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NUCLEOSIDE VON FLUORZUCKERN—VI!

SYNTHESE UND REAKTIVITAT VON 3-FLUOR- UND
3’'-CHLOR-3’-DESOXY-THYMIDIN
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Zusammenfassung—2,3'-Anhydro-1-(2-desoxy-B-D-xylofuranosyl)-thymin (4) liefert mit HF bzw. HCl in
Dioxan die cytostatisch wirksamen Verbindungen 3’-Fluor- bzw. 3'-Chlor-3’-desoxy-thymidin (3 bzw. 7).
AlF, katalysiert die Reaktion zu 3. ¥-O-Mesyvi-thymidin (1) reagiert mit Fluoriden nicht zum 1-(2,3-
Didesoxy-3-fluor-B-p-xylofuranosyl)-thymin (2), sondern primar zu 4 und dieses zum Teil weiter zu 3.
Dic Konfiguration an C-3' von 3 und 7 wird durch Recyclisierung zu 4 bewiesen. Der Cotton-Effekt von
3 und 7 um 270 rm st positiv. Im alkalischen Milieu gehen 3 und 7 leicht in 3'-Desoxy-2".3'-didehydro-
thymidin (6) iiber. Die Sdurebestindigkeit nimmt in der Reihenfolge 1-(2-Desoxy-B-p-xylofuranosyl)-
thymin (8), Thymidin, 3 und 7 zu.

Abstract— 2.3'-Anhydro-1-(2-deoxy-B-D-xylofuranosyl)thymine (4) reacts with HF or HCIl to give com-
pounds with cytostatic activity, namely 3'-fluoro- or 3’-chloro-3’-deoxythymidine (3 or 7). The formation
of 3 is catalysed by AIF;. 3'-O-Mesylthymidine reacts with fluorides to form 4 and in part finally 3, but not
1-(2,3-dideoxy-3-fluoro-B-p-xylofuranosyl)thymine (2). The configuration at C-3’ of 3 and 7 is established
by recyclisation to 4. In alkaline medium, 3 and 7 are easily converted into 2’,3’-didehydro-3'-deoxy-
thymidine (6). 3 and 7 show a positive Cotton effect at 270 nm. The acid resistance increases in the order
1-(2-deoxy-B-pD-xylofuranosyl)thymine (8). thymidine. 3 and 7.

WE wir in fritheren Mitteilungen berichtet haben, hemmen 5’'-Desoxy-5'-fluor-
thymidin? und in geringerem Masse auch andere 5'-Desoxy-5"-halogen-thymidine!- 3
selektiv die DNS-Synthese. Um die biochemischen Auswirkungen einer entsprechen-
den Substitution der 3'-OH-Gruppe des Thymidins durch Fluor kennenzulernen,
haben wir nach Synthesewegen fiir das bisher unbekannte 3’-Desoxy-3'-fluor-thymidin
gesucht. Zu Vergleichszwecken erschien ferner der Austausch der OH-Gruppe an
C-3 des Thymidins gegen ein anderes Halogenatom, wie Chlor von Interesse. In
dieser Arbeit werden die Darstellung, die Reaktivitit und die Hydrolysenbestdndigkeit
des 3'-Desoxy-3'-fluoro-thymidins und des isologen 3'-Chlor-Derivats beschrieben.
Uber die cytostatischen Eigenschaften dieser Verbindungen wurde inzwischen an
anderer Stelle berichtet.*

Fluorzucker-Nucleoside wurden bisher (a) durch Kondensation von reaktiven
Fluorzucker-Derivaten und Heterocyclus oder (b) durch Einfiihrung von Fluor am
intakten Nucleosid erhalten. Nach (a) gelang die Darstellung einiger Pyrimidin- und
Purinnucleoside der 5-Desoxy-5-fluorribose,® von 9-(3-Desoxy-3-fluor-B-D-xylo-
furanosyl)- und 9-(3-Desoxy-3-fluor-a-D-arabofuranosyl)-adenin® sowie von Cyto-
sinnucleosiden der 3-Desoxy-3-fluor-p-D-xylofuranose, 2-Desoxy-2-fluor-p-D-xylo-
furanose und 2-Desoxy-2-fluor-a-bzw. B-D-arabofuranose.” Bisher bekannte Bei-
spiele fiir Weg (b) sind der Austausch einer 5'-Tosyloxy-Gruppe in verschiedenen
2'-Desoxyribonucleosiden mit KF oder Tetrabutylammoniumfluorid,* & die Gewin-
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nung von Pyrimidin-2'-desoxy-2'-fluor-B-p-ribosiden durch 2,2-Anhydronucleo-
sidspaltung mit Fluorwasserstoff® sowie die unspezifische Ringdffnung von 1-(2,3-
Epoxy-B-D-lyxofuranosyl)-uracil mit HF zu 2’-Desoxy-2'-fluor-uridin und 3'-Desoxy-
3'-fluor-B-D-arabofuranosyl-uracil.'®

Zur Gewinnung der 3'-Desoxy-3'-halogen-thymidine zogen wir die Halogen-
substitution am intakten Nucleosid (Weg b) der Verkniipfung von Fluorzucker und
Base (Weg a) vor, da im Fall von 2-Desoxyzuckern bei der Kondensation erfah-
rungsgemiiss stets Anomerengemische erhalten werden.

Anhydronucleosidspaltung mit Fluor- und Chlorwasserstoff

In Anlehnung an das Verfahren von Fox et al.® zur Darstellung von Pyrimidin-2'-
desoxy-2'-halogen-B-D-ribofuranosiden wurde zunichst 2,3’-Anhydro-1-(2-desoxy-f-
D-xylofuranosyl)-thymin (4) mit wasserfreiem Fluorwasserstoffin Dioxan umgesetzt
und dabei ein Gemisch von Thymin und 3'-Desoxy-3'-fluor-thymidin (3) erhalten. Das
Verhdltnis beider Substanzen hingt wegen der geringen Sdurebestindigkeit von
2'-Desoxynucleosiden entscheidend von der Fluorwasserstoffkonzentration ab. Als
giinstig erwies sich eine ca 1-proz. Lésung von HF in Dioxan in 30-fachem molarem
Uberschuss. Unter diesen Bedingungen entstehen nach diinnschichtchromato-
graphischer Priifung Thymin und 3 in etwa gleichen Mengen.

Die HF-Konzentration kann auf 0-1 % und das Molverhiltnis von 4 zu HF bis auf
1:2 gesenkt werden, wenn als Katalysator AlF, hinzugesetzt wird. Die Auffindung
dieses Katalysators erschliesst den Zugang zu Fluorzucker-Nucleosiden aus
Anhydroberbindungen, die noch sdurelabiler als die hier verwendeten Ausgangs-
produkte sind. Andere Fluoride, wie AgF, Hg,F,, SbF;, CrF,, erwiesen sich als
nahezu wirkungslos. Wider Erwarten lenkt BF,-Atherat die Reaktion sogar fast
véllig in Richtung Nucleosidspaltung.

In anderen Losungsmitteln, wie Cellosolve, Acetonitril oder Di-n-propyl-ither,
liegen die Ausbeuten an 3 trotz besserer Loslichkeit von 4 wesentlich niedriger. Die
Reaktion setzt erst oberhalb 110° ein, ist dann aber in ihrem Verlauf von der Tem-
peratur und der Erhitzungsdauer relativ unabhingig.

Zum Unterschied von der Umsetzung mit HF verlduft die Reaktion von 4 mit HC]
in Dioxan schon mit einer dquimolaren Menge HCI quantitativ und einheitlich zum
entsprechenden 3’-Desoxy-3'-chlor-thymidin (7). Eine Spaltung der N-glykosidischen
Bindung tritt erst bei einem Uberschuss an HCI als Konkurrenzreaktion zur Spaltung
der 2,3'-Anhydrobriicke auf.

Umsetzungen von 3-O-Mesyl-thymidin mit Fluoriden

Ausgehend vom 3’-O-Mesyl-thymidin (1), dessen Darstellung durch ein Eintopf-
verfahren rationalisiert wurde, versuchten wir, durch Umsetzung mit KF, KHF,,
NH,F, NH,HF, und Tetrabutylammoniumfluorid in einer Sy2-Reaktion zu
1-(2,3-Didesoxy-3-fluor-8-D-xylofuranosyl)-thymin (2)* zu gelangen. Die Umset-
zungen wurden im Temperaturbereich von 150-240° sowohl in ein- und mehrwertigen
Alkoholen, wie Methanol. Athanol (Bombenrohr), Athylenglykol, Didthylenglykol

* Die Bezeichnungen 1-(2,3-Didesoxy-3-fluor-B-p-xylofuranosyl)-thymin fiir 2 und 3'-Desoxy-3'-fluor-
thymidin fiir 3 sind fur die Diskussion von Struktur-Wirkungs-Beziehungen vorteilhafter als die Namen
(3'S)- und (3'R)-1-(2,3-didesoxy-3-fluor-B-p-glycero-pentofuranosyl)-thymin, da sie die Ubereinstimmung
der Konfiguration von Stammzucker und Fluorderivat an C-3' besser erkennen lassen.
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und Cellosolve, als auch in dipolaren aprotischen Lésungsmitteln, wie Acetonitril,
Acetonylaceton, Dimethylformamid und Sulfolan, durchgefiihrt. In den letztgenannten
Losungsmitteln ist das Fluoridion wegen der geringen Solvatation besonders
nucleophil.!! In keinem dieser Systeme konnte jedoch eine direkte nucleophile
Substitution der 3'-Mesyloxy-Gruppe unter Bildung von 2 festgestellt werden.

Statt dessen entstand unter allen genannten Bedingungen primir stets das Anhydro-
nucleosid (4), das bei Verwendung von KHF, oder NH/F in Diithylenglykol bzw.
von NH,F in Methanol langsam weiter zu 3, mit Tetrabutylammoniumfluorid in
DMF bei 150° dagegen zu dem bekannten 3'-Desoxy-2',3"-didehydro-thymidin (6)!3- '3
reagierte. Tetrabutylammoniumfluorid zersetzt sich bei dieser Temperatur zu stark
basischen Produkten, die Umlagerungs- und Eliminierungsreaktionen auslésen
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konnen (s. unter Konfigurationsaufkldrung). Auch bei Verwendung von 3-O-Mesyl-
§’-O-trityl-thymidin, dessen Tritylgruppe die Reaktivitit am C-3' merklich beein-
flussen kann,!? bildete sich unter den genannten Reaktionsbedingungen im ersten
Schritt ausschliesslich 4.

Das Verhalten von 1 gegeniiber den genannten Fluoriden stimmt mit der Erfahrung
iiberein, dass der direkte Austausch einer sekundidren Sulfonyloxy-Gruppe am
Zucker gegen Fluor ohne Nachbargruppenbeteiligung wesentlich schwerer méglich
ist'* als die entsprechende Substitution der priméren (terminalen) Sulfonyloxy-
Gruppe'® ' und bisher nur in wenigen Fillen mit Tetrabutylammoniumfluorid
gelungen ist.!?

Die Reaktion von 1 oder auch direkt von 4 mit KF in Acetonylaceton in Gegenwart
von Essigsiure, die infolge Protonisierung an N-3 aktivierend auf die Anhydrobriicke
wirken soll,” !® ergab iiberraschenderweise in ca 60-proz. Ausbeute 3'-O-Acetyl-
thymidin (S) anstelle von 3. Offenbar ist das Acetat-Ion unter diesen Bedingungen
nucleophiler als das Fluorid-Ion.

Die Bildung von stellungsisomeren 5-Desoxy-5'-halogen-Derivaten, wie sie
kiirzlich unerwarteterweise bei der Reaktion von 2,3'-Anhydro-1-pB-p-xylofuranosyl-
uracil mit HJ; HBr und HCI in Dioxan bevorzugt oder ausschliesslich erhalten
wurden,'®" 29 konnten wir nicht beobachten. Auch mit CH,J ergibt 4 ausschliesslich
N-3-methyliertes 3'-Desoxy-3'-jod-thymidin, widhrend das oben genannte 2,3'-

TABELLE |. VERHALTEN DER 3’-HALOGEN-NUCLEOSIDE 3 UND 7 SOWIE DES ANHYDRONUCLEOSIDS 4 GEGENUBER
ALKALIEN. DER REAKTIONSVERLAUF WURDE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCH VERFOLGT (R -Werte s.

Tab. 3)
Nucleosid Reaktions-
(je 0-01 mMol) Reagenz Losungsmittel Temperatur Zeit® produkte
3 004 mMole® DMF (0-5 ccm) 100° 6 Stdn. 1009, 6°
K-t-butylat
7 " » » 10 Min. 45% 6 und 55% 4
4 " " " 7 Min. 100% 6
3 0-25 mMole H,0/Propanol 150° 25 Stdn. 509 6 und 509, 8°
NaOH (1 :3)(1 ccmy?
7 " " " 1 Stde. 609%,6und 40%; 8
4 " " " 5 Min. 1009, 8
3 001 mMol DMF/Athanol 100° 1 Stde. keine Reaktion”
C,H;ONa (9:1)(0-3 ccm)
7 " » " 1 Stde. 1009, 4¢

¢ Reaktionszeit bis zur vollstdndigen Umwandlung des Ausgangsprodukts

b Zur Beschleunigung der Umsetzung wurden im Fall von 3 nach 4 Stdn. weitere 0-02 mMole Butylat
zugegeben

¢ Mit Haines-Isherwood-Reagenz auf 2',3'-ungesittigte Nucleoside'? resultiert gine intensive Blau-
firbung

¢ Im verschraubten Stahlgefiiss

¢ Bei Vergrosserung der Ansiitze entsteht auffiilligerweise bevorzugt 6

/ Bei langerem Erhitzen mit 3 Molaquiv. C;H;ONa in reinem DMF auf 130° wurde quantitativ 6
erhalten

¢ Bei zehnfach grésserem Ansatz entstehen ca 20% 6
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Anhydro-xylofuranosyl-uracil wiederum nur die entsprechende 5-Desoxy-5'-jod-
Verbindung lieferte.2® Offenbar erschwert oder verhindert eine 2’-Desoxygruppierung
die 3' = 5'-Umlagerung.

Konfigurationsaufklirung

Da erfahrungsgemiss die nucleophile Substitution am Lactolring-Briickenatom
von Anhydronucleosiden unter Konfigurationsumkehr verlduft, war fiir 3 und 7 die
3'-*“ribo”- und nicht die 3'-“xylo”-Konfiguration'! zu erwarten. Zur Bestatigung
dieser Annahme wurde versucht, 3 und 7 in Anaiogie zu enisprechenden Struktur-
untersuchungen an 2'-Halogen-Nucleosiden?! wieder in das 2,3'-Anhydronucleosid 4
zu uberfithren. Diese basenkatalysierte Reaktion ist wegen ihres strengen S 2-
Mechanismus nur bei trans-Stellung von Pyrimidinring und Substituenten an C-3'
moglich.

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, erhédlt man beim Erhitzen von 3 mit K-t-butylat in
DMF wider Erwarten anstelle von 4 jedoch das Eliminierungsprodukt 6. Es blieb die
Frage offen, ob 6 unmittelbar aus 3 bzw. dem diastereomeren “‘xylo”-Derivat durch
HF-Eliminierung oder aber aus primiir gebildetem 4 durch Umlagerung entstanden
war. Ein Kontrollversuch ergab, dass sich 4 mit K-t-butylat in DMF, wie auch in
Dimethylsulfoxid,!? vergleichsweise schnell vollstindig in 6 umwandeln kann (vgl.
Tab. 1). Um die intermedidre Bildung eines Anhydronucleosids bei der Fluor-
abspaltung zu beweisen, wurde die Recyclisierung von 3 unter Bedingungen versucht,
unter denen das Anhydronucleosid rascher zum 1-(2-Desoxy-B-D-xylofuranosyl)-
thymin (8) hydrolysiert als zu 6 umgelagert wird. Als giinstig erwies sich das Erhitzen
in wissrig-propanolischer Natronlauge bestimmter Konzentration. 4 wird hierbei
bereits innerhalb von 5 Min. quantitativ zu 8 gespalten. 3 wandelt sich unter diesen
Bedingungen im Verlauf von 25 Stdn. in ein Gemisch von 6 und dem erwarteten
Nucleosid 8 um (Verhiitnis 1:1). Da es sich bei 3 auf Grund des NMR-Spektrums*
sowie der diinnschichtchromatographischen Reinheitspriifung in verschiedenen
Systemen um eine stereochemisch einheitliche Verbindung handelt, folgt aus dem
Ergebnis dieses alkalischen Abbaus, dass (a) an C-3’ von 3 die “ribo”’-Konfiguration
vorliegt und dass (b) das ungesittigte Nucleosid 6 in Konkurrenz zur Anhydronucleo-
sidbildung unmittelbar aus 3 durch Eliminierung von HF entstehen kann.

Das Chlor-Derivat 7 wandelt sich beim Erhitzen mit K-t-butylat zu 459 in 6 und
zu 559 in 4 um, wobei wiederum nicht zu entscheiden ist, ob und in welchem Umfang
6 durch direkte HCI-Eliminierung oder durch nachtrigliche Umlagerung von primér
gebildetem 4 entstanden ist. Dass eine direkte Halogenwasserstoff-Eliminierung wie
bei 3 moglich ist, zeigt die Reaktion von 7 mit wissrig-propanolischer Natronlauge,
die 609 6 und nur 409/ 8 ergibt. Einen klaren Beweis fiir die “‘ribo”’-Konfiguration
an C-3' von 7 liefert dessen Umsetzung mit 1 Molidquiv. Na-dthylat in DMF/Athanol
bei 100°, die quantitativ zu 4 fiihrt (vgl. Tab. 1). In Ubereinstimmung mit der
bekannten geringeren Austrittstendenz von Fluor gegeniiber Chlor bei Sy2-
Reaktionen?? bleibt 3 unter diesen Bedingungen unverindert.

Der Circulardichroismus von 3 und 7 zeigt wie der von Thymidin?3 im Bereich von
270 nm einen stark positiven und um 220 nm und 240 nm je einen negativen Cotton-
Effekt. Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, dndern sich die i-Werte der Extrema und die

* Uber die NMR-spektroskopische Analyse von 3 und 7 wird an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet.
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TABELLE 2. EXTREMA DES CIRCULARDICHROISMUS*

Ay A2 43
Nucleosid (nm) (6], (nm) (6], (nm) (615
3 27N + 6000 240 —4200 216 — 7000
7 268 + 7500 240 —4100 215 — 5900
Thymidin 273 + 8400 240 —4500 215 — 6100

® Gemessen mit dem Dichrograph II von Roussel-Jouan, Paris, in
Methanol bei 25°C. Kiivette 0.1 mm. Nucleosidkonzentration 1-10™°m.

Elliptizititen (6) bei der Substitution der 3'-OH-Gruppe des Thymidins durch Fluor
oder Chlor nur wenig.

Hydrolyseversuche

Um festzustellen, ob der Austausch der 3’-OH-Gruppe von 2’-Desoxy-ribofurano-
siden gegen Halogen und Konfigurationsinderungen an C-3' die Hydrolysenemp-
findlichkeit der N-glykosidischen Bindung beeinflussen, wurde die Kinetik der
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ABB 1. Hydrolysengeschwindigkeit verschiedener 1-(2-Desoxy-p-D-pentofuranosyl)-thymine
und von 1-B-p-Ribofuranosyl-thvymin in n HC1 bei 80°. Anfangskonzentration 0-01 m.

Nucleosidspaltung von 3, 7 und 8 sowie von Thymidin in n HCI bei 80° verfolgt. Zum
Vergleich wurde auch 1-B-pD-Ribofuranosyl-thymin eingesetzt. Wie Abb 1 zeigt,
weisen innerhalb der Gruppe mit “ribo”-Konfiguration das 3'-Fluor-Derivat 3
(t;2 = 6 Stdn.) und vor allem das 3'-Chlor-Homologe 7 (t;;, = 9 Stdn.) eine hohere
Bestidndigkeit auf als die entsprechende 3'-Hydroxy-Verbindung (Thymidin: t,,, =
4.5 Stdn.).
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Eine dhnliche Erh6hung der Saurebestdndigkeit bei Austausch einer OH-Gruppe
des Zuckers gegen Fluor wurde auch bei der 1-O-Methyl-6-desoxy-6-fluor-a-p-
galaktose festgestellt.!® Die Stabilitéit von 3 und 7 erreicht allerdings bei weitem nicht
die des 1-B-D-Ribofuranosyl-thymins, das unter diesen Hydrolysebedingungen
unverandert bleibt. Dieser Unterschied bestitigt das Vorliegen einer intakten 2'-
Desoxy-Gruppierung in 3 und 7.

Durch eine Konfigurationsumkehr an C-3' des Thymidins wird die Hydroly-
sengeschwindigkeit um etwa das Zweieinhalbfache (8: t,,, = 1-8 Stdn.) erhoht.
Offenbar handelt es sich dabei um einen generell giiltigen Zusammenhang zwischen
der Konfiguration an C-3' und Séiurestabilitat, da unter gleichen Bedingungen auch
Desoxyuridin etwa dreimal langsamer hydrolysiert wird als das 3'-stereoisomere
1-(2-Desoxy-B-p-xylofuranosyl)-uracil. 24

Aus Abb 1 geht ferner hervor, dass zwischen dem Logarithmus der Nucleosid-
konzentration und der Zeit eine lineare Beziehung besteht, d.h. dass es sich um eine
Reaktion erster Ordnung handelt, die wegen des hohen Wasseriiberschusses als eine
pseudounimolekulare Reaktion aufzufassen ist.??

EXPERIMENTELLER TEIL

Die Schmelzpunkte (korr. Werte) wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boétius und die spezifischen
Drehungen visuell mit dem Kreispolarimeter von Schmidt & Haensch bestimmt. Die UV-Absorptions-
spektren wurden mit dem selbstregistrierenden Spektralphotometer Beckman DK-2 aufgenommen.

Der Nucleosidgehalt in den Eluaten der Sidulenchromatographie wurde durch kontinuierliche Auf-
zeichnung der UV-Absorption bet 254 nm mit dem Uvicord I1 (LK B-Produkter, Stockholm) bestimmt.

Fliessmittel zur Chromatographie: A = wassergesittigter Essigester. B = Essigester/Athanol/Wasser
(4:1:2, obere Phase). C = Chloroform/Methanol(9:1). D = Essigester/Isopropylalkohol/konz. Ammoniak
(5:1:1). E = Essigester/Cyclohexan (9:1).

Diinnschichtchromatographie. Aufsteigend bei Raumtemperatur und Kammersittigung auf 0-25 mm
Kieselgel HF, 4, (E. Merck, Darmstadt), aktiviert bei 110°, Die Substanzen wurden durch Fluoreszenz-
16schung im UV-Licht oder durch Bespriihen mit konz. Schwefelsaure lokalisiert.

TABELLE 3. R;-WERTE BEI DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Fliessmittel
Verbindung A B C D
3-O-Mesyl-thymidin (1) 043 0-68 036 055
3'-Desoxy-3'-fluor-thymidin (3) 044 0-70 035 0-53
2,3'-Anhydro-1-(2-desoxy-B-D-xylofuranosyl)-thymin (4) 000 008 005 0-24
3'-O-Acetyl-thymidin (5) 043 0-68 0-36 055
3'-Desoxy-2',3’-didehydro-thymidin (6) 027 0-56 0-32 045
3-Desoxy-3'-chlor-thymidin (7) 0-52 0-74 037 057
2'-Desoxy-B-D-xylofuranosyl-thymin (8) 013 045 017 033
Thymin 027 0-56 0-24 035

3'-O-Mesyl-thymidin (1). Eine Losung von Thymidin (10 g, 41 mMol) in wasserfreiem Pyridin (200 ml)
wird mit Tritylchlorid (14 g, S0 mMol) versetzt und eine Woche bei Raumtemperatur verschlossen
stehengelassen. Die auf 0° gekiihlte Losung wird mit Pyridin (50 ml) verdiinnt und nach Zugabe von
Mesylchlorid (10 ml, 128 mMol) iiber Nacht bei 0° verschlossen aufbewahrt. Die LSsung wird unter
kréftigem Riihren in Eiswasser (21) gegossen, der Niederschlag abgesaugt, mit Wasser gewaschen, getrocknet
und nach l.c.?” mit 80-proz. Essigsiure behandelt. Das nach der Aufarbeitung resultierende schwach
braunliche Rohprodukt (82 g, 62%) gibt nach Umkristallisation aus Athanol 3'-O-Mesyl-thymidin
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[gefunden:C,41.3; H, 5:2; N, 8-6. Fiir C,, H,¢N,O,S berechnet: C,41-2; H, 50, N, 8-8 %], Schmp. 150-153°
(Zers.) (Lit. 152-153°,2% 153-155°28). Nach siulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel H (Merck)
mit Chloroform/Methanol (8 :2) steigt der Schmelzpunkt auf 160-161°.

3'-Desoxy-3'-fluor-thymidin (3)

Verfahren a. Verbindung 4'®- 2728 (1.0 g, 4.48 mMol) und AlIF, (1.0 g) werden mit 0-1°, HF* in wasser-
freiem Dioxan (v/v, 1400 ml) 4-5 Stunden im verschlossenen Stahlgefass auf 150-170° (Badtemperatur,
vorgeheizt auf 220°) erwdrmt. Nach dem Abkiihlen verdiinnt man die klare Lésung mit Wasser (100 ml),
neutralisiert mit CaCO; und zentrifugiert ab. Der Riickstand wird mit warmem Aceton (cu 100 ml)
aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Die vereinigten Uberstande werden i. Vak. eingeengt und die
Losungsmittelreste mit Athanolabgetrieben. Nach Zusatz von Essigester (ca 20 ml) fillt die Hauptmenge
des entstandenen Thymins aus.

Die vereinigten Filtrate von drei derartigen Ansétzen werden eingeengt. Der Riickstand wird an Kieselgel
H (Merck) (400 g), das mit Wasser (200 ml) desaktiviert wurde, mit Essigester unter leichtem Uberdruck in
einer Glassaule (Durchmesser 3-5 cm) chromatographiert. Die Fraktionen 58-74 (zu je 10 ml) werden
vereinigt und i. Vak. eingeengt. Der kristalline Riickstand wird mit Essigester/Cyclohexan (7:3) ausge-
waschen (1-1 g, 349%) und ergibt nach Umkristallisation aus Essigester 3'-Desoxy-3'-fluor-thymidin
[gefunden: C,489; H,55;F,79; N, 11-6. Fiir C,,H,;FN,O, berechnet: C,49-2; H, 54 F, 7-8;. N, 11-5%]
als farblose Kristalle (0-9 g, 28 %), Schmp. 176-177°; NMR-Spektrum [(D;C),SO, Tetramethylsilan als
innerer Standard, Gerdt VARIAN A-60 A] zeigt folgende Signale: § 5-22 (m), 1 H, H(3'); Jy3.r 53 Hz,
Jueanr 27 Hz; UV-Absorption (Wasser): 4 max 266, 4 min 245-5 nm; [a])3° — 6-3° (c 0-96, in Methanol).

Verfahren b. Verbindung 1 (1 g, 3 mMol) und KHF, oder NH,F (10 g) werden in trockenem Diithylen-
glykol (100 ml) im vorgeheizten Bad 90 Min. auf 190° (Badtemperatur) erhitzt. Das Lésungsmittel wird
i. Vak. (Olpumpe, Badtemperatur max. 140°) abgetrieben und der Riickstand nach Zugabe von heissem
Wasser (3 ml) mit Celite?® (10 g) vermischt. Das Gemisch wird an einer Celite-Saule (Abmessungen
3.6 x 83 cm; Fiillung 400 g Celite/120 ml Wasser nach l.c.*®) mit wassergesittigtem Essigester chromato-
graphiert. Aus den Fraktionen 6-18 (je 10 ml) wird nach Einengen i. Vak. und evtl. Nachdestillieren mit
absol. Athanol kristallines 3'-Desoxy-3'-fluor-thymidin erhalten. Ausbeute 0-11 g (14%). Physikalische
Daten wie unter (a).

3'-Desoxy-2',3'-didehydro-thymidin (6)

Verbindung 3 (122 mg, 0-5 mMol} wird mit K-t.-butylat (336 mg, 3 mMol) in DMF (13 ml) 6 Stdn. auf
100° erhitzt. Man erhilt nach Einengen i. Vak. und weiterer Aufarbeitung nach Lit.!* 3'-Desoxy-2',3'-
didehydro-thymidin [gefunden: C, 53-6; H, 5:5; N, 12.4. Fir C,,H,,N,0, gefunden: C, 53-6; H, 54; N,
12-59;], Schmp. 163° (Lit.!* 165-166° nach Umkristallisation aus Benzol/Ather), Ausbeute 91 mg (82%).
Die Substanz gibt mit Haines-Isherwood-Reagenz!? auf der Diinnschichtplatte (Kieselgel HF, Merck)
eine intensive Blaufdrbung.

3'-Desoxy-3'-chlor-thymidin (7)

2,3’-Anhydro-1-(2-desoxy-B-D-xylofuranosyl)-thymin (336 mg, 1-5 mMol) wird mit Dioxan (165 ml), das
die dquimolare Menge HCI (1-5 mMol) enthidlt, unter Rickfluss und Feuchtigkeitsausschluss auf 110°
(Badtemperatur) erhitzt, bis eine klare Lsung entstanden ist (ca 80 Min.). Das Lésungsmittel wird i. Vak.
abgetrieben und der Riickstand nacheinander mit Athanol, Isopropanol und schiiesslich mehrmals mit
Essigester aufgenommen und jeweils wieder eingeengt, bis beim Anreiben Kristallisation einsetzt. Der
kristalline, diinnschichtchromatographisch einheitliche Riickstand wird mit Essigester/Petrolather (7:3)
aufgenommen und ausgewaschen (265 mg, 77 %). Nach Umkristallisation aus Essigester/Cyclohexan (7:3)
und Trocknung iiber Natronkalk erhdlt man 3'-Desoxy-3'-chlor-thymidin [gefunden: C, 46-2; H, 5.0; Cl,
14-1; N, 10:6. Fiir C;oH,,CIN,O, berechnet: C, 46.1; H, 5-1; Cl, 13.6; N, 10-7%], Schmp. 167-169°,
Ausbeute 206 mg (60%). Nach siulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel H (Merck) mit
Essigester als Elutionsmittel liegt der Schmp. bei 171-172°; UV-Absorption (H;0): 4y, 266-5, Ay, 2455
nm; [a]3® +16:9° {c 102, in Methanol).

* Der Fluorwasserstoff wurde durch zweimaliges Destillieren getrocknet. Ein Entwissern mit SOCI,
ist nicht zu empfehlen, da entgegen den Angaben von K. Wiechert, Z. anorg. Chem. 261, 314 (1950) auch
nach wiederholten anschliessenden Destillationen noch HCI-Reste vorhanden sind, mit denen 4 schneller
reagiert als mit HF, so dass als Nebenprodukt 7 entsteht.
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2,3'-Anhydro-1<2-desoxy-B-D-xylofuranosyl)-thymin (4)

3'-Desoxy-3'-chlor-thymidin (90 mg, 0-35 mMol) wird mit einer Losung von 0-357 n athanolischem
C,H,ONa (1 ml, 0-35 mMol) in DMF (10-5 ml) 1 Stunde auf 100° (Badtemperatur) erhitzt. Nach Zugabe
von Wasser (5 mi) wird mit Dowex 50 WX 8 (H ™} neutraiisiert, 1. Vak. eingeengt und der Riickstand
siulenchromatographisch an Celite?® 3° (40 g, Sdulendurchmesser 22 cm) mit Fliessmittel B getrennt.
Nach Abtrennung von 3'-Desoxy-2',3'-didehydro-thymidin (6) in den Fraktionen 2-10 (je 10 ml) erhlt man
aus den Fraktionen 2840 nach Umkristallisation aus 90-proz. Athanol 2,3'-Anhydro-1-(2-desoxy-B-b-
xylofuranosyly-thymin (gefunden: C, 53-7: H, 5-4; N, 12:3, Fiir C,(H,,;N,0, berechnet: C, 53-6; H, 54:
N, 12:5%], Schmp. 240° (Lit}® 230-231°27 241-242°2% 235-237°), Ausbeute 53 mg (72%).

3-O-Acetyl-thymidin (5)

3-O-Mesyl-thymidin (333 mg) oder 2,3’-Anhydro-142-desoxy -B-p-xylofuranosyl}-thymidin (224 mg,
1 mMol) wird in Acetonylaceton (35 ml) mit wasserfreiem KF (0-5 g) und Essigsiure (0-7 ml) 90 Min. auf
190° (Badtemperatur) erhitzt. Die dunkelrote Losung wird i. Vak. (Olpumpe) eingeengt, der Riickstand in
Wasser (5 ml) aufgenommen, mit Celite?® 3° (10 g) vermischt und siulenchromatographisch an Celite
(250 g, Saulendurchmesser 3 cm) mit Essigester/Cyclohexan/Wasser (6:4:2, obere Phase) aufgetrennt. Der
Riickstand der Fraktionen 45-90 (je 10 ml) wird aus Essigester mit Cyclohexan gefallt (170 mg, 60 9;) und
ergibt nach Umknistallisation aus Essigester 3'-O-Acetyl-thymidin [gefunden: C, 504; H, 5-8; N, 9-7. Fiir
C,,H,(N,0Oq4 berechnet: C, 50-7; H, 5-7; N, 9:9%], Schmp. 176° (Lit.2® 172-174°3! 176°), Misch-Schmp.
mit authentischer Substanz®' ohne Depression. UV-Absorption (H,0): /., 266, i,. 234 nm, (0-1 n
NaOH): Apax 266, 2 245 nm. Erwarmen von § mit &thanolischem C,H;ONa ergibt quantitativ Thymidin.

Hydrolyse der Nucleoside in n HCI

Das Nucleosid (2-3 mg) wird in n HCI (1 ml) in zugeschmolzener Ampulle auf 80° (Badtemperatur)
erwidrmt. In Abstinden von 2 Stdn. werden Proben (0-02 ml) abgenommen und auf Kieselgel-Diinnschicht
mit Fliessmittel B chromatographiert.

Der Nucleosidfleck wird ausgeschabt, mit Methanol (1-5 ml) eluiert, zentrifugiert und der Nucleosidgehalt
aus der Extinktion berechnet, wobei als Leerwert das Eluat einer gleichgrossen Kieselgelfliche in gleicher
Hohe dient.

Die Ergebnisse sind in Abb 1 wiedergegeben. Die Konzentrationsangaben sind Mittelwerte von Doppel-
bestimmungen. Es wurden folgende Extinktionskoeffizienten ,,, (in 1-Mol-cm ™) fiir 267 nm zugrundege-
legt: 3:9360;7:9970: 8:9450;'¢ Thymidin:9650:*? 1-B-pD-Ribofuranosyl-thymin :9700.33

Herm Prof. Dr. K. Repke danken wir fiir die stindige Forderung dieser Arbeit.
Unsere Mitarbeiter Frl. R. Wohlfeil und Herr K. Gaertner haben durch die sorgfiltige Durchfiihrung der
Expcrimente entscheidend zum Gelingen dieser Untersuchungen beigetragen.
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