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Die Alkylierung des seltenen Nucleosids 2-Thiocytidin (1) mit Halogenacetamid (2) fiihrt zu einem
Produkt der kationischen Struktur 3. Die optimale Alkylierungsgeschwindigkeit wird bei pH 6
erreicht. Isoliertes 3 zersetzt sich in Wasser unabhingig vom pH-Wert: Fiir den Bereich von pH 3
bis 8 wird eine Hydrolyse der glycosidischen Bindung beobachtet, deren Geschwindigkeit der
Konzentration an OH ~-Ionen nahezu proportional ist. Bei pH 9 findet ein Wechsel im Zersetzungs-
mechanismus statt, so daB im pH-Bereich oberhalb von 9 Produkte unter Erhaltung der glycosi-
dischen Bindung beobachtet werden. 4-Amino-2-carbamoylmethylthio-1-(B-D-ribofuranosyl)-
pyrimidinium-chlorid (3a) ist das erste Beispiel fiir einen basenkatalysierten Hydrolysemechanismus
in der Pyrimidin-Nucleosid-Reihe.

Alkaline Hydrolysis of the N-Glycosidic Bond of the Product of Alkylation of 2-Thiocytidine by
lodoacetamide*’

The alkylation of the rare nucleoside 2-thiocytidine (1) by halogenoacetamide (2) leads to a product
with the cationic structure 3. The optimal rate of the alkylation is at ~ pH 6. The isolated 3 is not
stable in water at any pH: Between pH 3 and 8 a hydrolysis of the glycosidic bond is observed
the rate of which is almost directly proportional to the OH ~-concentration. Above pH 9 a change
in the reaction mechanism is observed, and products with intact glycosidic bonds are formed.
4-Amino-2-carbamoylmethylthio-1-(B-p-ribofuranosyl)pyrimidinium chloride (3a) is the first
example of a base catalyzed hydrolysis of the glycosidic bond in the pyrimidine nucleoside series.

2-Thiocytidin (1) kommt als seltenes Nucleosid in zwei transfer-Ribonucleinsduren vor
und kann enzymatisch in das allen transfer-Ribonucleinsduren gemeinsame CpCpA-
Ende eingebaut werden 2. 1 wird am 2-S-Atom durch Alkylierungsreagenzien wie Methyl-
iodid® oder Ethylenimin® alkyliert. Mit Iodacetamid (2) gelingt so die Alkylierung der
2-Thiocytidin enthaltenden transfer-Ribonucleinsiure® in wiBriger Losung zu einem
Produkt mit der Teil-Struktur 3. Fiihrt man die Reaktion jedoch mit dem freien Nucleosid
1 durch, so entstehen neben dem gewiinschten Alkylierungsprodukt eine Reihe von

*) Teil der Diplom- und Doktorarbeit von M. Kréger, Univ. Hamburg 1974, und Techn. Univ.
Braunschweig, in Vorbereitung.
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Nebenprodukten. Nur nach Reaktion in absol. Methanol gelingt die Isolierung von
4-Amino-2-carbamoylmethylthio-1-(B-p-ribofuranosyl)pyrimidinium-chlorid (3a) .
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Umsetzung von 2-Thiocytidin mit Iedacetamid in wiiBriger Losung

Setzt man 2-Thiocytidin (1) mit Iodacetamid (2) um und beobachtet die Anderung des
UV-Spektrums wihrend der Reaktion, so kann man zwar das Auftreten eines UV-
Absorptionsmaximums bei 242 nm beobachten, das man fiir den Chromophor des 2-S-
(Carbamoylmethyl)thiocytidin-halogenids 3 zu erwarten hat3-¢-7; ein konstantes UV-
Spektrum mit diesem Absorptionsmaximum wird jedoch niemals erreicht. Beispielsweise
wird bei pH 8 zwar eine schnelle Alkylierungsreaktion aber auch eine schnelle Bildung des
Nebenproduktes mit A, = 225 nm beobachtet, wihrend bet pH 5.6 sowohl die lang-
samere Bildung als auch eine deutlich langsamere Zersetzung des Alkylierungsproduktes
erkennbar ist.

Die diinnschichtchromatographische Analyse der Reaktion zeigt, daB die Bildung von
Cytidin (7) als Nebenprodukt im pH-Bereich 3 bis 8 nahezu auszuschlieBen ist (Rg-Werte
vgl. Tab. 2). Daher vermuteten wir als Nebenreaktion eine Hydrolyse der glycosidischen
Bindung. Da bei einer derartigen Reaktionsfolge neutrale und geladene Produkte ent-
stehen, bot sich als Analysenmethode die Diinnschichtelektrophorese an.

Wir setzten daher 1 mit [1-'*C]lodacetamid (2) in Standardpufferlésungen nach
Sgrensen® (pH 3 bis pH 11) um und schlossen nach verschiedenen Zeiten eine Diinn-
schichtelektrophorese an. Dabei wurden vier Substanzen mit !#C-Radioaktivitiit beobach-
tet (Abb. 1). Durch chromatographischen Vergleich konnten diese vier Produkte identifi-
ziert werden: Das Ausgangsmaterial Iodacetamid (2), das Alkylierungsprodukt 2-S-
(Carbamoylmethyl)thiocytidin-halogenid 3 und als Hydrolyseprodukte das Amid 4 und die
Carbonsiure 59,

Verfolgt man die Reaktion zeitabhéngig und trigt die Konzentrationen [2], [3], [4]
und [5] derart auf, daB einerseits [2] und andererseits die zusammengefaBten Werte
{[2] + [3]} bzw. {[2] + [3] + [4]} eine Kurve bilden, so ergibt sich die Konzentration
an verbliebenem bzw. entstandenem Produkt immer als Differenz zwischen zwei Kurven
(Abb. 2). Die Null- und 100 %-Werte dienen dabei fiir [2] und [5] als Hilfslinien. Diese

S M. Kréger, M. Sprinzl und F. Cramer, Liebigs Ann. Chem. 1976, 1395.

7 D. J. Brown und N. W. Jacobsen, J. Chem. Soc. 1962, 3172.

8 CRC Handbook of Biochemistry, Selected Data for Molecular Biology, ed. H. A. Sober, pp.
J 195198, The Chemical Rubber Company, Cleveland, USA 1968.

9) M. Kréger, F. Seela und F. Cramer, Chem. Ber. 109,3615 (1976).
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Auftragung in Abb. 2 ermdglicht dann direkt die Bestimmung des Verhiltnisses der
radioaktiven Produkte zu einem gewissen Zeitpunkt.
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Abb. 1. Beispiel einer diinnschichtchromatographischen Trennung der Reaktions- und Hydrolyse-

produkte aus der Reaktion 1 + [**C]-2 - 3 — 4 + 5 bei pH 5 nach 23.5 h Reaktionszeit. Die Lage

der radioaktiven Substanzen wurde mit einem Diinnschichtscanner bestimmt. Die schraffierten

Segmente wurden aus der Kieselgelschicht ausgekratzt und daraus die Radioaktivitit zu den
eingezeichneten Werten bestimmt
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Abb. 2. Verteilung der Radioaktivitiit auf Ausgangsmaterial und Reaktionsprodukte in Abhéngig-
keit von der Reaktionszeit bei pH 3bispH8. 0 0 0 =[2]; mm ® = {[2] + [3]}; x x x =

{21 + [3] + [4]}

Bei der Auswertung der Daten fiir die Standardpuffer ® pH 9, 10 und 11 fallt jedoch auf,
daB die Werte fiir 2] nicht stetig abnehmen, sondern nach einer gewissen Zeit sogar
wieder ansteigen. Da jedoch auszuschlieBen ist, daB die Reaktion reversibel ablduft,
kann nur vermutet werden, daB ein zusitzliches Reaktionsprodukt mit den chromato-

graphischen Eigenschaften von 2 entsteht. Damit ist fiir die pH-Werte oberhalb von pH 9
Chemische Berichte Jahrg. 110 26
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diese Auswertungsmethode nicht anwendbar. Fiir kinetische Betrachtungen kann zwar
die Anfangsabnahmegeschwindigkeit fir [2] mit dieser Methode noch ohne groere
Fehler bestimmt werden, aber eine Produktanalyse ist nicht moglich.

Will man aber auch die Zerfallsgeschwindigkeit des gebildeten Alkylierungsproduktes
3, also die Geschwindigkeit der Abnahme fiir [3] bestimmen, so muB eine andere Auswer-
tungsmethode benutzt werden, die als Ausgangsmaterial das Alkylierungsprodukt 3
verwendet.

Zerfall von 2-S<(Carbamoylmethyl)thiocytidin-halogenid 3 in wifiriger Losung

4-Amino-2-carbamoylmethylthio-1-(B-D-ribofuranosyl)pyrimidinium-chlorid ~ (3a)®
wurde mit Standardpufferlésungen® bei verschiedenen pH-Werten bei Raumtemperatur
belassen. Nach verschiedenen Zeiten wurde diinnschichtelektrophoretisch untersucht.
Mit Hilfe eines Densitometers wurden die Substanzkonzentrationen durch Loschung der
Eigenfluoreszenz der verwendeten Kieselgeldiinnschichtplatten gemessen. Dabei konnten
alle diejenigen Hydrolyseprodukte beobachtet werden, die eine geniigend groBle UV-
Absorption besitzen.

Aus 3 entstehen sieben verschiedene Produkte. Abb. 3 zeigt die Trennung der Produkte,
die nach 20.5 h Reaktionszeit bei den verschiedenen pH-Werten entstanden sind. Vier
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Produkte konnten durch den Vergleich mit authentischen Proben von (4-Aminopyrimidin-
2-ylthio)acetamid (4)®, (4-Aminopyrimidin-2-ylthioessigsdure (5)°'®, Cytosin (6)'®
und Cytidin (7)¥ identifiziert werden. Dabei ist 4 das Produkt einer Hydrolyse der glyco-
sidischen Bindung. 5 und 6 entstehen aus 4% '®. 7 entsteht nur bei pH 9 in nennenswerten
Konzentrationen. Bei den pH-Werten 10 und 11 treten nacheinander drei neue Produkte
auf, fiir die kein Vergleichsmaterial zur Verfiigung stand. Ihre Konstitution kann jedoch
auf Grund ihres Verhaltens in der Diinnschichtelektrophorese und auf Grund der Tatsache,
daB diese Produkte nur nacheinander auftreten, als 8, 9 und 10 wahrscheinlich gemacht
werden. Modelluntersuchungen mit den 1-Methylpyrimidinen sichern diese Vermutung
ab'm,

@ Produkte bri vers:nicdenen pH-Werten Yorgleickasuhstanzer,
+1,51 :
! :

I i e B s&

+101
Z+05

£00f—pH3 —4 ~6—6—7—8—-8—10—N=7—§g— -4

< am W C : -

arave Mobilivan |k

-0'5-

v

- 1'0.

Abb.3. Die Zersetzungsprodukte des 2-S-(Carbamoylmethyl)thiocytidin-halogenids 3 nach
20.5 h Reaktionszeit bei pH 3 bis pH 11. Die Trennung erfolgte diinnschichtelektrophoretisch,
die Identifizierung durch cochromatographierte Vergleichssubstanzen 3, 4, 5, 6 und 7

Reaktionskinetische Auswertungen

Die kinetische Verfolgung der Alkylierungsreaktion 1 + 2 — 3 durch Anderung des
UV-Spektrums zeigt, daB bei pH-Werten von 3 bis 8 und bei hohem UberschuB an 2
die Reaktion nach pseudoerster Ordnung abliuft. Bei pH 6 bis 8 gilt die erste Ordnung
nur bis ca. 70% Umsatz, da die gebildeten Hydrolyseprodukte die Auswertung mit Hilfe
des UV-Spektrums storen. Bei pH 9 wird eine Reaktion erster Ordnung nicht mehr
beobachtet.

Trigt man die 50%-Umsatzzeit gegen den pH-Wert auf, so sieht man, daB ungefihr
ab pH 6 ein Optimum der Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird (Abb. 4a). Danach
dndert sie sich nur noch unwesentlich.

Dasselbe Bild ergibt sich, wenn man die 50%-Umsatzzeit der Umsetzung von [1-'*C]-
Iodacetamid mit fiinffachem UberschuB an 2-Thiocytidin (1) in Abhéngigkeit vom pH-
Wert auftriigt. Die Reaktion ist im sauren Medium langsamer und erreicht ab pH 6
das pH-Optimum fiir die Alkylierungsgeschwindigkeit (Abb. 4b).

19 G, H. Hitchings, G. B. Elion, E. V. A. Falco und P. B. Russell, J. Biol. Chem. 177, 357 (1949).
19 M, Kréger, M. Sprinzl und F. Cramer, in Vorbereitung.
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Abb. 4. Vergleich der 50 %,-Umsatzzeit der Alkylierungsreaktion 1 + 2 — 3,
a) Aus der Anderung des UV-Spektrums bei 50fachem Iodacetamid-UberschuB.
b) Aus der Umsetzung mit [1-'4C]lodacetamid mit 5fachem UberschuB an 2-Thiocytidin (1)

DieKinetik der Hydrolyse-Reaktion i 8t sich sowohl aus den Mefidatender Alkylierungs-
reaktion mit [1-'*C]lodacetamid (Abb. 2) als auch direkt aus der Hydrolyse von 3 be-
stimmen. In Abb. 5a sind die nach Tab.2 berechneten Werte als 9, nicht umgesetztes
Ausgangsmaterial 3 logarithmisch gegen die Zeit aufgetragen und man erkennt keine
lineare Abhingigkeit. Das zeigt, daB die Reaktion weder nach nullter ! noch nach erster
Ordnung abliuft.

Wenn man die pH-Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit betrachtet, so ergibt sich
aus Abb. 5b und Tab. 1, daB die Hydrolysegeschwindigkeit von pH 3 nach pH 8 stetig
steigt. Bei pH 9 wird jedoch eine verlangsamte Reaktion beobachtet, wihrend danach bis
pH 11 die Zerfallsgeschwindigkeit wieder deutlich zunimmt. Wihrend Tab. 1 zeigt, dal
nahezu dieselben 50%,-Umsatzzeiten durch die Alkylierungsreaktion mit [1-'*Cliod-
acetamid und aus dem isolierten 3 erhalten werden, zeigt Abb. 5b die pH-Abhéngigkeit

Tab. 1. Vergleich der kinetischen Daten der Hydrolyse- und Zersetzungsreaktion. Spalte 1: Berech-
nete Daten aus der Alkylierungsreaktion mit [1-!*C]lodacetamid. Spalte 2: Gemessene Daten
aus dem isolierten 3

pH Spalte 1 Spalte 2
50 9, Umsatzzeit 509 Umsatzzeit 209, Umsatzzeit

3 120h 120 h 275h
4 36h 90 h 230 h
5 23h 66 h 175h
6 20h 23h 120h
7 16h 3h 45h
8 11h 1.5h 8h
9 145h 4h 36h

10 9h 3h 18 h

11 12h 05h 3h

2} Dabei herrschen wieder besondere Verhiltnisse oberhalb von pH 9 '),
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der Zeit, nach der noch 20/ Ausgangsmaterial vorhanden ist. Hier liegen die deutlichsten
Unterschiede vor.
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Abb. 5. a) Abnahme der Konzentration an 2-S-(Carbamoylmethyljthiocytidin-halogenid 3 fiir ver-
schiedene pH-Werte 3 bis 11. b} Abhingigkeit der Zersetzungsgeschwindigkeit vom pH-Wert
dargestellt durch die 20 %-Umsatzzeit — 20 % 3 sind noch vorhanden (vgl. Tab. 1)

LiBt man die besonderen Verhiltnisse oberhalb von pH 9 auler Betracht ') so kénnen
diese ermittelten Daten dazu herangezogen werden, einen Vorschlag fiir den Mechanismus
der Hydrolyse der glycosidischen Bindung zu machen.

Zum Mechanismus der Glycosidhydrolyse bei 2-S-(Carbamoylmethyl)thio-
cytidin-halogenid 3

Pyrimidin-Nucleoside kdnnen im Gegensatz zu Purin-Nucleosiden in saurem Medium
nur unter duBerst drastischen Bedingungen am glycosidischen Zentrum hydrolysiert
werden'?. Allgemein wird dafiir als Begriindung angenommen, daB nur dann Protonie-
rung am anomeren Stickstoff als Voraussetzung der Hydrolyse auftritt. Durch Réntgen-
strukturanalyse am Modell 4-Amino-1-methyl-2-(methylthio)pyrimidinium-chlorid (11)
konnten wir kiirzlich zeigen'#), daB in diesem S-alkylierten Pyrimidin-System die aroma-

13 N. K. Kochetkov und E. I. Budovskii (Herausgb.), Organic Chemistry of Nucleic Acids (Part B,
Chapter 8) Plenum Press, London und New York 1972; B. Capon, Chem. Rev. 69,407, besonders
448 —454 (1969), und die darin aufgefithrten Zitate.

14 J. K. Dattagupta, M. Kréger und W. Saenger, Chem. Ber. 110, 353 (1977), vorstehend.
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tische Grenzstruktur B mit Ladungsschwerpunkt auf N-1 wesentlich mehr Gewicht hat

als die chinoide Form A 7-15:16),

NH, NH,
EU\)N\ - | >N ¢
SCH, QTJ*SCH;;

Hy CHy

A n B

Da sich die positive Ladung permanent auf dem glycosidischen N-1 befindet, stellt die
hier beschriebene Hydrofyse des 2-S-(Carbamoylmethyl)thiocytidin-halogenids 3 insofern
einen Sonderfall dar, als man hier untersuchen kann, ob die Glycosidhydrolyse unimole-
kular oder in einem weiteren Schritt bimolekular pH-abhingig erfolgt. Da die Hydrolyse
von 3 einerseits pH-abhingig ihre Geschwindigkeit dndert und andererseits keine Reaktion
nullter Ordnung darstellt, kann ein unimolekularer Zerfall des Kations ausgeschlossen
werden. Aus Abb. 5 muB dagegen geschlossen werden, daBl die OH ~-Ionen direkt in die
Hydrolysereaktion eingreifen, da die Hydrolysegeschwindigkeit bis zum Wechsel im
Reaktionsmechanismus mit wachsender OH ™ -lonen-Konzentration stetig steigt.

NH, ) NH,
N N N\Hz (k
N
' bCHz | Ascn C/,O /LSCH c
NHZ ch A N ¢ 2 '\N H, Weg B o
\OHG T (OHO
HO~ O HO O
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Bei oberflichlichem Vergleich dieser Ergebnisse mit denen von Ueda und Ohtsuka® sowie
denen von Lee und Wigler ' ergibt sich nur wenig Ubereinstimmung. Doch obwohl keine niiheren
experimentellen Einzelheiten angegeben sind, lassen sich alle Daten zwanglos in Einklang bringen:
Ueda erhilt bei 2-S-Methylthiocytidin eine Spaltung der glycosidischen Bindung bei erhéhter
Temperatur und pH 2.3, weil das Medium noch nicht zu sauer ist, wihrend Lee und Wigler durch
Alkylierung von 2-Thiocytidin (1) mit der aciden Chloressigsdure ein so stark saures Medium
(ungefihr pH 1.2) erreichen, daB nur noch die Bildung von Cytidin (7) analog Hitchings und
Mitarbb.'® beobachtet wird. Eine basenkatalysierte Hydrolyse fiir Pyrimidin-Nucleoside wird
nur noch von Vorbriiggen und Mitarbb.'® unter allerdings sehr viel drastischeren Bedingungen
berichtet.

15) p.J. Brown, The Pyrimidines, Interscience Publishers, New York und London 1962, und
Suppl. I 1971.

19 A.F. Russell, M. Prystasz, E.K.Hamamura, J.P.H. Verheyden und J.G. Moffatt, J. Org.
Chem. 39, 2182 (1974).

1 H.-J. Lee und P. W. Wigler, Biochemistry 7, 1427 (1968).

*®) H. Vorbriiggen, K. Krolikiewicz und U. Niedballa, Liebigs Ann. Chem. 1975, 988.
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Vergleicht man nun die beschriebenen Hydrolyseeigenschaften des kationischen 2-S-
(Carbamoylmethyl)thiocytidin-halogenids 3 mit denen des ebenfalls kationischen Purin-
Nucleosids 7-Methylguanosin '), so findet man eine vergleichbare Labilitdt der glycosi-
dischen Bindung; auch findet man beim 7-Methylguanosin einen Wechsel im Zerfalls-
mechanismus bei héheren pH-Werten. Weiterhin wird das kationische ,,Pyridin-Nucleosid*
NAD enzymatisch unter Bildung von polyADPR so gespalten, daB die 2'-OH-Gruppe der
Ribose am anomeren Zentrum angreift 2. Ob es sich bei dieser Basenkatalyse um einen
generellen Mechanismus handelt, und ob ein direkter Angriff von OH™ am glycosidischen
Zentrum (Weg A) oder eventuell eine Beteiligung von Nachbargruppen z. B. der 2-OH-
Gruppe (Weg B) vorliegt, muB offen bleiben?V. Aber mit dem hier beschriebenen Fall
kennt man nun aus allen drei Klassen von Nucleosiden — Purin-, Pyrimidin- und Pyridin-
Nucleoside — je ein Beispiel fiir eine basenkatalysierte Glycosidhydrolyse.

Wir sind Herrn Dr. M. Sprinzl fiir wertvolle, kritische Anregungen zu Dank verpflichtet. Den
Herren Prof. F. Seela und Dr. D. GaufB sowie Herrn Dr. H. Vorbriiggen danken wir fiir hilfreiche
Diskussionen bei der Abfassung des Manuskriptes.

Experimenteller Teil

UV-Spektren: Zeiss PMQ II bzw. Shimadzu UV 200-Spektrometer. Die analytische Diinn-
schichtelektrophorese wurde auf Kieselgeldiinnschichtplatten mit UV, ¢4 .,,-Fluoreszenzindikator
(ICN-Woelm, Eschwege) in einer DE-Doppelkammer (DESAGA, Heidelberg) ausgefiihrt. Als
Elektrophoresepuffer diente 0.1 M Na-Citrat-Puffer pH 6.5. Quantitative Auswertung mit Hilfe
des Berthold-Diinnschichtscanners I1 LB 2723 (Berthold, Wildbad-Karlsruhe) und mit dem
Densitometer Vitatron TCD 100 (Dieren, Niederlande). Die 1“C-Radioaktivitit wurde im TriCarb
Liquid Scintillation Spectrometer 3385 (Packard-Instruments, Frankfurt) bestimmt.

Als Pufferldsungen dienten die Standardpufferldsungen nach Sgrensen®. 4-Amino-2-carbamoyl-
methylthio-1-(B-D-ribofuranosyl)pyrimidinium-chlorid (3a) wurde nach Lit.®, 2-Thiocytidin (1)
nach Lit. 22, (4-Aminopyrimidin-2-ylthio)acetamid (4) und (4-Aminopyrimidin-2-ylthio)essigsiure
(5) nach Lit.” dargestellt. [1-'*C]lodacetamid wurde von Amersham (Braunschweig) bezogen
(spezif. Aktivitdt 56 pCi/mmol). Durch ,,Verdiinnung* mit unmarkiertem Iodacetamid wurde eine
1 mM Stammlosung mit 0.56 pCi/ml hergestellt.

Umsetzung von 2-Thiocytidin (1) mit lodacetamid (2): Ein Gemisch aus 5pl 10mm 1, 250 pl
10 mm 2, 500 ul Standardpuffer und 250 pl Wasser wurde in einer Quarzkiivette (Vol. 1 ml) bei
Raumtemp. belassen. Nach verschiedenen Zeiten wurde das UV-Spektrum gemessen.

Umsetzung von 2-Thiocytidin (1) mit [1-'*C]lodacetamid (['*C]-2): Das Gemisch aus 25 pl
10mm 1, S0t 1 mM [*“C]-2 und 150 pl Standardpuffer wurde bei Raumtemp. belassen. Nach
verschiedenen Zeiten wurden 15-pl-Proben entnommen und diinnschichtelektrophoretisch auf
Kieselgeldiinnschichtplatten aufgetrennt. Wie in Abb. 1 als Beispiel dargestellt, wurde zuerst die
Verteilung der Radioaktivitit mit Hilfe eines Diinnschichtscanners gemessen. Dann wurden die
schraffierten Segmente konstanter Breite ausgekratzt und aus dem Kieselgelpulver im Szintilla-
tionsziihler die Radioaktivitit gemessen. Aus der Auftragung in Abb. 2 wurden die Werte fiir die
pH-Abhingigkeit gemidB Abb. 4 gewonnen.

19 P, D, Lawley und P. Brookes, Biochem. J. 89, 127 (1963).

20 T. Sugimura, Progr. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 13, 127 (1973).
21 R, Shapiro und M. Danzig, Biochemistry 11, 23 (1972).

2D H. Vorbriiggen und P. Strehlke, Chem. Ber. 106, 3039 (1973).
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Umsetzung von 2-S-( Carbamoylmethyl)thiocytidin-chlorid 3a mit Wasser: Das Gemisch aus 10pl
5.7 uM 3a, 50 ul Standardpuffer und 50 ul Wasser wurde bei Raumtemp. belassen. Nach verschie-
denen Zeiten wurden Proben entnommen, die diinnschichtelektrophoretisch aufgetrennt wurden.
Dabei ergab sich eine Auftrennung, wie in Abb. 3 als Beispiel dargestellt. Durch Verwendung von
Kieselgeldiinnschichtplatten mit Fluoreszenzindikator war die quantitative Auswertung der
Chromatogramme mit Hilfe eines Densitometers moglich. Die automatische Integrationseinheit
des Densitometers licferte MeBwerte, die nach Abzug des Untergrundwertes der 254-nm-Ab-
sorption der separierten Substanz entsprechen. Um nun die molaren Verhiltnisse der Substanzen
zueinander und zum Ausgangsmaterial berechnen zu kénnen, wurden die MeBwerte mit einem
Faktor & multipliziert:

o - Extinktion (254 nm) fiir 3a
" Extinktion (254 nm) fiir das Hydrolyseprodukt i

In Tab. 2 ist die Berechnung des Faktors & dargestellt.
Tab. 2. UV-Spektroskopische und chromatographische Daten der Produkte

Produkt  T§" Enix,l::lon i@ Ra® 519 FIc_)s e
2-Thiocytidin 1 081  0.69
2-S-(Carbamoyl- 3a 245nm 18800 16658 1 { 050 003

methyl)thio-

cytidin-chlorid
Amid 4 225nm 19100 7109 2.34 —0.20 056 077
Carbonsdure 5 225nm 17400 7228 2.30 +1.14 069 0.39
Cytosin 6 267nm 6164 4768 3.49 —-033
Cytidin 7 271nm 9117 6645 3.51 —-0.27 075 044
’]’;‘i:l'l‘;‘;'cy tidin g} 216 nm 28700° 7590%  2.19% :ngg
»Diamino- [10] 210 nm 25800 ca. 80009  2.08 - 131

cytidin®

3 Diese Werte sind Schiitzungen aus den Modelluntersuchungen'? oder aus der Lit. %,
b Elektrophoretische Mobilitit relativ zu 3a.

©) Kieselgeldiinnschichtchromatographie.

9 LSI = 0.1mNaCL

¢ LS II = CHCl,/CH,OH (1: ).

Die Fehler, mit denen die einzelnen MeBwerte behaftet sind, sind bei dieser Auswertung weniger
beeinflussend, da sich die einzelnen Faktoren @; nur gegeniiber dem Ausgangsmaterial 3 wesentlich,
untereinander aber nur unwesentlich unterscheiden.
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