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Separation of the four diastereaisomers of 6-~ydro_~~-5,6-di~~~dro~~~y~~Iidirre formed by 
y-radio&sis oJr tfiymidine in deaerated aqrteous solution 

The compounds produced by gamma irradiation of deaerated aqueous soiu- 
tions of thymidine have been isolated by thin-layer chromatography. The separation 
of (+) and (-1 tram and ci.s diastereoisomers of thymidine “hydrates” has been 
carried out. Correlations between conformations given by nucfezr magnetic resonance 
spectra and RF values are discussed. 

La photohydration des bases pyrimidiques repksente une des causes essen- 
tieUes des effets biologiques du rayonnement UVL-3. Les “hydrates” form& dans 1:s 
chaines d&ides nucldiques sont p&par& in vitro par photolyse Uv de solutions 
aqueuses d’uraciie, de cytosine et de Ieurs diri& nucIiosidiquesG4. La rictnte carac- 
t&isation d’un “photohydrate” de thymine9, Iongtemps prtsumC instabielo.ic, a fait 
suite & I’isolement par analyse chromatographique bidimensionnelle sur couche mince 
des deux isombres cis et tram de Shydroxy-S-dihydro-5,64hymine form& par irra- 
diation y de ia th~vmiceLz. 

Dms cette note: la m.ise en &deuce de Ia formation des “hydrates” de thymi- 
dine sous I’action da rayonnement 7 sur la thymidine en soIution aqueuse disa&~e, 
est ptisentie. 

L’anaIyse chromatographique bidimensionnelIe sur couche mince de ceklose 
de 21 produ& de rsddyse et la Gparatiori compI$te des quake diastCrioisomkes 
de I’hydroxy-&iihydro-_5,6-thymidine sont d&rites. ’ . 

-_ 

PAR% EXHkIMEN-FALE 

~honiatograp flie 

Les plaques de cellulose. FzdI p&es B L’emploi, de 0.1 mm d’epaisseur sur 
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support d’al&nium proviennent des &ablissements Merck- (Darmstadt, R.F.A.). 
Les siparations ckromato_mpkiques, de typz asc&dant, sont effizctuies 5 23” 

dans des cuvcs Desaga (20 x 9 x 20 cm) dent I’atmosph& est sat&e BY% le 
melange de sohants (120 d) servan i zu dCveIoppement. Les sysdmes d’Cluants 
stivants ont it& rrtiisCs: I: cl&xofo~e-m6thmo!_eau (4:2:1); phase ir&%eure 
additionnCe de m&banoh (5 %, v/v); I& _ F - adt3te d’CtbyIe-propanoI-2&u (75: I6 :9); 
III: propanol-eau (lO:3); N: propanoi-2-solution sat&e de (NX4)lS0,-K2RP04 
I M (2:79:19). 

Les drrrees de d&elop‘pemene sont respectivement de i h 30 min pour fe sob 
vant I, E h 45 min. pour le systZme 11 et 4 k pour les mCfanges d’61rzmts ILI et IV. 

DPtecrion des produits 
Les d&iv& dioxo-2,3_pyti&iques qti posstient la liaison 5,6Cthyiinique 

soni tis en Cvidence par la S~orescznce qu’ils bmettent saus une lampe de Wood 
(254 nip)_ 

Les “hydrates” perdent Ia mot&zuIe d’eaau d’addition par chauffage du chro- 
mato_mmme pendant Z k g !OO”; les d&iv& insatutis en 5,6 correspondant sent 
dCtecds par examen en hm%re UV. 

Les izucliosides sont mis en Cvidence paF puiv&isation au chromatogramme 
avec ie rCactif B Ia cyst&+; une coloration jaune orange apparait apes chauEage 
B ~00” pendant 10 tin. La limite de d&e&on est voisine de 5 ,~g. 

Les solutions aqueuses digaGes de thymidine VL (IO-’ IW) sont irrzdiZes 
(rayonnement 7 du 6oCo, dCbit de dose 6100 radslmin) en tubes sceiEs pendant 1 h 
30 min’2. 

Les deux diastCSoisom&es cis (t) er (-) de I’kydroxy-6-dibydro-5&i-thymi- 
dine sont prCparCs par rzducdon en prCsence d’acide acCtique et de zinc des bromo- 
S-hydroxy-6-d&y&o-5,6-tkymidine (5R, 6X) et (5X 6s)L4J5. Les isomires trans sent 

obtenus simulta&ment par chadage de ckacun des deux hydrates cis dans une 
solution aqueuse de pyridine pendant 1 k & 60”. 

L’association des sohants I et II en analyse bidimensionnelle sur couche mince 
de cellulose F (Merck) pen-net de sip;arer !a quasi tota!ite des 28 produits de radiolyse 
7 de Ia tkymidiine en solution aqueuse dCsa&Ce (Tableau I). Les quatre formes 
dias:ir&oisom&-es cf,s et trms de ki dikydroxy-5,Qdihydro-5,6-thymidine, f’hydroxy 
mithyl-5-dt%oxy-2’-tidine. Ies isom&-es cfs et tram de Ia dihydroxy-5,6-dikydro- 
5,6-tkymine et Ia thymine qui sont des prodlrits communs de fa radioiyse y de fa 
tkymidine en prksence et en absence d’oxyg&ne sent sCparis indifErent?lent SW gel 
de siiicP our SW ceilulose. Toutefois, seu[ t’emploi de [‘absorbant ceMosique permet 
de Ssoudre !es mClenges complexes de diastirCoisom&es mcno~~y&ogC&s ou &- 
bydrogin& en 54 qui sont des prodr_As spicifiques de radioIyse y de Ia tbymi&ne en 
solution aquewe d&a&e. Les formes 5R (t) et 5s f-) de Ia diiydrothymidjne ou 
ies deux diastitioisom&es (+) et (--) de i’hydroxy-5-dikydro-5,6-thymidine prisen- 
cent des mobilitis ckromarographiques diE&entes (Tableau I). La separation cam- 
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TABLJZAU I 

VALEURS DE 
RAlX.4l-lON ‘i 
LULOSE F 

RF DES DI!X&EN.TS PR0DUIl-S DE RADIOLYSE FOR&S PAR IR- 
DE L4 TKYMIDME EN SOLUTION AQUEUSE DiS_&R& SUR CEL- 

Pruduifs SOhfZfS 

1 IE FCi tv 
Dihybro.Ty-5,6-dif~o-~,~thymiding cir (+-) 0.13 0.2 0.g G.7g 
Dihydroxq:s.~ydr~5,6t~~~~~ cis ( - ) 0.08 0.20 0.51 0.78 
Dihy$ro~-S,Qdihydra-S,6thSmidinl frans (-) 0.09 0.35 0.61 0.72 
Dihydro~-5,6_dihydro_5,6_thymidine tram (+-I 0.12 0.47 0.51 0.72 
Dihydroxy-5,6-dihydro-5.~-ths-mine ck 0.12 0.:3 0.55 0.84 
Dihydroqf-S&dihydrO-5,6-thymine Cracs 0.10 0.50 0.63 0.78 
Kydroxy-Edihy~a-5,6_thymidine (+) 0.19 0.30 0.57 0.65 
Kydroxy-S-dihydra-5.dthymidine (-) 0.17 0.32 0.57 0.65 
Kydroxy-6dihy&o-5,6-thymktine tic; ( +) 029 0.52 0.62 0.54 - 
Hydroxy-~hydro-5,~thymidine ck (-) 0.20 0.43 0.62 0.54 
Kydroxy-6-cChycb-5,6-thymidine fracr (-) 0.21 0.43 0.65 0.63 
Kydroxy-tidihydro-5.&h,vmidine fram it ) 0.31 0.52 0.62 0.62 
Kydroxy-5-dihydr55.6t~y~ne 0.30 0.51 0.65 0.75 
ffydroq+dihydrc-5,wqmine ck 0.X 0.63 0.65 0.66 
Hydroxy-!Z-d&ydro-5,6-thymine trans 0.35 0.67 0.66 0.70 
Thymine 0.51 0.68 0.7-I 0.42 
Dihydro-5,bthymidine (Sfi (-) 0.39 0.48 0.64 0.45 

Dihydra_5,6_thymidine (5R) (+) 0.43 OS2 0.64 0.45 

Dihydro-S,6-thynine 0.53 0.71 0.74 0.49 

Thymidine 0.45 0.64 0.68 0.36 

KydroxymCthyI-5-dbxy-r-tidine 0.14 0.29 0.55 0.6% 

h !‘RGP6HOL-2- SOLUTIOtd SSURiE ‘WjL&- K;?HX&,M 
., (2:79 :I01 

‘lg. 1. %parztion bidim:nConeI[z surcouche mincede celltiase F Merck dcs “hydrates’. de rhymine 

t de thvmidk. I = Hydro~6_~hydro-5,6-thymidinz (5R, 6.S) cfs (-); 2 = hyd_roxy-Cdihydro- 
‘&-thy&dine(5_Y,6S) tran_r(--); 3 = hy~oxy&dihydr~5,6_rhymidine (5s. 6R) CIS (j); 3 = hy- 
!rOxy-6-dihydro-5,6thymidine (5~. 6R) fnur.~ (t); 5 = hydroxy+dihy&o-5,bthymme cti; 6 = 

lydroxy-6aihy~o-S,6th~~~ tram: 7 = thymidine; S = thymine. 



pEte dcs qua& “hydrates’. de thymidhe qui -n&t que paaielle dans ces conditions 

a iti &l&&e en associant le% soha& 1 et IV en ckramatographie bidimensionnclle 
(Fig. I). Une itude r&ate de r&onance magntiqne nuct&tie Q 250 h4Hz des quatre 
diastiAiSOm2Es de I’hydroxy_6--ydro-5,6-tfiymidinc dans ‘Hz0 a DIOIK~ qu’iI 
e.xkte tt~le cmr&tion &roite entre la conformation du cycle osidique et fa con&~- 
tion absolue du C-6 de la base pyrhidique. Le ddflacement de I’iquitibre pseudo- 
rotationnel C3 ‘endo(&y <+ Cz ‘endo(S)L7*ig sers le conform&e C, ‘endo est pIus im- 
portant pour [es diastCrZoisom&res levo,vres 6s que pour ieurs-homoiogues dextro- 
_wrcs GR. La mobSit& clrromato_gapkique diff&.e:nte des “hydrates” (-!-) et c-) dans 
ie soivant E peut Etre AEe 2 Ia couforrbation dz cycle furanniqtie et par I& mEme 2 
I’accessibiW des goupements kydroxyles. Le sysdme de soIvant IV qui s’avh trZs 
complimentaire pennet Ia siperation des isomires cis et rrans; dans ces conditions 
Ie comportemem ckromato,gapkique des nuclCosides dipend essentiellement de la 
cotiguration de l.a&cone. 
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L’analyse cbromatograpbique d&s produits de radiolyse 7 de ia thytidine en 
solution aqueuse d&a&e a &C effsctuie SUF couche mince de ceh!ose dans quaire 

systemts de solvants. La eparation des diast&ioisom&res- cf.s (tj et (-) et ~rans (+) 
et (--) de l’kydroxy-&dihydro-5,6-tkymidine a &d efFectu&. Des corr~tations entie 
la conformation du cycle furantique des “kycirates” de thymidine obrerxe par 
analyse de r&onance magnktique nucllaire et fes valeurs de RF out &i &ablies. 
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