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N3-(3-~-Amino-3-carboxypropyl)uridin-5’-monophosphat (5 b), ein durch den a-L-Aminobutter- 
siiurerest moditidertes Uridin-5’-monophosphat (UMP), das im Extraloop der Escherichia coli 
tRNAm’ Position 47 einnimmf wurde aus N3-(3-~-Amino-3carboxypropyl)uridin (Sa) durch 
Phosphorylierung mit Phosphoroxychlorid gewonnen Die experimentellen Mingungen fiir die 
Darstellung des Nucleosids Sa, das durch Akyliewg von Isopropylidenuridm mit a-L-Benzamido- 
y-brombuttersaure-athylester nach Abspaltung der Schutzgruppen aus der Vorstufe 4 erhalten 
wurde. werden beschrieben De-r Vergleich der CD-Spektren von Sb und UMP zeigt, daD das 
modifizierte Nucleotid im alkalischen eine andere Geometrie als im neutralen oder sauren Medium 
besitzt. Diese pH-abhingige hderung, die bei UMP nicht beobachtet wird, beeinflu& vermutlich 
auch die riiumliche Struktur der tRNA. 

Preparatioo a d  Properties of N 3 - ( 3 - b ~ 3 - c a r b o x y p r o p y l ~ i  S’-Monophosphate - 
a Modified Nucleotide from Transfer RNA 

N3-(3-~-Amino-3-carboxypropyl)uridine-S-monophosphate (5 b), an a-L-aminobutyrate-modified 
uridine 5’-monophosphate (UMP), which is found at position 47 in the extra loop of Escherichia 
coli tRNA”’, was prepared from N3-(3-~-amino-3-carboxypropyl)uridine (Sa) by phosphoryl chlo- 
ride phosphorylation. Also described are the experimental conditions for the preparation of nucle- 
oside Sa which was obtained by alkylation of isopropylideneuridine with ethyl a-L-benzamido-y- 
bromobutyrate and after removal of the protecting groups from the intermediate 4. Comparison of 
the c. d spectra of Sb and UMP shows that the modified nucleotide under alkaline conditions has a 
geometry different from that in neutral or acidic media. This pHdependent change, which is not 
observed with UMP itself, may influence the 3-dimensional structure of tRNA. 

~3-(3-~-Amino-3-carbxypropyl)-uridin-5‘-monophosphat (fib), ein durch einen L- 
Amino-buttersiiurerest modifiiertes Uridin-5’-monophosphat (UMP) wurde unliingst im 
RNAase-Hydrolysat von Escherichin coli tRNAmC gefunden I )  und a l s  Nucleosid durch 
NMR- und Massenspektrum niiher charakterisiert2). Das Nucleosid 5th ist mit dem von 

*) Privatdoxnt an der Universitat Paderborn - Gesamthochschule, Fachbereich 6 (Organische 

’) 2. Ohashi, M .  Maeda, J .  A. McCloskey und S.  Nishimura, Biochemistry 13,2620 (1974). 
Chemie), D-4790 Paderborn, Pohlweg 55. 
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Barrel1 und Sanger gefundenen Nucleosid X identisch und befindet sich in Position 47 im 
Extraloop dieser tRNA ’I. 

Wie durch Umsetzung von methylverarmter tRNA mit S-Adenosyh-methionin in 
Gegenwart einer aus E. coli isolierten Transferase gezeigt werden konnte, wird bei der 
Biosynthese dieses Nucleotids nicht die Methylgruppe, sondern in ungewohnlicher 
Reaktion der grokre Aminobutterstiurerest von S-Adenosyl-L-methionin auf die tRNA 
ubertragen4). 

Der Zweck einer derartigen Modifizierung von tRNA mag darin gesehen werden, daB 
durch den geladenen Aminosiiurerest die. raumliche Struktur dieser tRNA beeinfluDt 
wird. Aufgrund der zwitterionischen Struktur des L-Aminobutteniiurerestes sollte die 
Strukturanderung pH-abhiingig sein, je nachdem ob im Alkalischen die Amino-Carboxy- 
lat-Form, im Sauren die Ammonium/Carbonsiiure-Form oder beim isoelektrischen 
Punkt das Zwitterion der Aminosiiure vorliegt. Auch konnte eine Anlagerung zwei- 
wertiger Ionen, wie z. B. Magnesium, an 5b bevorzugt stattfmdea. 

Aminosiiurenucleotide vom Typ 5 sind besonders geeignete Objekte zur Untersuchung 
der gegenseitigem Beemflussung der raumlichen Anordnung von Aminosiiure- und Nucleo- 

Urn strukturelle Parameter des monomeren Nucleotids sowohl in Lasung als auch im 
tid-Rest. 

Festzustand studieren zu konnen, haben wir es auf folgendem Wege dargestellt. 

Wird L-Homoserin an der Aminogruppe durch den Benzoylrest geschutzt und in murer 
Liisungcyclisierkso bildet sich, wiebereitsbeim Racemat gezeigt 5),optisch aktivesu-L-Benz- 
amido-y-butyrolacton (1). 

Bromwasserstoff in hhanol offnet den Lactonring von 1 unter Bildung von u-L-Benz- 
amido-y-brom-butterure-athylester (2), der als L - F o ~  deutlich hoher als die entspre- 
chende racemische Verbindung 5, schmilzt. 

Wird Isopropylidenuridm (3) in Gegenwart von Kalium-rerr-butylat mit 2 alkyliert, so 
entsteht N3-[3-~-Benzamido-3-(lithoxycarbonyl)propyl]-~,~-O-~opropy~den~~ (4), 
das an einer Kieselgelsiiule (LS 111) von Nebenprodukten befreit und in ca 5Oproz Aus- 
beute gewonnen werden kann. 

Verbindung 4, erstmals von O h h i  et al. I)  erwiihnt (jedoch ohne experimentelle An- 
gaben zur Synthese und ohne analytische Daten), konnte durch Elementaranalyse, UV- 
Spekttum und optische Drehung charakterisiert werden. Durch Hydrolyse von 4 in halb- 
konzentrierter Salzs;iure lieD sich die Benzoyl-, Athyl- und Isopropyliden-Schutzgruppe 
gleichzeitig abspalten und das Reaktionsprodukt an einem Kationenaustauscher auf- 
trennen. Die Hauptzone enthielt analysenreines N3-(3-~-Amino-3-carbxypropyl)-uridin- 
hydrochlorid (54, das in der Dunnschichtelektrophorese (Kieselgel, LS IV) mit gleicher 
Mobilitiit wie Uridin wandert, sich jedoch mit Ninhydrin blauviolett anfarben IaDt. Im 
Diinnschichtchromatogramm (Cellulose, LS I) wandert 5a deutlich langsamer als das 
unmodif~erte Nucleosid. 

’) B. G. Burrell und F .  Sanger, FEBS-Lett. 3,275 (1969). 
*) S. Nishimura, Y Taya, I! Kuchino und Z. Ohashi, Biochem. Biophys. Res. Commun. 57, 702 

5, Y Knobler und M. Frankel, J. Chem. Soc. 1958,1629. 
( 1974). 
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Behandelt man 50 mit Phosphoroxytrichlorid in Trrathylphosphat, eine Methode, 
die bei unmodifizierten Nucleosiden iiberwiegend zu den 5’-Monophosphaten fuhrt 5. 6), 

so entsteht eine auf der Kieselgel-Diinnschichtelektrophorese (Kieselgel, LS IV) mit RF 0.6 
(relativ zu Uridin-5’-monophosphat) wandernde Hauptkomponente, die UV-Licht 
16scht und sich mit Ninhydrin zu einer blauvioletten Zone anfiirben la&. Neben der Haupt- 
komponente (Zone II) entstand ein Nebenprodukt (zone Ill), bei dem es sich aufgrund des 
zu Zone Il etwa doppelt so grokn R,-Wertes um ein Diphosphat handeln muO. 

Praparative Auftrennung des Reaktionsgemisches an DE-52-Cellulose und Gradienten- 
elution mit Triiithylammoniumhydrogencarbonat-Puffer fuhrt zu chromatographisch 
reinem Sa-Phosphat, das in etwa 5Oproz. Ausbeute als Alkylammoniumsalz anfallt. 

Die quantitative Phosphatbestimmung ergibt nach Veraschen der Substanz 2 mol 
Phosphat pro mol5a. Verascht man die Probe nicht und bestimmt das Phosphat direkt, 
so erhalt man 1 mol Phosphat pro mol5a. Letzteres ist also ionisch an die Aminogruppe 
von 51 gebunden, was gleichzeitig zeigt, das 1 mol5a nur 1 mol kovalent gebundenes 
Phosphat besitzt. 

Bei analytischer Dunnschichtelektrophorese wandert 5.-Phosphat einheitlich als 
UV-aktives ninhydrinpositives Anion. 

Alkalische Phosphatase spaltet das 5a-Phosphat zuruck zu 50; das zeigt an, daI3 a u k r  
der E i n f i g  des Phosphatrestes in 5a keine weiteren strukturellen Veriinderungem 
eingetreten sind. Die Stellung des Phosphatrestes, der sich aufgrund der Synthesebe- 
dingungen an C-5’ befinden sollte6*’), konnte durch Perjodatoxidatioa des Sa-Phos- 
phates sichergestellt werden. Oxidiert man 1 A,,,-Einheit 5a-Phosphat in 20 p1 Wasser 
mit lop1 2.  I O - ’ M  NaJO, bei 4°C8*9), versetzt das Reaktionsgemisch zur Zerstorung 

M .  Yoshikawa, Z Kato und 7: Takenishi, Tetrahedron Lett. 1967,5065. 
M .  Yoshikawa, Z K4tO und 7: Takenishi, Bull. Chem. SOC. Japan 42,3505 (1969). 
D. M .  Brown, M .  Fried und A. R. Todd, J. Chem. Soc. 1955,2206. 

91 F .  Hanflke, M .  Sprinrl und F. Crwner, Bioorg. Chem. 3,367 (1974). 
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uberschussigen Natriumperjodates mit 5 ~l 2,3-Butandiol und chromatographiert an 
PEI-Cellulose in 0.25 M LiCl, dann ist aus dem mit RF 0.6 wandernden 5s-Phosphat ein 
Oxidationsprodukt entstanden, das am Start zuriickbleibt ; entsprechende Oxidations- 
produkte erhalt man auch von Uridm-5'-monophosphat, warend man bei der Oxidation 
von Uridm-2'- bzw. -3'-monophosphat unveriindertes Ausgangsmaterial zuriickerhalt 'I. 
Diese Reaktionsfolge zeigt an, d a D  das Sa-Phosphat eine freie cis-Diol-Gruppierung 
besitzt, weshalb ihm die Konstitution 5b zukommen muD. 

Spektroskopische Eigenschaften voll N3-(3-~-Amiao-3carboxypropyl)uridin 
(5a) d seinem Monophphat 5 b 

Abb. 1 zeigt die W- und CDSpektren von 5a in 7'eorell-Stenhagen-Puffer lo) bei pH 3.0, 
7.0 und 11.0. Vergleicht man die UV-Absorption von 5a mit der von Uridin (Abb. 21 dam 
zeigt sich, dal3 diese bei der N-alkylierten Verbindung im Gegensatz zu der von Uridin 
pH-unabhiingig ist. Diese spektroskopischen Befmde sind darauf zuriickzufiihren, dal3 
die Anionbildung an N-3 und damit eine Verschiebung des Lactim/Lactam-Gleichge- 
wichtes bei der akylierten Verbindung nicht stattfimden kann. 

Bei den CD-Spektren von 5a (Abb. 1) f&Ut auf, daI3 die positive Elliptizittit (268 nm) bei 
pH 11.0 auf mehr als die Halfie der bei pH 7.0 und 3.0 gemessenen Werte abfallt. Dieser 
Effekt, der beim Uridin (Abb. 2) nicht beobachtet wird, wird von einer relativ pH-unab 

D 
D 

Abb. 1. CDSpektrum (oben) und UV-Spekttum 
(unten) von 5. in Teorell-Stenhagen-Puffer bei 

pH 3.0 (-.-. -), pH 7.0 (- - - -) und 

Abb. 2. CDSpektrum (oben) und W-Spektrum 
(unten) von Uridin in Teorell-Stenhagen-Puffer 
bei pH 3.0 (-.-.-), pH 7.0 (- - - -) und 

pH 11.0 (- 1 pH 11.0 (- I 
") T Teorell und E. Stenhagen, Biochem. Z. 299,417 (1939). 
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hiingigen negativen Elliptizitit im Bereich von 210 und 250 nm begleitet; ein Bereich, wo 
Uridin gerade ein im Alkalischen starkes Ansteigen der negativen Elliptizitit zeigt. 

Die starke hderung des CD-Spektrums von 5a bei pH 11.0 gegenuber pH 3 und pH 7, 
die bei Uridin nicht beobachtet wird, muO durch den L-Aminobuttersiiurerest hervorge 
rufen werden. Wie das Kalottenmudell von 5a zeigt, konnen die ~-Aminogruppe und die 
Uridin-Carbonylgruppen eine Lage zueinander einnehmen, die uber eine Wasserstoff- 
briicke zur Ausbildung eines achtgliedrigen Ringsystems fiihrt. Diese wasserstoff-ver- 
briickte Struktur bringt den Uracilrest und den Aminosiiurerest mit dem Asymmetrie- 
zentrum in eine relativ starre Lage zueinander, die vermutlich bei pH 11.0 vorliegt. Sobald 
die Aminogruppe protoniert wird, wird sich der Ring ohen, wobei das jetzt gebildete 
Kation von Wassermolekulen solvatisiert und damit der gesamte Rest frei beweglich wird. 
Die beim Vergleich der Spektren von 5a und Uridin beobachteten Befunde treten - wenn 
auch abgeschwacht - bei den entsprechenden Monophosphaten (Abb. 3 und 4) ebenfalls 
auf. 

c 

b 

Abb. 3. CDSpektrum (oben) und UV-Spektrum 
(unten) von 5 b in ~ e o r e ~ ~ - S ~ e n ~ ~ e n - ~ N e r  

bei pH 3.0 ( - - -. - ), pH 7.0 ( - - - - ) und 
pH 11.0 (- 1 

Abb. 4. CDSpektrum (oben) und UV-Spektrum 
(unten) von Uridin-5’-monophosphat in 

Teorell-Stenhugen-Puffer bei pH 3.0 ( - a  - - ), 
p H 7 . 0 ( - - - -  ) und pH 11.0 (- 1 

Fraulein Sigrid Waldeck danken wu fir geschickte Mitarbeit bei den Experimenten und H e m  
Dr. Dieter Gauss fur hilfreiche Diskussion bei der Abfassung der Arbeit. Dem F o d s  der Chemischen 
Industrie wird fur finanzielle Unterstutzung gedankt. 
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Exprimenteller Teil 
Die Schmelzpunkte wurden mit dem Monoskop (Reichert, 6sterreich) bestimmt und sind nicht 

korrigiert. Die Elementaranalysen wurden vom Mikroanalytischen Labor Beller, Gottingen, 
ausgefuhrt. NMR-Spektren: Bruker HX 60-Spektrometer (TMS als innerer Standard), UV- 
Spektren: & i s  PMQ 11- bzw. Shimadzu UV 200-Spektrometer, CD-Spektren: Cary 61-Spektro- 
meter, optische Drehungen : Perkin-Elmer-Polarimeter 141. 

Chromutogruphie: Bei der Siiulenchromatographie wurden Celluloseaustauscher DE 52 (What- 
man. Maidstone), Kicselgel 60 oder Lewatit 1080 (Merck, Darmstadt) und ein LKB-Fraktions- 
sammler mit Uvicord verwendet Analytische Dunnschichtchromatographk wurde an Kieselgel- 
diinnschichtplatten F 254 (Wwlm, Eschwege) oder PEl-CeUuloseplatten (Schleicher & Schiill, 
Dassel) ausgefiihrt; als Substanznachweis diente die UVz60-Absorption bzw. Ninhydrinreaktion. 
1 M Triathylammoniumhydrogen~rbonat(TBK)-P wurde durch Einleiten v m  Kohkndioxid 
m eine Mischung von 4280 ml Wasser und 720 ml Triiathylamin bis zum Erreichen von pH 7.0 
hergatelk Als Losungsmittelsysteme f& die Diinnschichtchromatographie wurden LS I (Butanol/ 
EisessiglWasser 4 : 1 : 2), LS II (Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser 7 : 1 : 2) und LS III (Chloro- 
form/bithanol97 : 3) benutzt. 

Die Dlinnschichtelektrophorese wurde in einer DE-Doppelkammer (Desaga, Heidelberg) auf 
Kiesclgel-Dunnschichtplatten (Woelm, Eschwege) oder Cellulose-Fertigplattm (Mtrck, Darmstadt) 
durchgefiihrt. Folgende Elektrophorcsepuffer wurden benutzt : LS IV (0.1 M Siirensen/Citratpufr, 
pH 6.5) und LS V ( 0 . 2 ~  Natriumborat, pH 10). 

Phosphatasespaltung: 10 fl Enzymsuspension (Alkalische Phosphatase, EC 3.1.3.1 (Boehringer, 
Mannheim),Nr. 15429, 1 rndml) werden mit !lOd 0 . 2 5 ~  Tris-HCI-Puffa pH 8.0 verdiinnt 10fl 
dieser Wung werden mit l0N des zu spaltenden Substrates 2h  bei 37°C aufbewahrt. 

Phosphatbestinmncng: Liisung a: lOproz Ascorbinsiiure; Liisung b: 0.42proz. Ammonium- 
molybdat .4  HzO m 1 N H2S04; LiiSung c: 1 Teil Liisung a und 6 Teile Liisung b. Zur Bestimmung 
werden 0.70 ml der frisch bereiteten Liisung c mit 0.30 ml der zu bestimmenden Phosphatlasung 
versetzt. 

a-~-Benzamido-y-butyrolacton (1): 1.19 g (10 mmol) L-Homoserin in 24 ml 0.5 N NaOH (100-ml- 
Rundkolben) werden auf0"C abgekuhlt und unter starkem Turbinieren alternierend mit insgesamt 
1.5 g Benzoylchlorid (10.7 mmol) und 12 ml 1 N NaOH versetzt. Nach 45 min wird mit konz 
SalZS;iure auf pH 3.0 gebracht, wobei sich ein farbloses 61 abscheidet. Nach Zugabe von weiteren 
5 ml konz SaluZure wird 75 min auf dem Wasserbad erhitzt, wobei die 6lige Substanz in Liisung 
geht. Bern Abkuhlen fallen farblose Kristalle aus, die abgesaugr, getrocknet und durch Waschen mit 
wenig Ather von Benzoesaure befreit werden (1.45 g). Nach Umkristallisatioo aus Wasser erhalt 
man 1.2 g (58.5 'A farblose Nadeln vom Schmp. 140- 141 "C. Im Diinnschichtchromatogramm 
(KieselgeL LS 111) wandert die Substanz mit RF 0.3 einheitlich. 

'H-NMR ([D6]DMSO): m um 6 2.33 (ZH), m um 4.47 (3H), m um 7.55 (3H). m um 7.86 (2H); 
d 8.% ppm (NH, 1 H, J = 8 Hz). - [a]go: -29.6' (c = 12 in khanol). 

C I I H I I N 0 3  (205.2) Ber. C64.38 H 5.40 N 6.83 Gef. C 64.46 H 5.33 N 6.95 

' 

a-L-Ben;Mlido-y-brornbuttersicure-iithy~st~ (2): 500 mg (0.41 mmol) 1 m 15 ml absoL Xthanol 
werden auf 45°C erwarmt und in die Lasung w i d  90 min Bromwasserstoff eingeleitet. Man kDt 
abkuhlen und bewahrt 24 h bei Raumtemp. ad. L6sungsmittel und Bromwasserstoff werden 
durch Vakuumdestillation vertrieben, Nachdampfen von Athanol vertreibt letzte R a t e  Brom- 
wasserstoff. Aus dem in 3 ml khan01 gelosten Ruckstand lassen sich beim Abkuhlen schwach gelbe 
Nadeln auskristallisieren. die abgesaugt und m e u t  aus Athano1 umkristallisiert werden. 314 mg 
(41 %) farblose Nadeln vom Schmp. 105°C. Jm Dlinnschichtchromatogram (Kieselgel, LS III) 
wandert die Substanz einheitlich mit RF 0.8. 
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'H-NMR ([DJDMSO): 6 1.21 (5 3H, J = 7 Hz), 2.38 (q,2H, J = 7 Hz), 3.65 (t, 2% J = 7 Hz), 
4.15 (q, 2 H, J = 7 Hz), 4.63 (q, I H, J = 7.5 Hz), m um 7.57 (3 H), m um 7.90 (2 H); 8.80 ppm (d, NH, 
1 H, J = 7.5 Hz). - [u];': -47.9" (c = 1.0 in Athanol). 

CI3Hl6BrNO3 (314.2) Ber. C 49.70 H 5.13 Br 25.43 N 4.46 
Gef. C 49.71 H 5.17 Br 25.48 N 4.49 

N3-/3-~-Benramid~3-(cirhoxyc~bonyl)propylj-2'~-O-isopropylidenu~in (4): 201 mg 
(0.64 mmol) 2 in 1.5 ml wasserfreiem Dimethylformamid (DMF) werden mit einer Usung von 
91 mg (0.32 mmol) Isopropylidenuridin (3) in 1.5 ml wasserfreiem DMF, das 400 mg Kalium-tert- 
butylat enthalt, versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 3 h bei 80°C aufbewahrt, mit 3 ml athano- 
lischem, 1 proz Eisessig versetzt und i. Hochvak. abgedampft. Bei analytischer Diinnschicht- 
chromatographie (Kieselgel, LS 111) liil3t sich neben we& unumgesetztem 2 (nahe Front) und 3 
(nahe Start) eine neue, UV-Licht loschende Substanz vom RF 0.25 nachweisen. Praparative Auf- 
trennung des Gemisches an einer Kieselgelsiiule 20 x 5cm (Kieselgel 60, 0.063-0.200mm) 
trennt 4 als Inhaltsstoff der Hauptzone von einer schneller wandernden Nebenzone ab. Der farblose, 
olige Abdampfriickstand der Hauptzone wird in LS III aufgenommen, durch ein hartes Filter 
gegeben und abgedampft. Nach Versetzen mit bither kann die Substanz nach dem Abdampfen 
aufgeschaumt werdea 160 mg (48.3%) farblow amorphes 4. 

W (Athanol): la, 260.222nm (E = 10100, 16200). - 'H-NMR (CDC13): S 1.24 (t, 3H, J = 
7 Hz), 1.36 (s, 3H). 1.60 (s. 3H), um 2.3 (m, 2H), um 3.8 (m, 2H), 4.10 (q, 2H, J = 7 Hz), um 4.2 
(m, 3 H),um 4.9 (m, 3 H), 5.70 (d, 1 H, J = 8 Hz), 5.70 (d, 1 H, J = 2.5 Hz), 7.55 (d, 1 H, J = 8 Hz), um 
7.5 (m, 3 H), 7.7 (d, 1 H, breit), um 7.95 (m, 2 H). 

C21H31N309 (517.6) Ber. C 58.02 H 6.04 N 8.12 Gef. C 57.81 H 6.08 N 8.13 

N3-/3-~-Amino-3-ca*boxypropyl)widin-hydrochlorid (Sa): 160 mg (0.31 mmol) 4 werden in 4 ml 
halbkonz Salzs;iure. 10 h bei 80°C aufbewahrt, die Losung eingedampk Salzsfure durch Nach- 
dampfen mit Wasser (&pump) vertrieben und der Ruckstand in 5Oml Wasser aufgenommen. 
Adsorption an einer Ionenaustauscher-!%ule (Lewatit S 108Q7 x 1.5 cm, H+-Form) und Elution 
mit Wasser trennt eine Vorzone ab. Gradientenelution (500 ml Wasser/SOO ml0.2 M HCI) bringt Sa 
als Inhaltsstoff der Hauptzone ins Eluat. Nach Losen in 2 ml bithanol und langsamer Zugabe von 
bither erhalt man 40- (34%) amorphes 5a. Auf der Dunnschichtplatte (Cellulose) wandert Sa 
in LS I mit RF 0.26 (Uridm O M ) ,  in LS 11 mit RF 0.43 (Uridm 0.48). In der Dunnschichtelektropho- 
rese (Kieselgel, LS IV) wandert Sa mit gieicher Mobilitiit wie Uridin zur Kathode, IaM sich jedoch 
mit Ninhydrin blauviolett anfarben; aufCellulose in LS V wandert es rnit RF +0.75 (bez aufuridin). 
UV (10 mmol Natriumkakodylat/Liter, pH 7.0): X,, 263 nm (E = 8 100). 

[C,3H,oN308]CI (381.8) Ber. C 40.90 H 5.28 N 11.01 Gef. C 40.49 H 5.46 N 10.88 

N3-(3-~-Amino-3-carboxypropyl)uridin-5'-phosphlrt (Sb): 19 mg (0.05 mmol) Sa werden in 
125 p1 Triathylphosphat eingetragen und m der Warme teilweise gelost. Die auf 4°C abgekiihlte 
Losung versetzt man mit 30 pI (0.2 mmol) Phosphoroxytrichlorid, wobei nach ca. 5 min die noch 
suspendierte Substanz in Lissung gegangen ist. Nach 4stundigem Aufbewahren bei 4°C wird f l l ~  
Hydrolyse ein kleines Stuckchen Eis zugegeben, nach Lorn  des Eises mit 1MN Triithylamin 
versetd und i. Hochvak. eingedampk Der m 50 ml Wasser geloste Ruckstand wird an einer DE-52- 
Cellulose-Austauschersaule (20 x 3.5 cm) adsorbiert Wasser eluiert eine Vorzone, der Salzgradient 
(500 m10.5 M mK)-Puffer/SOO ml Wasser) trennt das Reaktionsprodukt in eine schwache Vonone 
(Zone I), deren InhaltsstoE mit Sa identiscb isf eine Hauptzone (Zone II), die Sb enthltund eine 
Nebenzone (Zone III), die in der DC-Elektrophorese doppelt so schneU WK Sb wandert, auf. 
Nach Eindampfen des Eluats der Hauptzone und Lyophilisation des Ruckstandes erhalt man 200 
A,63-Einheiten (49.4 %) amorphes glasiges 5b. 
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Elektrophoretische Mobilitat von 5b (= Zone 11) und Vergleich ni t  5% 
U, UMP und den Inhaltsstoffen der Zonen I und III 

LS v (cellulose) LS IV (Kieselgel) 

5 b (Zone 11) 0.85 (+) 0.6(+)*) 
5. - 0.1 (-)*I 
Uridin - 0.1 (-) 
Zone I - 0.1 (-)*I 
Zone 111 - 1.0 (+) 
UMP 1.00 (+) l.00(+) 

*) UDt sich mit Ninhydrin anfarben. Alkalische Phosphatase spaltet 5b zu 51. 

Quuntitatiw Phosphatbestinvnung om 5 b: 0.487 A,,,-Einheiten (0.060 lmol) 5b in 20 pl Wasser 
werden im Duran-Reagenzglas (12 x 75mm) nacb Zugabe von 6Opl 10proz athanolischer 
Mg(N03)2-Liisung veraschf 15 min mit 0.3 ml 1 N HCI auf dem siedenden Wasserbad hydroly- 
siert, nach dem Abkuhlm mit 0.7 ml Phosphatreagenz (Losung c) versctzt und nach 1 stiindigem 
Aufbewahren bei 37°C die Extinktion bei 820 nm bestimmt. Zur Bestimmung des nicht kovalent 
gebundenen Phosphats wird die Bestimmung ohm zu verasclien vorgenommen, 

Eingesetzte Substanzmenge (0.487 A263-Einheiten) = 0.060 pmol*) 
Gesamtphosphat (2.93 AszO-Einheiten) = 0.122 pmol **I 

Anorgan. Phosphat (1.41 A820-Einheiten) = 0.060 pmol 
5’-Phosphat somit = 0.062 p o l  

*) 1 pmol5b = 8.1 A,,,-Einheiten. 
**) 1 pmol Phosphat = 24.0 A8,,-Einheiten Farbstoff. 


