licht der Wellenlinge 325 nm bestrahlt. Zu bestimmten Zeiten wurde die Bestrahlung
unterbrochen und vom Reaktionsgemisch Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektren aufgenom-
men, sowie Proben fiir die Diinnschichtchromatographie entnommen. Nach beendeter Photo-
oxidation wurde zu den Reaktionslosungen 0.1 ml konz. NH4OH hinzugegeben und die statt-
findende Ammonolyse absorptionsspektrophotometrisch verfolgt (Tab. 2).
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