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ABSTRACT

Periodate oxidauon converted adenosine, guanosine, cytidine, and uridine nto
the correspcading dialdehydes No free diaidehydes are present in solution, but
several hydrated species occur (1 r and n m r) In the solid state, the dialdehydes are
completely polymenized The m s molecu'ar peaks corre:ponding to the free dial-
dehydes were of very low intensitv The cd spectra of adenosine- and cytidine-
dialdehyde showed heavily diminished Cotton effects 1o comparison to the parent
nucleosides For unaine-dialdehvde, the signal 1atensity of the strongest transition
was dinunished by about one half, indicating a looser structure allowing free rotation
of the base By contrast, the cd <«gnal of guanosine-dialdehvde was increased,
indicating self-associauon of oligomers The nucleoside-dialdehydes gave, with
hydrazides, morpholine derivatives, which possess rigid, stable structures (c d )

ZUSAMMENFASSUNG

Adenosin, Guanosin, Cvudin und Urndim wurden mit Perjodat zu den
entsprechenden Dialdehyden umgesetzt Ir- und N mr-Spektren zeigen, daB in
Losung keine freien Dialdehyde sendern verschiedene hydratisierte Formea vorliegen
und daB sie 10 festem Zustand vollig polvmer sind Die Massenspektren ergeben
Molekul-Peaks der freien Dialdehyde von sehr gernger Intensitat Die C d -Spehtren
wetsen 1m Vergleich mit den Nucleosiden ber Adenosin- und Cytidin-Dialdehyd stark
verringerte Cotton-Effekte auf, ber Undin-Dialdehyd ist die Intensitat des stirksten
Signals etwa auf die Hilfte reduziert Dies zeigt beweglichere Strukturen an, zum
Beispiel mit freter Rotauon der Base Dagegen 1st ber Guanosin-Dialdehyd das C d -
Signal verstdrkt, was Assoziation der Ohgomeien vermuten liBt Reaktion der
Nucleosid-Dialdehyde mit Hydraziden fuhrt zu Morpholin-Dernaten, die nach
thren C d -Spektren starre stabile Strukturen haben

EINLEITUNG

Schon bald nach der Entdechung der Perjodatoxydation durch Malaprade’
erlangte die Spaltung von a-Glycolen zu Aldehyden und Ketonen groBe analytische
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Bedeutung Bedingt durch den quantitativen und emheithchen Reaktionsveriauf
wurde die Perjodatovydation zu einer wichtigen Hilfe 1n der Kohlenhydrat-2,
Nucleosid-3~% und Nucleinsaurechemie® Trotzdem wei man noch recht wenig uber
die Reaktinnsprodukte, die Dialdehyde”™ Phanomenologisch st schon lange bekannt,
daB die Dialdehyde mit groBer Sicherhert nicht als solche vorliegen, da 1hre Ir-
Spektren heine Carbonyibanden zeigen®~'* Ferner lassen sich auch durch polaro-
graphische Studien leine Aldehydgruppen nachweisen’ ® Gegenuber Carbonyl-
reagentuen zeigen die Dialdehyde ebenfalls recht unterschiedliche Verhaltens-
weisen'*'® Bis heute st es noch nicht gelungen den freien Dialdehyd einss Zuchkers
oder Nucleosids aus wassrigen Losungen zu 1solieren, sondern immer nur Substanzen,
deren I r -Spektren fre1 von Carbonylbanden sind? '9-!2

In dieser Arbeit wird uber die Darstellung und die spektroshopischen Eigen-
schaften der du-ch Perjodatoxydation erhaltenen Dialdehyde von Adenosin!® '7,
Guanosin, Cytidin und Undin berichtet

ERGEBNISSE

Darsteliung der Nucleosid-Dialdeln de — Die Isolierung des Adenosin-Dialdehyds
(Sb) wurde auf die von uns fruher beschriecbene Weise durchgefuhrt'#, die begunstigt
wird durch die Schwerloslichkeit des Produktes 1o haltem Wasser Ber der Perjodat-
ovydation von Guanosia (id) tritt jedoch nach der Reaktion so starke Gelierung aul,
daB sich ber emer Konzentration von 2% ein vollig steifes Gel bildet Urnidin-
Dialdehvd (Sh) dagegen st sehr leicht wasserloslich und [alit auch 1n hoher Konzen-
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tration nicht aus, was ber Cytidin-Dialdehyd (5f) jedoch der Fall ist Bei allen drei
letztgenannten Produkten ist es sinnvoll, die Hauptmenge an Perjodat und Jodat durch
Zugabe von Athanol auszufdllen Im Falle von Uridin-Dialdehyd (Sh) st es not-
wendig in remer alkoholischer Losung zu arbeiten Be: all diesen Aufarbeitungen st
zu bedenken, daB die Dialdehyde 1n alkoholischer Losung Halbacetale bilden'®,
welche durch Nachbehandiung mit Wasser wieder in die hydratisierten Dialdehyde
uberfuhrt werden konner Durch Eimengen una Gefriertrocknen erhdlt man die
hydratisierten Dialdehyde Nach Trocknen der Reakuonsprodukte zeigen die
Dialdehyde die in Tabelle I angegebenen Hydratisierungsgrade

Alternatny hierzu wurden die Nucleosid-Dialdehyde mit freier Perjodsdure
oxydiert Zur Entfernung von Perjodsiure und Jodsaure wurde die Reaktionslosung
mut emmem Anionenaustauscher 1n der Hydrogencarbonatform behandelt Da dicse
Methode ber der Oxydation der 1,5-Anhydroalditole verwendet wurde'®, soll hier
nicht niher daraufi eingegangen werden

D:e isoherten Festhorper zeigen unter dem Mikroskop ewmen amorphen
Habitus und besitzen die [ur polymere Substanzen typischen gewolbten Bruchflichen

Spehtren — Wie schon fruher fur Adenosin-Dialdehyd (5b) gefunden wurde !4,
so zeigten auch die ubngen Produkte 1n ihren I r -Spektren kein Anzeichen fur eine
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Abb 1 Tr-Spektren der Nuclzoside Adenosin (1b), Guanosin (1d), Cyudin (If) und Undin (1h)
[oben], und der entsprechenden Nucleosid-Dialdehyde Sb, 5d, 5f und 5h [untea]
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Abb 2 C d-Spektrer 1n 0,1M Natrniumformiat-Puffer (pH 3 0) von (A) Adenosin (I1b) Adenosin-
Dialdehyd (3b-5h), AMP (1a) und AMP-Dialdchyd (3a-5a) (B) Guanosin (1d), Guanosin-Dialdehyd
(3d-5d), GMP (1c) und GMP-Dialdehyd (3c-5¢) (C) Cyudin (if), Cyudin Dialdehyd (3f-50),
CMP (ie) und CMP-Dialdehyd (3e-5e) (D) Undin (Lh), Undin-Dialdehyd (3h-5h), UMP (ig) und
UMP-Dialdehyd (3g-5g)
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Carbonylgruppe (~1725cm™!) bzw. Absorptionen fiir Aldehydprotonen (~2855,
2740 cm™!'). Dagegen werden bei allen Dialdehyden starke, fiir polymerisierte
Dialdehyde charakteristische breite Banden um 1100 cm™! beobachtet, die von
Atherbindungen C-O-C herrithren und die Feinstrukturlinien der Nucleoside in
diesem Bereich iiberlagern (Abb. 1, 5b, 5d, 5f und 5h).

Fithrt man die Perjodatoxydation der Ribonucleoside und -nucleotide in
Deuteriumoxyd durch und nimmt anschlieBend ihre N.m.r.-Spektren auf, so kénnen
keine Signale erhalten werden, die auf Aldehydprotonen schlieBen lassen. Die N.m.r.-
Spektren der isolierten Nucleosid-Dialdehyde lassen ebenfalls keine Aldehydgruppen
erkennen. Infolge der Zerstérung der Asymmetriezentren an C-2’ und C-3’ tritt im
Bereich der Zuckerprotonen eine sehr starke Verbreiterung der Signale auf, da durch
Acetalisierung bzw. Cyclisierung vier neue Isomere entstehen kénnen, die fiir diese
Strukturvielfalt verantwortlich sind. Die von der D-Ribose stammenden Protonen
waren gegeniiber den Protonen ihrer Ausgangsnucleoside generell zu niedrigeren
Feldstiarken verschoben. Beim Vorliegen der gedffneten Strukturen 2 und 4 sollten
dagegen scharfe Signale erhalten werden, da hier keine neuen Isomeriezentren vor-
liegen.

Im Gegensatz zu den bisher besprochenen spektroskopischen Untersuchungen
erhdlt man von den Perjodatoxydationsprodukten unter massenspektroskopischen
Bedingungen (>200°, 10~ % Torr) Molekiilsignale fiir die freien Dialdehyde von sehr
geringer Intensitdt (1,5-4,5%) bezogen auf das Basissignal, reprisentiert durch die
jeweilige Base (Tabelle I).

Die U.v.-Spektren der Dialdehyde in wissrigen Losungen geben ebenfalls
keine Hinweise auf freie Carbonylgruppen und zeigen gegeniiber den Nucleosiden
keine wesentlichen Verdnderungen an (Tabelle I).

Vergleicht man dagegen die C.d.-Spekiren der Ribonucleoside und Ribo-
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Abb. 3. C.d.-Spektren der Morpholin-Derivate 7b, 7d, 7f und 7h, in 0,1nm Natriumformiat-Puffer
(pH 3,0). :
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nucleotide mit ihren perjodatoxydierten Produkten, so wurde ein fast volliges
Erloschen der C.d.-Signale nach der Spaltung der 2’,3’-Bindungen bei Adenosin-
5’-phosphat-Dialdehyd (3a-5a), Adenosin-Dialdehyd (3b-5b), Cytidin-5'-phosphat-
Dialdehyd (3e-5e) und Cytidin-Dialdehyd (3f-5f) (Abb. 2) beobachtet. Bei Uridin-
5’-phosphat-Dialdehyd (3g-5g) und Uridin-Dialdehyd (3h-5h) fiel das Hauptsignal
um etwa die Hilfte ab, wiihrend bei Guanosin-5’-phosphat-Dialdehyd (3¢~5c) und
Guanosin-Dialdehyd (3d-5d) ein verstdrkter negativer Cotton-Effekt beobachtet
werden konnte.

TABELLE 11

DUNNSCHICHTELEKTROPHORESE VON RIBONUCLEOSIDEN UND -NUCLEOTIDEN UND
DEN DURCH PERJODATOXYDATION ERHALTENEN DIALDEHYDEN?

Verbindung Relative Mobilitat bezogen auf 2g-5g
AMP r1a) 0,24 (+)
2a-5a 0,79 (+)
GMP (1c) 0,35 (+)
2¢-5c¢ 0,79 (+)
CMP (1e) 0,23 (+)
Ze-Se 0,77 (+)
UMP (1g) 0,48 (+)
2g-5g : 1,0 (+)
Relative Mobilitit bezogen auf 1f
Adenosin (1b) 0,56 (<)
2b-5b 0,56 (+)
Guanosin (1d) 0,41 ()
2d-5d 0,84 (+)
Cytidin (If) 1,0 ()
2f-5¢ : 0,36 (+)
Uridin (1h) 0,59 (—)
2h-Sh 0,94 (+)

aIn 0,1M Natriumhydrogensulfit-Puffer?® (pH 4,7).

TABELLE 111

DUNNSCHICHTELEKTROPHORESE DER MORPHOLINDERIVATE 7a-7h*®

Derivat _ Relative Mobilitit®
Ta 0,1 (—)
Tc 0,03 (+)
Te 0,23 (—)
g : : 0,19 (+)
7b 0,39 (—)
7d 0,27 (-)
71 0,75 (—)
7h 0,33 (—)

°In 0,1M Natriumformiat-Puffer (pH 3,5) auf Cellulose (Merck). *Bezogen auf 6 [1,0 (—)].
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Reaktion der Nucleosid-Dialdehyde mit Hydraziden und Hydrogensulfit — Bringt
man die Dialdehyde mut elnem Carbonsiurehydrazid, z B Isonicotinsdurehydrazid
(6), zur Reaktion, so werden Morpholinderivate (7) gebildet, die eine definierte
Struktur besitzen'4'7 ?° Djese Fixierung emner bestimmten Struktur macht sich
deutiich mn den C d -Spektren bemerkbar (Abb 3) Im Gegensatz zu den Carbon-
siurchydraziden reagieren die Dialdehyde mut 2,4-Dinitrophenylhydrazin zu den
Dihydrazonen!5 Wie aus den dunnschichtelektrophoretischen Daten hervorgeht,
bilden die hydratisierten Dialdehyde Hydrogensulfitaddukte wie die normalen
aliphatischen Aldehyde (Tabelle 1)

DISKUSSION

Die hier wiedergegebenen Ergebnisse decken sich mut der bekannten Tatsache,
daB aliphatische Dialdehyde in Gegenwart von Wasser sehr leicht polymensieren?!
Jungste N m r.-Untersuchungen an Glutardialdehyd?? und dem Perjodatoxydations-
produkt von 1,5-Anhydropentitol !° bestatigen dies ebenfalls So hegt Glutardialdehyd
bet 25° zu 85% n cyclischen Formen vor, die durch konzentrationsabhangige
Gleichgewichte m.teinander verbunden sind?? Im Fall der 1,5-Anhydropentitole
wird nach der Perjodatspaltung ein Strup i1soliert, der polymensiert 1st und infol-
gedessen keine Reaktionen mit p-Nitrobenzoyichlond und 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin gibt!®

Fasst man die geschulderten Ergebnisse zusammen, so ergibt sich folgendes
Bild CTx; 7 =rt mar das cis-Diol des p-Ribosids (1) mit Perjodat, so hydratisiert der
entstehenii~ , .._dehvd (2) sofort unter Bildung von Hemiacetalhydrat (3), wenig
dihydratisiertem Dialdehyd (4) und Oligo- bzw Polymeren (8), wobei 3 und 5 durch
die Bildung von Sechsringen energetisch begunstigt sein durften Das Vorhiegen
derartiger Strukturen erkldrt auch die Abwesenheit von Aldehvdgruppen in der
Losung (N m r ) wie im festen Zustand (T r ) Im festen Zustand liegt ausschlieBuch S
vor, da die 1solierten Produkte im Hochvakuum ber 80° thr Kristallwasser verlieren
und formale Elementaranalysen fiir die freien Dialdehyde geben, ihre Ir- und
N m r -Spektren aber unverandert bletben Zwischen den einzelnen Formen 3,4 und 8§
bestehen Gleichgewichte, die von Temperatur, pH und Koonzentrauon abbhangig sind
Die Losbhchkeit nimmmt mit steigender Temperatur und mt fallendem pH-Wert zu,
und ber erhohter Konzentration verschiebt sich das Gleichgewicht zu Gunsten von §

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgememe Methoden — Fur die Dunnschichtelektrophorese wurde die
Apparatur von Desaga (Heidelberg) verwendet Die U v -Spektren wurden mit einem
Shimadzu UV-200 aufgenommen, die Extinktionswerte an emem Zeiss PMQ U
Spektrophotometer bestimmt. Fiir die Aufnahme der N m r -Spektren wurde das
Gerdt Bruker HX-60 verwendet, sie erfolgte, wenn nicht anders angegeben, ber 23°
In [2Hg]MeSO wurde Me Sy, 1n D,0 Natnum ([2,2,3,3-2H,Jtnmethylsilyl)propionat
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als nterner Standard verwendet Die Massenspektren wurden an einera MS-9-Gerat
(AED aufgenommen (GMBF, Braunschweig-Stockheim) Die C d -Spektren wurden
mit emnem Cary 61-Spektrometer ber 23° aufgenommen

Adenosin-Dialdehyd (5b) — Natrium-metaperjodat (9,72 g, 45,48 mmol) wird
in Wasser (150 ml) gelost Unter Eiskuhlung und Ruhren gibt man portionsweise
Adenosin (12,15 g, 45,46 mmol) zu, welches dabe1 vollstindig in Losung geht Nach
15 mun wird das Kiltebad entfernt und ber Raumtemperatur 6 h weitergeruhrt Der
weie Niederschlag wird abgenutscht und mut Eiswasser jodatfre: (Jodatprobe
JO7 +5J"+6H" — 3J,+3H,0) gewaschen Durch Konzentration der Mutter-
lauge in vacuo ber 25-30° auf 100 ml kann eine weitere Fraktion gewonnen werden
(Ausbeute 10,6 g, 88 %), (s Tabelle I)

Guanosin-Dialdelnd (8d) — In Wasser (1000 ml) wird Natrium-metaperjodat
(2,1 g, 10 mmol) gelost und anschlieBend unter Ruhren Guanosin (2,83 g, 10 mmol)
zugesetzt Nach 4-5h Reaktionszeit ber Raumtemperatur i1st die Losung klar
geworden und man bewahrt dea Ansatz 24 h ber 4° auf Nach Konzentration der
Losung (7 tacuo ber 25-30° auf ~ 300 ml setzt man Athanol (1000 ml) zu und fallt
somt den groBten Teil der anorganischen Salze aus Der Niederschlag wird abgesaugt
und Jdas Filtrat n tacuo ber 25-30° auf 50 ml eingeengt und uber eine Ion-Retardauon-
Resin-Siule (20x6cm, AG I A-8, >0-100 mesh, Bio-Rad) gegeben Falls die
Losung zu gel-artig ist, verflussigt man etwas durch Alkoholzugabe Die jodatfreien
Eluate (Jodatprobe) werden eingeengt und mehrfach unter den oben genannten
Bedingungen mit Wasser emaeengt Das Guanosin-Dialdehyd geliert daber aus und
wird lyophilis ert (Ausbeute 24 g, 76%%), (s, Tabelle I)

Civtidin-Dialdelyd (S1) — In Wasser (100 ml) wird Natrium-metaperjodat
(4,87 g, 22,75 mmol) gelost und 1m Dunkeln unter Eiskuhlung und Ruhren portions-
weise mut Cyudin (5,33 g, 22,75 mmol) versetzt Nach 15 min wird das Kuhblbad
entfernt und der Reaktionsansatz uber Nacht ber Raumtemperatur aufbewahrt
Danach fugt man Athanol (200 ml) hinzu, wober der groB8te Teil des Natriumjodats
ausgefallt wird Die verbleibende Losung wird in vacuo bei 25-30° auf 30 ml elngeengt
und 4 h ber 4° aufbewahrt Der weie Niederschlag wird abgesaugt und mit wenig
kaltem Wassear jodatfrer gewaschen (Ausbeute 4,6 g, 73%) (s, Tabelle I)

Uridin-Dialdehyd (5h) — In Wasser (80 mi) wird Natnium-metaperjodat
(9,0 g, 42 mmol) gelost und unter Exskuhlung mut Uridin (9,77 g 40 mmol) versetzt
Nach 15 min wird die kuhlung entfernt und der Reaktionsansatz 6 h ber Raum-
temperatur aufbewahrt AnschhieBend kuhlt man 2 h ber 0° und »augt das dabei
ausfallende Natriumjodat ab Uber Nacht falit ber 4° eine weitere Jodatfraktion aus
Durch diese Ausfillung werden 7,4 g (89%) Jodat entfernt Zur Mutterlauge gibt
man etwa das gleiche Volumen Athanol Dersich bildende Niederschlag wird abgesaugt
und das Filtrat iz vacue ber 20-30° auf 30-40 ml emngeengt und mit dem gleichen
Volumen Athanol versetzt Nach zwer Tagen Aufbewahrung ber 4° wird abgesaugt
und die Losung fast bis zur Tockne wz tacue eingeengt Der Ruchstand wird 1n
Athanol (150 ml) aufgenommen und ~ eine Woche be14° aufbewahrt Nach Filtration
durch ein feines analytisches Filter wird stark eingeengt und m Wasser (100 ml)



84 F HANSSKE, F CRAMER

aufgenommen, auf 50° erwdrmt und mr racuo eingeengt Zweimal wird noch
Wasser (70 ml) aufgenommen und mn vacuo stark eingeengt AnschlieBend erfolgt
Lyophifisation (Ausbeute 6,7 g, 62%%), (s Tabelle I)

Stammlosungen perjodatovydierter Nucleoside und Nucleotide — Fur Unter-
suchungen 1m analytischen Mafstab verwendet man 10mM Losungen perjodat-
oxydierter Nucleoside Diese werden durch die Reaktion dquimolarer Mengen
Perjodat mut dem enisprechenden Nucleosid dargestells (Tabelle 1) Im Falle der
perjodatoxydierten Nucleoude vereinigt man ber Bedarf gleiche Volumina 20mM
Nucleoudlosung una 20m» Natnumperjodatlosung und bewahrt die Losung ber 4°
auf (Tabelle IT)

Reaktion perjodatoxidierter Nucleoside nut Hydraziden im  analytischen
Mafstab — Aquivalente Mengen der oben beschriebenen 20ms Nucleosid- oder
Nucleotid-Dialdehyd-Losungen werden mit etner 20mn Losung von Isonicotinsdure-
hvdrazid zur Reaktuion gebracht Nach 4 h Reaktion ber 23° wird dunnschicht-
elehtrophoretisch 1n den Systemen Cellulose(Merck)-0,1M Ammoniumformiatpuffer
(pH 3,5) und Sibcagel (Woelm)-0,1M Natrmumeritratpuffer (pH 6,5) aufgetrennt
(Tabelle 111) Nach Elution der Reaktionsprodukte mit 0,1m Natriumformiatpuffer
konnten so die 1In Abb 3 wiedergegebenen C d -Spektren erhalten werden Bel
Verwendung saurer Hydrazidlosungen wird die jodathaltige Losung vor der Zugabe
des Hydrazids mut einem aminfrelen Puffer auf pH 6-7 eingestelit (um starker sauren
Bereich wird das Hydrazid durch Jodat zur Carbonsdure umgesetzt)
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