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SUMMARY

6-methy l-deoxyuridine~5'-monophosphate is the main product of
the methylation of the lithtum compound made from trimethylsilyl
-3'-0-trimethylstiyl -3'=deoxyuridylate ( 24% yield based on
14CH3I } Thymidine -5'-monophosphate may be prepared ( 30% yield )

from the corresponding 5~ bromo nucleotide.

RESUME

La méthyl-6-désoxyuridine monophosphate-5' est le produit prépondé-
rant de la méthylation du dérivé 1ithié de 1'ester bis (triméthylsily-
18) del'acide O-triméthylsilyl-3'-désoxyuridylique avec un rendement
de 24% par rapport & 14CH3I. La thymidine monophosphate-5' (méthy] 14C)
peut &tre obtenue avec un rendement de 30% i partir du bromo-5 nucléo-
tide correspondant.

Les nucléosides monophosphates sont préparés essentiellement par phos-
phorylation des nucl&osides correspondants, soit par voie enzymatiaue
(1), soit par voie chimique. Pour ces derniéres, les étapes sont nom-
breuses car la fonction hydroxyle du désoxyrihose en 3' doit &tre pro-
tégée sélectivement ( 2, 3, 4, 5, 6 ). Néanmoins, des méthodes de pré-
paration utilisent des nucléosides dont toutes les fonctions hydroxy-
les sont libres ( 7, 8 ).

Une autre approche ( 9 )} consistant en la condensation du sel mercuri-
que de la thymine avec le bromure de di-92-2,3-henzovl-diphénylphos~
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ohoryl-5-D-ribofuranosyle donne la thymidine monophosphate-5' avec un
rendement global faible.

I1 nous a paru intéressant d'étendre la méthode de C-méthviation de déri-
vés lithies de dérives silylés de nucléosides ( 10, 11 ) & la préparation
de thymidine monophosphate-5' (T™).

Pour ce faire, nous avons opposé 1'iodure de méthyle 14

C aux lithiens
obtenus soit par 1ithiation directe de TMS désoxy-2'-uridine monophos-
phate-5' ( 12 ), soit par échange brome lithium sur le TMS bromo-5-
désoxy-2'-uridine monophosphate-5' ( 12 ). On pouvait douter, & priori,
que la fonction ester phosphorique serait stable vis-a-vis du butylli-
thium. L'expérience a montré qu'en opérant & basse température la ré-

action projetée est réalisable.

A - Méthylation du lithien de 1'ester bis (triméthylsilyl) de 1'acide
0 - tryméthylsilyl - 3' - desoxy - 2' uridylique (TMS - dUMP).

Les essais conduits dans les conditions du tableau 1 nous ont permis
d'isoler avec un rendement de 15% par rapport a 14CH3I un produit ayant
méme Rf que la TMP mais, dont le spectre U.V. analogue & ceux de 1'iso-
thymidine ou de la méthyl-6 uridine ( 19, 11 ) ainsi que 1'hydrolyse
qui fournit du méthyle-6 uracile, nous conduisent & lui attribuer la

structure du méthyl-6-désoxy-2' -uridine monophosphate-5'.

On 2 isolé aussi de la TMP avec un rendement de 4%. C'est donc le grou-
pement phosphate de bis (triméthylsilyle) en position 5' qui oriente la
lithiation vers la position 6 aux dépens de la position 5, puisque dans
la méthylation du 1ithien dérivé de la désnxy-2'-uridine silylée, le
composé méthylé en position 5 se forme préférentiellement ( 10 ). Ce ré-
sultat est confirmé par le spectre de RMN de 1'acide désoxy-2'-uridyli-
que obtenu par deutériolyse du lithien. I1 indique 29% de deutérium en
position 6 et 1'absence totale de cet isotore en position 5. I1 y a donc
bien échange H-Li préférentiellement en position 6.

Ceci peut-étre s'expliquer par la conformation de la molécule de dUMP
silylée. Dans la plupart des nucléotides, la base a 1'orientation anti
par rapport au sucre ( 13 ), c'est-ia-dire que le carbone en 6 de la ba-
se est au-dessus du plan moyen du ribose ou désoxyribose (dans 1'ori-
entation inverse: syn, le groupement C=0 en 2 est au-dessus de ce plan
moyen). De plus, dans les nucléotides, la liaison 0-5'-P occupe une po-
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TABLEAU I

Lithiation puis méthylation de 1'ester bis (triméthylsilyle de 1'acide
O-triméthv1sily1-3'-désoxy-2' uridylique (TMS-dUMP}) .
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Solvant : THF + 8°/, HMPT

sition trans par rapport & ce plan assurant ainsi la forme la plus dé-

v2lonpée pour la molécule ( 13 ).

L'examen d'un modéle moléculaire montre que, compte tenu des encombre-
nents stériques des groupements -SiMe3 la molécule peut-étre représen-

tée sous la forme suivante:
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dans laquelle existerait entre 1'oxygéne du phosphate et le proton en 5
une liaison hydrogéne rendant 1'attaque du n-BuLi plus difficile en cet-
te positionet favorisant ainsi 1'échange H-Li en position 6.

Ces résultats nous ont amené a étudier l1a lithiation du dérivé silylé
de la bromo-5-désoxy-2'-uridine monophosphate-5'. L'échange Br-Li se
faisant plus facilement que 1'é&change H-Li, la lithiation aura lieu es-
sentiellement en position 5. La thymidine monophosphate-5' sera le pro-
duit principal de 1'alcoylation.

B - Lithiation de 1'ester bis ( triméthylsilyle ) de 1'acide 0 - trime-
thylsilyl - 3' - bromo - 5 - désoxy - 2' - urdylique ( TMS - BrdUMP ).

La deutériolyse de ce lithien a montré que 1'échange Br-Li se fait avec
un rendement de 40% et qu'il a eu lithiation préférentielle en position 5.
Néanmoins, i1 y a simultanément lithiation de la position 6 comme le mon-
tre la formation simultanée de 8 & 9% de Me-6-dU™P lors de la méthylati-
on du Tithien. Par exemple, 1'essai a du tableau II donne par hydrolvse
un mélange de thymine (91%) et méthyT-6-uracile (9%) caractérisés par

chromatographie sur papier. On voit sur ce tableau que le THF en pré-
sence de 8% de HMPT n'est pas le solvant Te plus approprié, a la diffé-
rence des nucléosides précédemment étudiés ( 10, 11 ). Dans 1'essai a,
le mélange réactionnel contient environ 50% de produits radioactifs au-
tres que la TMP + Me-6-dUMP, Le diméthoxy-1, 2éthane (“"monoglyme") per-
met d'obtenir une méthylation beaucoup plus sélective (essai f ,h ).

Les conditions opératoires mises au point sont assez satisfaisantes pour
que 1'on puisse utiliser la méthode pour une préparation de TMP méthyl-
14C, de haute activité spécifique. Le Me-6 dUMP formé simultanément est
séparable par chromatographie sur colonne de NDowex 1x8 forme OH mais
nous n'avons pas trouvé de procédé pratique pour la séparation du déso-
xy-uridine monophosphate inactif résultant de 1’hydrolyse de 1'excés de

lithien intermédiaire.

TABLEAU [

Lithiation puis méthylation de 1'ester bis (triméthyisilvle) de 1'acide
O-triméthylsilyl-3'-bromo-5-désoxy-2 uridylinrna (TMS-Ryr dU"P). Influ-
ence du solvant.

.Herbert
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PARTIE EXPERIMENTALE.
TABLEAU I11

Nonnées chromatographiques
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Rf x 100
Solvants
a |bjle|dl e} L
Bromo-5-désoxyuri- 35° 107 34
dine-5'-monophosphate| 39
Désoxyuridine-5'- 37 j01 | 31°123 [37 | 30
monophosphate 35 53
Méthyl-6-désoxyuri- 30 {01 | 63 (28 |43} 35
dine-5'-monophosphate| 41° 40
Thymidine-5'-mono- 30 o1 | 63 |28 43| 35
phosphate
a = n-BuOH : 50, AcOH : 25, H20 : 25,
b = CH3CN : 80, AcOH : 5, HZO 1 15,
¢ = t-AmOH : 30, HCOzH : 20, HZO : 10,
d = EtOH : 70, AcONH4 1 MpH 7,5 : 30,
e = Ac. isobutyrique : 66, NH4OH 01, 1120 . 33,
f = t-BuOH : 40, MeEtCO : 30, HCOZH : 15,
H20:15.

Papier Whatman n° 1 - Chromatographies descen-
dantes,

CMC : Couches minces cellulose.

Methyl 13C - 6 - désoxy - 2' - uridine monophosphate - 5'.

Dans les conditions rapportées pour la préparation de la méthyl-5-uri-
dine ( 12 ), on traite 2,6 mM de dérivé TMS du désoxyuridine monophos-
phate en solution dans 30 cm3 de THF par 4,6 mM de n-Buli ( 2,25 cm3
hexane+ 7,8 cm3 d'éther anhydre) puis anrés addition de 3,2 crn3 de

HMPT par 0,67 mM de ICH3. fprés les traitements habituels, les sub-
stances volatiles ont une activité de 0,36 nCi, la solution aaqueuse
0,84 mCi. La chromatographie sur colonne de Dowex 1x? HCO?H (% =2,5¢cm
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, 1 =75 cm) (élution : HZO : 11., HCOZHO, 02N : 1,51., gradient :
HCOZHZN (1 1.) dans HCOZHIN (11. ) fournit deux fractions. La premi-
ére (1,21 mCi contient un produit de méme Rf que 1a TMP par chromato-
graphie sur papier dans les solvants d,g,f, mais dont 1'hydrolyse chlo-
rhydriaque fournit du méthy1-6 uracile de mémeRf qu'un échantillon authen-
tique. Le Me-6 dUMP n'a pas été isolé en quantité suffisante pour une
caractérisation plus compléte. Le spectre U.V, présente un maximum a

269 mu -corma 1'"isothymidine". La deuxiéme fraction contient 56% de TMP
dont 1‘'hydrolvse chlorhydrique donne bien de 1a Thymine.

Thymidine ( méthyl 14C ) monophosphate - 5°'.

On opére comme précédemment ( 10, 11, 12, ) avec les quantités de réac-
tifs et solvants du tabieau Il et on obtient les résultats qui y sont
consignés.
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