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L ITHIAT IOI  DES DEP.I\/ES SII-YLES Dl1 DES.?YY-2'-!191!II~lE MO!i?- 

PHrlSPHATE-5' (DVIP) ET 31! ~ 9 0 ' ~ - 5 - D E S O X Y - 2 ' - U S l ~ I ~ ~ ~  WKI- 
PHOSPHATE-5' ( B R - ~  DUMP) , PREPAR4TIOil DE THYMI!IIKE(rlETHYL 
I4C) -YOWHOSPH4TE-5' (TMP) , 

L .  Pichat, J. G o d b i l l o n  e t  M .  H e r b e r t .  

S e r v i c e  d e s  M o l C c u l e s  MarquBes- C . E . N .  S a c l a y  - 
B . P .  n"2 - 91 190 - G i f - s u r - Y v e t t e  - F r a n c e  

R e c e i v e d  on May 9. 1 9 7 3  

S U Y Y A R Y  

6-methyl-deozyuridine-5'-monophosphate is the main product of 
the methylation of the tithium compound made f r o m  trimethylsily2 
-3'-n-trimethvlsil~rZ -3'-deoxyuridylate ( 24% yield based on 

I4CH3I I .Thymidine -5'-monophosphate may be prepared ( 30% yield ) 

from the corresponding 5- brom nucleotide. 

RESUME 

La methyl-6-desoxyuridine monophosphate-5' est le produit preponde- 
rant de la methylation du derive lithid de l'ester Sis (trimethylsily- 
le) del 'acide O-tr'.1P+4ylsilyl-3'-desoxyuridylique avec un rendement 
de 24% par rapport 1 14CH31. La thymidine monophosphate-5' (Mthyl 1 4 C )  
peut Ctre obtenue avec un rendement de 30% i partir du hrOm0-5 nucleo- 
tide correspondant. 

Les nucleosides monophosphates sont prepares essentiel lement par phos- 
phorylation des nuclaosides correspondants, soit par voie enzymatioue 
(1). soit par voie chirnique. Pour ces dernieres, 1es etapes sont nom- 
breuses car la fonction hydroxyle du desoxyrihose en 3 '  doit Ctre pro- 
tegee selectivement ( 2, 3 ,  4 .  5. 6 ) .  Neanroins, des rnethodes de pre- 
paration utilisent des nucleosides dont toutes les fonctions hydroxy- 
les sont libres ( 7 ,  8 ) .  

Une autre approche ( 9 ) consistant en la condensation du sel vorcuri- 
que de la thymine avec le bromure de di-7-2.3-benzovl-diphenvlphos- 
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phoryl-5-9-ribofuranosyle donne la thymidine monophosphate-5' avec un 
rendement global faible. 

I 1  nous a paru interessant d'etendre 
v@s lithies de derives silyles de nucleosides ( 10, 11 ) a la preparation 
de thymidine monophosphate-5' (T ' lP) .  

Pour ce faire, nous avons oppos@ l'iodure de methyle 14C aux lithiens 
obtenus soit par lithiation directe de TYS desoxy-Z'-uridine monophos- 
phate-5' ( 12 ) ,  soit par echange brome lithium sur le TMS bromo-5- 
desoxy-2'-uridine monophosphate-5' ( 12 ) .  On pouvait douter, 1 priori, 
que la fonction ester phosphorique serait stable vis-a-vis du butylli- 
thium. L'experience a montre qu'en op6rant 2 basse temperature la re- 
action projetee est realisable. 

la methode de C-Mthvlation de deri- 

4 - Yethylation du lithien de l'ester his (trimethylsilyl) de l'acide 
0 - trymethylsilyl - 3' - desoxy - 2' uridylique (TMS - dUMP). 

Les essais conduits dans les conditions du tahleau 1 nous ont permis 
d'isoler avec un rendement de 15% par rapport i 14CH31 un produit ayant 
meme Rf que la TMP mais, dont le spectre U.V. analogue a ceux de l'iso- 
thymidine ou de la methyl-6 uridine ( 19, 11 ) ainsi que l'hydrolyse 
qui fournit du methyle-6 uracile, nous conduiscnt a lui attribuer la 
structure du m6thyl-6-desoxy-2' -uridine.monophosphate-5'. 

On a isole aussi de la TVP avec un rendement de 44. C'est dcnc le qrou- 
pement phosphate de bis (trimethylsilyle) en position 5' qui oriente la 
lithiation vers la position 6 aux depens de la oosition 5 ,  puisque dans 
la methylation du lithien derive de la desoxy-2'-uridine silylee, le 
compose methyle en position 5 se forme ?r@ferentiellement ( 10 ) .  Ce re- 
sultat est confirme par le spectre de RMN de l'acide desoxy-2'-uridyli- 
que obtenu par deuteriolyse du lithien. 11 indique 23% de deuterium en 
position 6 et l'absence totale de cet isotope en position 5. I1 y a donc 
bien echange H-Li preferentiellement en position 6. 

Ceci peut-Ctre s'expliquer par la conformation de la molecule de dUYP 
silylee. Dans la plupart des nucleotides. la base a l'orientation 
par rapport au sucre ( 13 ) ,  c'est-&dire que le carbone en 6 de la ba- 
se est au-dessus du plan moyen du ribose ou desoxyribose (dans l'ori- 
entation inverse: z, le groupement C=O en 2 est au-dessus de ce plan 
moyen). Oe plus, dans les nucleotides, la liaison 0-5'-P occupe une po- 
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dans laquelle existerait entre l'oxygene du phosphate et le proton en 5 
une liaison hydrogene rendant l'attaque du n-BuLi plus difficile en cet- 
te positioriet. favorisant ainsi l'echange H-Li en position 6. 

Ces resultats nous oqt amene ,3 etudier la lithiation du derive silyle 
de la bromo-5-d@soxy-2'-uridine monophosphate-5'. L'echange Rr-Li se 
faisant plus facilement que l'@change H-Li, la lithiation aura lieu es- 
sentiellement en position 5. La thymidine monophosphate-5' sera le pro- 
duit principal de l'alcoylation. 

B - Lithiation de l'ester bis ( trimethylsilyle ) de l'acide I? - trim&- 
thylsilyl - 3 '  - bromo - 5 - ddsoxy - 2 '  - urdylique ( TVS - BrdlJYP ) .  

La deuteriolyse de ce lithien a montre que l'ecclan~e Br-Li se fait avec 
un rendement de 40% et qu'il a eu lithiation preferentielle en position 5. 
Neanmoins, i l  y a simultanement lithiation de la position 6 c o m e  le mon- 
tre la formation simultanee de 8 a 9% de Ye-6-dU?qP lors de la ethylati- 
on du lithien. Par exemple, l'essai 5 du tableau I 1  donne par hydrolyse 
un klanae de thymine (91%) et @thyT-&uracile (9%) caracterises par 

chromatographie sur papier. On voit sur ce tahleau que le THF en pre- 
sence de 8% 
rence des nucleosides precedemment etudies ( 10, 11 ). Dans l'essai A, 
le 31ange reactionnel contient environ 
tres que la TMP + Ye-6-dUMP. Le di@thoxy-1, Zethane ("monoqlytw") per- 
met d'obtenir une methylation beaucoup plus selective (essai f ,? ) .  

Les conditions operatoires mises au point sont assez satisfaisantes pour 
que l'on puisse utiliser la dthode pour une preparation de TMP methyl- 
14C, de haute activite specifique. Le Ye-6 dUMP forme simultanement e s t  
separable par chromatographie sur colonne de Oowex 1x8 forme OH- mais 
nous n'avons pas trouve de proc@d@ pratique pour la separation du deso- 
xy-uridine monophosphate inactif resultant de 1 'hydrolyse de 1 'exces do 
lithien interm5diaire. 

de HMPT n'est pas le solvant le plus approprie, a la diffe- 

50% de produits radioactifrau- 

- -  

TABLEAU I 1  

Lithiation pcris methylation de l'ester bis (trimPthylsilyle) de l'acide 
O-tri~thylsilyl-3'-bromo-5-d@soxy-Z uridvlinli- (TW-Rr dU:AP). Influ- 
ence du solvant. 
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THF (30) 0,80 
8 HMPT - 53' B - 60' 33 17 

I 

THF (30) 0. 84 
Be/, HMFT 1 I - 40" - 450 1 45 1 l 8  

I 

18 16-17 diMeOethane 0, 86 
(30) - 600 B - 65" 

35 0.42 5o d i  Me Oe thane 
(30) - 60-B - 65" 

d i  Me Oe thane 1 
(20) I O B 8  1 - 60" - 65" 

(+) Lithiat ion B - 45" d a n s  tous ces  e s s a i s  - Rapport  

n - B u L i / T M S - B r d U M P  = 1,8. 

PARTIE EXPERI'IENTALE. 

TABLEAU I 1 1  

nonn@es chromatographiques 
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R f  x 100  I 

dine-5'-monophosphate Bromo-  5.d6soxyu1-i- [ 39 

Desoxyuridine - 5'- 
monop hosphate 

Methyl - 6 -dCsoxyuri- 
dine-5'-monophosphate 41' 

T hymidine- 5I-mono- 
phosphate 

- 
b - - 
OT 

01 

01 

01 

- 

olv - 
C - - 

31" 
53 

63 
40 

63 

- 

f - - 
34 

30 

35 

35 

- 
- a = n-BuOH : 50, AcOH : 25, H 2 0  : 25. 

- b = CH3CN : 80, AcOH : 5, H20  : 15. 

c = t-AmOH : 30, HCO H : 20, H 0 : 10. 

- d = EtOH : 70, AcONH4 1 M pH 7 ,5  : 30. 

e = Ac. isobutyrique : 66, NH OH : 1,  I120 .  33 .  

f = t-BuOH : 40, MeEtCO : 30, HC02H : 15, 

2 2 - 

4 - 

H 0 : 15. 2 

Papier  Whatman no 1 - Chromatographies descen-  

dantes.  

Ch?C : Couches minces cellulose.  

Methyl 14C - 6 - decoxy - 2 '  - uridine monophosphate - 5 ' .  

Dans les  conditions rapportees pour  l a  -preparation de la methyl-5-uri- 
dine ( 1 2  ) ,  on t r a i t e  2.6 m?l de derive T 3 S  d u  desoxyuridine monophos- 
phate en solution dans 30 cm3 de THF pa r  4 , 6  nlw de n-BuLi ( 2,25 cm3 
hexanet 7,8 cm3 d'ether anhydre) p u i s  aares addition de 3 ,2  cp3 de 
HMPT par  0.67 mF1 de ICH3. Apr6s les  t r a i t m e n t s  habituels,  les s u h -  
stances vola t i les  o n t  une ac t iv i t e  de 0,36 I d i ,  la solution aau~use  

0,84 mCi. La chromatographie sur colonne de 3o-?x i x "  HC07H (P = 2,5 cm 
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, L1 = 75 cm) ( e l u t i o n  : H20 : ll., HC02H0, 02N : 1.51.. g rad ien t  : 

HCD2h2N ( I 1.) dans HCg2H1N ( 1 1. j f o u r n i t  deux f r a c t i o n s .  La premi- 

Pre (1,Zl m C i  c o n t i e n t  un p r o d u i t  de mPme R f  que l a  TYP pa r  chromato- 

graplr ie su r  pdp ie r  dans l e s  so lvants  :,elf, mais dont  l ' h y d r o l y s e  ch lo-  

rhydr i r lue f o u r n i t  du methyl-6 uraci le-dF i i i@meRf  qu 'un @ c h a n t i l l o n  authen- 

t i qup .  !.e fe-6 dU#P n ' a  pas e t 6  i s o l e  en q u a n t i t e  s u f f i s a n t e  pour une 

c a r a c t e r i s a t i o n  F lus complete. Le spec t re  U . V .  presente un maximum a 
26q mu coma 1 ' " i so thymid ine " .  La deuxieme f r a c t i o n  c o n t i e n t  56% de TMP 

dont l ' h y d r o l y s e  ch lo rhyd r ique  donne b i e n  de l a  Thymine. 

Thymidine ( methyl 1 4 C  ) monophosphate - 5 ' .  

On opere c o m e  pr6cedement  ( 10. 11, 12, ) a v e c l e s  quan t i t es  de r6ac-  

t i f s  e t  so l van ts  du tab leau  I1  e t  on o b t i e n t  les r e s u l t a t s  q u i  y sont  

consign&. 
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