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SUMMARY

Separation of the four diastereoisomers of 6-hydroxy-3,6-dihydrothymidine formed by
y-radiolysis of thymidine in deaerated aqueaus solution

The compounds produced by gamma irradiation of deaerated aqueous solu-
tions of thymidine have been isolated by thin-layer chromatography. The separation
of (+) and (—) trans and cis diastereoisomers of thymidine “‘hydrates™ has been
carried out. Correlations between conformations given by nuclear magnetic resonance
spectra and R values are discussed.

INTRODUCTION

La photohydration des bases pyrimidiques représente une des causas essen-
tielles des effats biologiques du rayonnement UV, Les “hydrates™ formés dans les
chaines d’acides nucléiques sont préparés in vizro par photolyse UV de solutions
aqueuses d’uracile, de cytosine et de leurs dérivés nucléosidiques*~=. La récente carac-
térisation d'un “photohydrate™ de thymine®, longtemps présumé instable!®!t, a fait
suite & Pisolement par analyse chromatographique bidimensionnelle sur couche mince
des deux isoméres cis et frans de Phydroxy-6-dihydro-5,6-thymine formés par irra-
diation v de la thymina®®. ’

Dans cette note, 1a mise en évidence de la formation des “hydrates” de thymi-
dine sous I"action du rayonnement 3 sur la thymidine en solution aqueuse désaérée,
est présentée. . ;

L'apalyse chromatographique bidimeasionnelle sur ccuche mince de cellulose
de 21 produits de radiolyse et la séparation compléte des quatre diastéréoisomeres
de Phydroxy-6-dihydro-5,6-thymidine sont décrites. .

PARTIE EXPERIMENTALE

Chromategraphie : _ o
Les plaques de cellulose. Fys, prétes & Pemploi, de 0.1 mm d’épaisseur sur
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support d’aluminium proviennent des Etablissements Merck (Darmstadt, R.F.A.).

Les séparations chromatographiques, de type ascendant, sont effectuées a 23°
dans des cuves Desaga (20 X 9 X 20 cm) dont P'atmosphére est saturée avec le
mélange de soivants {120 ml) servant au développement. Les systémes d’éluants
suivants ont été utilisés: [: chioroforme-méthanol-eau (4:2:1); phase inférieure
additionnée de méthanol (3%, v/v); II: acétats d’éthyle-propanol-2—eau (75:16:9);
IIl: propapol-eau (19:3); IV: propanol-2-solution saturée de (NH,).SO K ,HPO,
I A (2:79:19). .

Les durées de développement sont respectivement de | h 3¢ min pour fe sol-
vaat I, 1 h 45 min pour le systéme I et 4 b pour les mélanges d’éluants I et IV.

Liétection des produits

Les dérivés dioxo-2,4-pyrimidiques qui possédent Iz Liaison 3,6-éthylépique
sont mis en évidence par la fluorescence qu’ils émettent sous une lampe de Wood
(254 am).

Les “hydrates™ perdent la molécule d’zau d’addition par chauffage du chro-
matogramme pendant 1 h & 100°; les dérivés insaturés en 5,6 correspondant sont
détectés par examen en lumiére UV.

Les nucléosides sont mis en évidence par pulvérisation au chromatogramme
avee e réactif 2 la cystéine’®; une coloration jaune orange apparait aprés chauffage
& 100° pendant 10 min. La limite de déteciion est voisine de § xg.

Obiention des praduiis

Les solutions aqueuses dégazées de thymidine ¥C, (1073 Af} sont irradides
(rayonnement y du “°Co, débit de dose 6100 rads/min) en tubes scellés pendant 1 b
30 min'2.

Les deux diastéréoisomeéres ¢is (+) et (—) de "hydroxy-6-dihydro-35,6-thymi-
dine sont préparés par réduction en présence d'acide acétique et de zinc des bromo-
5-hydroxy-6-dihydro-5,6-thymidine (5R, 6R} et {58, 65)'*!5. Les isoméres ¢rans sont
obtenus simultanément par chauffage de chacun des deux hydrates cis dans une
solution aqueuse de pyridine pendant 1 h & 60°.

RESULTATS

L’association des solvants I et If en analyse bidimensionnelle sur couche mince
de cellulose F (Ivierck) permet de séparer la quasi totalité des 28 produits de radiolyse
y de la thymidine en solution aqueuse désaérée (Tableau I). Les quatre formes
diastéréoisoméres cis et trans de fa dihvdroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidine, I’hydroxy
méthyl-5-désoxy-2'-uridine. les isoméres cis et rrans de la dihydroxy-5,6-dihydro-
5,8-thymine et la thymine qui sont des produits communs de [a radiolyse y de Ia
thymidine en présence et en absence d’oxygéne sont séparés indifféremment sur gel
de silice’® our sur cellulose. Toutefois, seul I'emploi de I'absorbant cellulosique permet
‘de résoudre les mélanges complexes de diastéréoisoméres monohydrogénss ou di-
hydrogénés en 5-6 qui sont des produits spécifiques de radiolyse y de la thymidine en
solution aqueuse désaérée. Les formes 5R (+) et 5§ (—) de Ia dihydrothymidine ou
les deux diastéréoisomeéres () et (—) de ’hydroxy-3-dihydro-3,6-thymidine présen-
tent des mobilités chromatcgraphiques différentes (Tableau I). La séparation com-
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TABLEAU I

VALEURS DE Ry DES DIFFERENTS PRODUITS DE RADIOLYSE FORMES PAR [R-

RSP(%;’;{SN ¥ DE LA THYMIDINE EN SOLUTION AQUEUSE DESAEREE SUR CEL-
UL

Produits Solvants

I 174 Fr v

Dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidine cis (+} 6.13 032 05t 078
Bihydroxgy-5,6-dibydro-5,6-thymidine ¢fs (—} 0.08 0.20 o5t 078
Dihydroxy-3,6-dibydro-5,6-thymidine trans (—) 0.09 035 061 0.72
bihydroxy-5,6-dibydro-5,6-thymidine rans ()  0.12 047 0.5! 0.72

Dihydroxy-5,6-dihydro-3,6-thymine cis 0.12 033 055 0.84
Pihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymine rrars .10 050 0.63 0.78
Hydroxy-3-dihydro-5,6-thymidine (+) 0.f% 0.30 0.57 065
Hydroxy-5-dihydro-5.6-thymidine (—) 017 032 0.57 065
Hydroxy-6-dihydro-5,6-thymidine cis ( +) 029 052 062 054
Hydroxy-6-diliydro-5,6-thymidine cis ( —} 0.20 043 062 0.54
Hydroxy-6-dihydro-5,6-thymidine ¢rans (—) 02F 043 0.68 0.63
Hydroxy-6-dihvdre-5,6-thyvmidine frans {+} 03F 0.52 062 0.62
Hydroxy-5-dihydro-5,6-thymine 030 051 065 075
Hydroxy-6-dihydro-5,6-thvmine cis 0.28 0.63 0.65 066
Yydroxy-6-dihydro-5,6-thymine frans 0.33 0.67 066 070
Thymine 051 0.68 0.7¢ 0.£2
Dihydro-3,6-thymidine (55} (—) 0.33 048 064 045
Dihydro-5,6-thymidine (5R) (=) 043 052 064 045
Dihydro-5,6-thymine 0.53 071 074 049
Thymidine 045 064 068 0.36
Hydroxyméthyl-3-désoxy-2"-uridine 0.14 0.29 055 064

Y o
(Y.

_1., LHLORUFURML - METHANOL -~ EAU (4:2.1) +57 MaOH

PRGPANOL-Z- SOLUTION SATUREE (NHSG - KoHPOy, M
- {2:73:1)

“ig. §. Séparation bidimeansionelle sur couche mince de celiulose F Merck des “hydrates™ de tt_1ymine
t de thymidine. | = Hyvdroxy-6-dibydre-5,6-thymidine (SR, 65} cis (—)i 2= hyd.:oxyéd:hydro-
" 6-taymidine (55, 6S) trans (—); 3 = hydroxy-6-dihydro-5,6-thymidine (35, 6R) cis (+); 4 = hy-
iroxy-6-diftydro-5,6-thymidine (58, 6R) trans {+); 5 = hydro.:-cy:é—dLbydro-s,é—thymme cis; 6 =
wdroxy-6-dihydro-5,6-thymine rrans: 7 = thymidine: 8 = thymiae.
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pléte des quatre “hydrates™ de thymidine qui n'est que partielle dans ces conditions
a &té réalisée en associant les solvants I et [V en chromatographie bidimensionnelle
(Fig. 1). Une étude récente de résonance magnétique nucléaire 2 250 MHz des quatre
diastéréoisoméres de P'hydroxy-6-dihydro-5,6-thymidine dans *H.O a moniré qu'il
existe une corréiation €troite entre la conformation du cycle osidique et la configura-
tion absolue du C-6 de la base pyrimidique. Le déplacement de Péquilibre pseudo-
rotationnel C; ‘endo(N) «— C; ‘endo(S)'"® vers le conformére C, ‘endo est plus im-
portant pour les diastéréoisoméres levogyres 6S que pour leurs homologues dextro-
gyres 6R. La mobilité chromatographique différente des “hydrates” (-} et (—) dans
le soivant [ peut &tre reliée & Ia conformation du cycle furannique et par [&2 méme &
Paccessibilité des groupements hydroxvles. Le systéme de solvant IV qui s’avére trds
complémentaire permet la séparation des isoméres cis et frans; dans ces conditions
le comportement chromatographique des nucléosides dépend essentiellement de [a
configuration de 'aglycone. )

REMERCIEMENT

Les auteurs remercient Mme. Georges pour sa collaboration technique.
RESUME

L’analyse chromatographigue des produits de radiolyse y de Ia thymidine en
solution aqueuse désaérée a é1€ effectuée sur couche mince de celiulose dans quaire
systemss de solvants. La séparation des diastéréoisoméres cis (et (—) et frans (=)
et (—) de I'hydroxy-6-dihydre-5,5-thymidine a été effecrude. Des corrélations entre
la conformation du cycle furannique des “hydrates™ de thymidine obienue par
analyse de résonance magnétique nucléaire et Ies valeurs de Ry ont été établies.
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