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Die Darstellung von 3’-Desoxy-uridin (3) aus Uridin {iber 1 und 2 wird beschrieben. 3 ist
gegeniiber saurer Hydrolyse relativ stabil. 3 hemmt in vitro weder die DNS- noch die RNS-
Synthese von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen. Die Verbindung vermag Nucleosid-Phosphorylasen
nicht zu hemmen und wird durch diese Enzyme nicht gespalten.

Es ist bekannt, daB 3’-Desoxy-adenosin durch Einbau in die DNSU und RNS1-3
sowie durch die Senkung des Pools an Ribonucleotiden4 6 infolge Hemmung der
5-Phosphoribosylpyrophosphat-Bildung 7' cytostatisch wirkt. Wir haben daher das
3’-Desoxy-ribosid des Uracils (3’-Desoxy-uridin) (3) zur Priifung der Frage hergestellt,
ob dieses Nucleosid ebenfalls durch Einbau in die Nucleinsiuren und durch Hemmung
der Pyrimidin-Biosynthese biochemisch wirksam ist.

3’-Desoxy-uridin (3} wurde erstmals von Todd et al.® in geringer Ausbeute erhalien.
Sie konnten zeigen, daB bei der Umsetzung von 2.2’-Anhydro-1-[3-p-arabinofuranosyl]-
uracil mit Natriuméthylmercaptid iiberwicgend 1-[3-Athylmercapto-3-desoxy-$-p-xylo-
furanosyl]-uracil (2) entsteht, da bei Raney-Nickel-Behandlung des acetylierten Reaktions-
produktes neben 3 nur wenig 2’-Desoxy-uridin erhalten wird. Kiirzlich konntc 3 und dessen
a-Anomeres nach der Methode von Hilbert und Johnson aus 2.4-Dimethoxy-pyrimidin und
2.5-geschiitzten 3-Desoxy-B-p-ribofuranosylbromiden gewonnen werden®.

Wir haben zur Darstellung von 3 den in der Ubersicht skizzierten Weg eingeschla-
gen, der bei ertriglichem praparativem Aufwand die Entstehung von 2'-Desoxy-
uridin sowie von Anomeren sicher ausschlieBen sollte. Als Ausgangsprodukt diente
Uridin, das nach Fox1® in 3'-O-Mesyl-2’.5"-di-O-trityl-uridin (1) umgewandelt wurde.
1 wurde mit 15 Molaquivv. Natriumathylmercaptid in Dimethylformamid (DMF)
bei 140° umgesetzt und das Reaktionsgemisch anschliefend zur Abspaltung der
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Tritylschutzgruppen mit alkohol. Chlorwasserstoff behandelt. Man erhilt einen
dunkel gefiarbten Sirup, aus dem mittels Verteilungschromatographie an einer Celite-
Siule 2 im Gemisch mit zwei Nebenprodukten von dhnlichem chromatographischem
Verhalten (Mengenverhiltnis 3:1:1) isoliert wird. Letztere werden durch erneute
Fraktionierung an einer Kieselgelsiule abgetrennt, wobei chromatographisch ein-
heitliches und analysenreines 2 erhalten wird. 2 erweist sich papier- und diinnschicht-
chromatographisch in allen gepriiften FlieBmitteln mit einem nach 1. c.8 hergestellten
Vergleichspriparat als identisch.
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Der Hauptteil von 1 geht bei der Umsetzung mit Natriuméthylmercaptid jedoch
in 2.3’-Anhydro-1-[2".5'-di-O-trityl-$-D-xylofuranosyl]-uracil (4) iiber. Versuche mit
authentischem 410 ergeben, daB3 dieses weder unter den fiir die Umsetzung von 1
gewihlten Bedingungen noch unter saurer Katalyse!l!) mit Natriumithylmercaptid
reagiert. Wir nehmen daher an, daB 2 iiber einen direkten Sn2-Ersatz der Mesyloxy-
gruppe in 1 durch die Athylmercaptogruppe gebildet wird. Dagegen entsteht aus 4
beim Behandeln mit alkohol. Chlorwasserstoff (nach 1.c.10)) in geringer Menge
3’-Chlor-3’-desoxy-uridin (5). Dementsprechend ist eines der beiden Nebenprodukte 5.
Die optimalen Bedingungen fiir diese Reaktion haben wir jedoch nicht untersucht.
Die Struktur des anderen Nebenproduktes bleibt noch zu kldren.

Zur Uberfithrung in 3 wird 2 in Methylglykol/Athanol bei 95° mit einem ca.
25fachen Gewichtsiiberschu3 an Raney-Nickel behandelt. Uberleiten von Wasserstoff
unter Verwendung eines Vibrators ist hierbei zweckmiBig.

1) Uber sidurekatalysierte Reaktionen mit 2.3- und 2.2-Anhydro-nucleosiden: J. J. Fox
und N. C. Miller, J. org. Chemistry 28, 936 (1963): J. F. Codington, I. L. Doerr und
J. J. Fox, J. org. Chemistry 29, 558 (1964).
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Dic Untersuchung der Reaktionsldsung ergibt, dafl sich darin nur wenig Substanz befindet.
Der gréBte Teil wird von dem oberflichenaktiven Nickel festgehalten und kann davon durch
Waschen mit grofieren Mengen heilem Athancl nicht abgelst werden. Das Nickel muf$ bei 0°
mit verd. Schwefelsiure aufgeldst werden, um das Reaktionsprodukt in Freiheit zu setzen.
Nach Neutralisation und vollkommener Trockrung kann ¢s aus dem anorganischen Material
mit Athanol extrahiert werden.

Das Reaktionsgemisch enthilt aufler 3 nicht umgesctztes 2 sowie geringe Mengen
Uracil und Spuren Uridin, dic auf einer Kieselgelsdule aufgetrennt werden. Man
crhilt chromatographisch einheitliches 3, dessen physikalische Eigenschaften mit den
in der Literatur 8% angegebenen iibereinstimmen. Die Gesamtausbeute an 3, bezogen
auf Uridin, betragt 0.4%7.

3 ist gegeniiber saurer Hydrolyse recht stabil. Unter den von Garrett et al.12)
angegebenen Bedingungen (n HCl bei 80°) zerfillt es mit einer Halbwertszeit von
215 Stdn. und steht damit in seinem hydrolytischen Verhalten den Ribosiden wesentlich
niher als den 2’-Desoxy-ribosiden13). Diese Tatsache stiitzt die von Garrett vertretene
Hypothese iiber die Schutzfunktion der 2’-Hydroxylgruppe in Ribosiden gegeniiber
saurer Hydrolyse.

Bischemische Untersuchungen

3 hemmt in vitro weder die DNS- noch die RNS-Synthese von FEhrlich-Ascites-
Tumorzellen (gemessen am Einbau von [32P]Phosphat und [*H]Thymidin). Die Ver-
bindung hemmt die Thymidin-Phosphorylase (EC. 2.4.2.4) und Uridin-Desoxyuridin-
Phosphorylase (EC.2.4.2.3) nicht und wird durch diesc Enzyme nicht gespalten.
Auch die Phosphorylierung von Thymidin und Uridin mit Extrakten aus Ascites-
Tumorzellen wird durch 3 nicht beeinflufit.

Es kann angenommen werden, dal die mangelnde Wirkung von 3 auf die DNS-
und RNS-Synthese darauf beruht, daB die Zelle 3 nicht in das Nucleotid zu iiber-
fiithren vermag, d.h. die letale Biosynthese ausbleibt. Untersuchungen an zelifreien
Systemen mit synthetisch hergestellten Nucleotiden von 3 sind in Vorbereitung.

Herrn Prof. Dr. K. Repke danken wir fiir sein forderndes Interesse an dieser Arbeit.
Fiir groBe Einsatzbereitschaft bei der experimentellen Arbeit mochten wir Herrn K. Gaertner
unseren Dank aussprechen.

Beschreibung der Versuche

Diinnschichtchromatographie: Mit Kieselgel HF,54 (Merck, Darmstadt), Schichtdicke
0.20 mm, Steighthe 12—15c¢cm. Die Substanzen wurden im UV-Licht durch Fluoreszenz-
16schung lokalisiert.

Papierchromatographie: Absteigend auf Papier Schleicher & Schiill Nr. 2043b. Die Sub-
stanzen wurden durch ihre UV-Absorption lokalisiert.

Flief- bzw. Elutionsmittel: A = Essigester/lsopropylalkohol/Wasser (12:1: 6); B = Chloro-
torm/Methanol (9:1); C = wie B (92:8); D — Chloroform/96 proz. Athanol (8:2); E =
Benzol/96proz. Athanol (8:2); F = n-Butanol/Eisessig/Wasser (5:2:3); G — n-Butanol/
Wasser (86 :14).

12} E, R. Garrett, J. K. Sevdel und A. J. Sharpen, J. org. Chemistry 31, 2219 (1966),
13 K. E. Pfitzner und J. G. Moffatt, J. org. Chemistry 29, 1508 (1964).
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UV-Spektren wurden mit dem selbstregistrierenden Spektralphotometer Beckman DK-2
aufgenommen .

Rr-Werte
. . Diinnschicht-
Papierchromatographie .
Verbindung FlieBmittel Chg?;;;?ﬁ{gf hie
F G D

1-[3-Athylmercapto-3- 0.73 0.52 0.41
desoxy-B-p-xylofuranosyl]-
uracil (2)
Nebenprodukt

Fraktion I 0.73 0.51 0.46
3’-Chlor-3’-desoxy-uridin (5) 0.73 0.52 0.32
3’-Desoxy-uridin (3) 0.60 0.30 0.17
2’-Desoxy-uridin 0.58 0.28 0.13
Uracil 0.55 0.34 0.28
Uridin 0.47 0.19 0.09

1-[3- Athylmercapto-3-desoxy-B-D-xylofuranosylj-uracil (2): 8.30 g 110 werden in 125 ccm
trockenem DMF gel6st und unter Rithren mit 8.30 g NaSC,Hs versetzt. Das Gemisch wird
insgesamt 20 Stdn. unter Ny auf 140° erhitzt, wobei nach 8 Stdn. weitere 4.00 ¢ NaSC,Hs
zugesetzt werden. AnschlieBend destilliert man das DMF i. Olpumpenvak. weitgehend ab
und nimmt den verbleibenden dunkelbraunen Sirup in 600 ccm absol. Athanol auf. Die
alkohol. Losung wird bei 0° mit Chlorwasserstoff gesittigt und danach 30 Min. unter Riickflul
erhitzt. Das Athanol wird i.Vak. abdestilliert. Der sirupdse Riickstand (18 g) wird in ca.
7 cem der unteren (wiBr.) Phase von FlieBmittel A gelost, an 25 g Celite 14 adsorbiert und an
einer Celite-Sdule (Durchmesser 30 mm, Fiillung mit 350 g Celite) chromatographiert.
Elutionsmittel: obere Phase von A, 4.5 ccm/Fraktion. Der Verlauf der Trennung wird diinn-
schichtchromatographisch verfolgt. Die Fraktionen 17 —123 werden vereinigt und i.Vak.
zur Trockene eingeengt. Man erhilt 0.95 g braunen, glasigen Schaum, der in Methanol/Wasser
(4 :1) gelsst und mit ca. 100 mg Aktivkohle entfiarbt wird. Nach Einengen der Losung i. Vak.
werden 0.72 g Rohprodukt erhalten. Die Rohprodukte von vier derartigen Ansétzen (2.8 g)
werden zusammen in Chloroform gelost, die Losung mit ca. 20 g Kieselgel (0.2--0.5 mm,
Merck, Darmstadt) versetzt und das Chloroform i.Vak. abdestilliert. Das so am Kieselgel
adsorbierte Produkt wird auf eine Dreistufensiule (Durchmesser 18, 27 und 35 mm, Stufen-
hohe je 350 mm) gebracht, in die zuvor 250 g Kieselgel mit FlieBmittel B eingeschlammt
wurden. Elutionsmittel C, 3.5 ccm/Fraktion. Der Verlauf der Trennung wird diinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Die Fraktionen 296 —359 (1), 370—464 (11) und 500—630 (111)
enthalten drei verschiedene, chromatographisch einheitliche Substanzen. Nach Einengen
i.Vak. werden erhalten:

Aus I: 0.45 g einer nicht niher untersuchten Substanz vom Schmp. 193 —194° (aus Athanol).
[2]3: —13.9° (¢ 1.22, Hy0). UV (H20): Apax 260 nm, Apiy 229.5 nm.

Gef. C49.85 H4.71 N 11.31

Aus I11: 0.38 g 3’-Chlor-3'-desoxy-uridin (5) als glasiger Schaum. [«]#: -+25.7° (¢ 1.52, H,0).
UV (H20): Apax 262 nm (g% 11 150), Appin 231 nm (g, 3 300).
CoH;1CIN,O5 (262.7) Ber. C41.15 H4.22 C113.50 N 10.67
Gef. C40.92 H5.18 C113.74 N 10.68
*) Wir danken Herrn Dr. J. Malur, physikalisch-chemisches Laboratorium unseres Instituts,

fir die Aufnahmen der Spektren.
14) Produkt der Firma Johns-Manville Corporation.
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Aus I1: 1.24 g 2 als glasiger Schaum. UV (H20): hyax 262 nm (Epax 12 300), hpin 231 nm
(Emin 3 300).
Ci1HigN20sS (288.3) Ber. C45.82 H5.59 N9.72 Gef. €45.43 H6.0l N9.79

Durch Aufarbeiten aller Zwischenfraktionen werden noch 0.10 g 2 erhalten. Gesamtausb.
1.34 g (11%).

3'-Desoxy-uridin (3): 1.20 g 2 werden in 75 cem Methylglykol/Athanol (75 : 30) geldst und
ca. 20 g frisch bereitetes Raney-Nickel15) zugegeben. Die Suspension wird unter Verwendung
eines Vibrators in einer Hj-Atmosphire 3 Stdn. auf 95° (Innentemperatur) erhitzt. Danach
werden weitere 10 g Raney-Nickel zugefiigt und das Erhitzen noch 2 Stdn. fortgesetzl.
Nach dem Abkiihlen wird das Nickel abgesaugt und bei 0° 1 Stde. mit ca. 2» H,SO, geriihrt.
Das ungeltste Nickel wird abgetrennt, mit Wasser ausgewaschen und nochmals 2 Stdn. mit
ca. 3n H,804 behandelt. Die vereinigten Filtrate werden mit NaHCOj neutralisiert, 1. Vak.
zur Trockene eingeengt und mehrfach mit absol. Athanol nachdestilliert. Der getrockncte
und pulverisierte Riickstand wird so lange mit 96proz. Athanol extrahiert, bis im Filtrat
keine UV-Absorption mehr vorhanden ist. Die Alkoholextrakte werden i. Vak. zur Trockene
eingeengt. Der Riickstand (0.73 g) wird in wenig Chloroform geldst, an 7 g Kieselgel (0.05 bis
0.2 mm) adsorbiert und in einer Kieselgelsdule (Durchmesser 23 mm, 120 g Kieselgel) mit
Elutionsmittel E aufgetrennt, 1.6 ccm/Fraktion. Die Fraktionen 510—714 werden vereinigt
und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Rohausb. 0.21 g (22%). Nach Umkristallisieren aus 3 ccm
Mcthanol werden 0.14 g (159,) 3 vom Schmp. 178 —179° (Lit.: 178°%), 178 —179°9) erhalten.
[o]32: +25.4° (¢ 1.38, Hx0), (Lit.9: +-25° [¢ 1.02, Ha0D). UV (H20): Apux 263 nm (Emax
10 300), Amin 231 nm (gpyi, 2100).

CoH2N2Os (228.2) Ber. C47.37 H5.30 N 12.28 Gef. C47.07 H 5.45 N 12.05

Biochemische Uniersuchungen: Die DNS- und RNS-Synthese der Ascites-Tumorzellen in
vitro wurde im wesentlichen nach frither beschriebenen Methoden16.17 untersucht mit der
Abidnderung, daB die GroBe der Versuchsansidtize nur 0.3 cem, entsprechend 10 mg Zellen,
betrug und bei 32P-Phosphat-Versuchen die DNS mit 10proz. NaCl-Lasung (1 Stde. bei 100°)
extrahiert wurde. Die Zusammensetzung der Enzymansitze zur Untersuchung der Phos-
phorylierung von Thymidin und Uridin entsprach im wesentlichen den Angaben von Behki
und Schreider1®). Die phosphorylierten Produkte wurden papierchromatographisch nach-
gewiesen (fiir Thymidin-Phosphate im FlieBmittel Athylacetat/Ameisensiure/Wasser =
12:1:7 und fiir Uridin-Phosphate im FlieBmittel Isopropylalkohol/Ammoniak/Wasser ==
T:1:2v/v).

15) X. A. Dominguez, I. C. Lopez und R. Franco, 3. org. Chemistry 26, 1625 (1961).

16) P. Langen und E. Lif3, Biochem. Z. 335, 187 (1961).

10 P, Langen und K. Repke, Acta biol. med. german. 17, K15 (1966).

18) R. M. Behkiund W. C. Schneider, Biochim. biophysica Acta [Amsierdam] 68, 34 (1963).
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