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Da Biosyntheseuntersuchungen gezeigt haben, daB der Aminocarboxypropylrest des Nucleosids 
,,X (1 a) von S-Adenosyl-L-methionin (2) stammt, 2 aber auch als Donor von Methyl-, Amino- 
propyl- und Carboxypropylresten fungieren kann, haben wir die beiden noch unbekannten 
Uridinderivate 1 b und 1 c iiber N-3-Alkylierung von 2’,3’-O-Isopropylidenuridin und anschlidende 
Abspaltung der Schutzgruppen dargestellt. 1 a -c wurden durch 13C-NMR-Spektroskopie 
charakterisiert. Im Gegensatz zu den UV-Spektren zeigen die ‘H-NMR-Spektren dieser Ver- 
bindungen eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert. 

3-Deamino- and 3-Decarboxy-Derivatives of the Nucleoside ,,X“ 
Since biosynthetic investigations have shown that the aminocarboxypropyl side chain of the 
nucleoside ,,X” (1 a) comes from S-adenosyl-L-methionine (2) and that compound 2 can also 
function as a donor of methyl-, aminopropyl- and carboxypropyl-groups, we have synthesized 
the two unknown uridine derivatives l b  and l c .  The latter compounds were obtained via N-3- 
alkylation of 2,3’-O-isopropylideneuridine followed by removal of the protecting groups and 
characterized by 13C NMR spectroscopy. In contrast to the UV spectra the ‘H NMR spectra of 
l a - c  show a strong dependence on pH. 

Seltene Ribonucleoside, die hauptsachlich in Transfer-Ribonucleinsauren gefunden werden, 
entstehen fast ausschlieDlich durch enzymatische Modifikation am intakten Polynucleotid I) .  

Uns interessieren speziell Nucleosid-Abkommlinge, die Aminosaurereste enthalten und hier das 
Nucleosid ,,X (1 a), das in Position 47 im variablen Loop von Escherichia coli-tRNAPhc gefunden 
wird 2-4). Dieses an N-3 durch a-Aminobuttersaure alkylierte Uridin-Derivat eignet sich aufgrund 
seines reaktiven Aminosaurerestes zur Einfuhrung von photolabilen, spinmarkierenden oder 
antigenmarkierenden Gruppen in Nucleinsauren 5 .  ’). 

Durch in vitro-Biosyntheseuntersuchungen konnte gezeigt werden, daD der Aminocarboxy- 
propylrest in 1 a vom S-Adenosyl-L-methionin (2) ubertragen wird, denn 14C-markierte Amino- 
carboxypropylreste in 2 werden nach enzymkatalysierter Reaktion als Seitenkette im Nucleosid 
,,X (1 a) gefunden ’). Neben dem seltenen Pyrimidinnucleosid , , X  wurde unlangst auch ein 
Purinderivat mit Aminocarboxypropylseitenkette (Discadenin) 8’ isoliert. Das Auftinden der- 
artiger Biosyntheseprodukte zeigt, dal3 neben dem HauptweL der ubertragung der Methylgruppe, 
auch der intakte a-Aminocarboxypropylrest von der Sulfoniumverbindung 2 transferiert werden 
kann. 

Acyliert man l a  im Polynucleotidverband von E .  coli-tRNAPhe, so fallt auf, dal3 die Reaktion 
nicht stochiometrisch erfolgt. Diese Befunde lassen eine Heterogenitat der tRNA-Sequenz in 
Position 47 vermuten. Eine Heterogenitat in dieser Position kann entweder auf das Ausbleiben 
der Alkylierung an N-3 des Uridinnucleotids oder die Ubertragung von Methyl-, Carboxypropyl- 
oder Aminopropylresten von 2 zuruckgefiihrt werden. Wie durch Biosynthese von biogenen 
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Aminen wie Spermidin belegt ist, kann 2 als Donor von Aminopropylresten fungieren ’- ’ ”, 
denn S-Adenosyl -L-methionyldecarboxylase kann die Aminosaureseitenkette in 2 vor der Uber- 
tragung decarboxylieren. Daruberhinaus ist auch die Ubertragung von Carboxypropylresten 
denkbar, die nach reduktiver Desaminierung aus Methionylresten gebildet werden konnen. Wir 
haben im Hinblick auf derartige Biosyntheseprodukte und zur Darstellung von modifizierten 
Nucleotidsequenzen des Extraloops die Uridinderivate 1 b und 1 c synthetisiert und in ihren 
Eigenschaften mit dem Nucleosid 1 a verglichen. 

““p3 
O X 0  

31 
b 
C 

HO OH 2 

R 

-C02CzHs 
-NHB z 
-NPhth 

N-3-(3-Carboxypropyl)- (lb) und N-3-(3-Aminopropyl)uridin (lc) 

Wird 2’,3’-O-Isopropylidenuridin mit 4-Brombuttersaure-ethylester in Dimethyl- 
formamid alkyliert und nach Abdampfen des Losungsmittels im Hochvakuum der olige 
Reaktionsruckstand an Kieselgel (Chloroform/Ethanol) aufgetrennt, so erhalt man eine 
Hauptsubstanz, die nach dem Abdampfen des Losungsmittels glasig anfallt. Nach der 
Elementaranalyse handelt es sich bei der chromatographisch einheitlichen Verbindung 
um ein Monoalkylierungsprodukt (34. Es zeigt im ‘3C-NMR-Spektrum die Signale des 
2’,3‘-O-Isopropylidenuridinrestes und daruber hinaus vier Signale der neu eingefuhrten 
Seitenkette. Durch Vergleich der -NMR-Spektren von 3a und 4-Brombuttersaure- 
ethylester werden die Seitenkettensignale wie folgt zugeordnet : 6 = 14.05 (Ester-CH,), 
22.54 (P-CH,), 31.08 (a-CH,) und 59.77 (Ester-CH,). Das NCH,-Signal konnte nicht 
zugeordnet werden, da es mit einem der DMSO-Sibale zusammenfiel. 

Hydrolyse von 3a in Eisessig/Salzsaure spaltet den Ester und entfernt gleichzeitig den 
Isopropylidenrest. Durch Chromatographie des Hydrolyseproduktes an Dowex AG-Anio- 
nenaustauscher (Acetatform) werden Nebenprodukte mit Wasser eluiert, durch Gradien- 
tenelution (EssigdurelWasser) erhalt man die Saure 1 b. Die glasige Substanz wandert auf 
Kieselgel wie das Nucleosid , , X  (la), lafit sich aber im Gegensatz zu diesem nicht mit 
Ninhydrin anfarben. In der Dunnschichtelektrophorese (Kieselgel/O. 1 M Natriumcitrat, 
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pH 6.5) wandern 1 a und 1 b mit vergleichbaren Mobilitaten. jedoch in entgegengesetzter 
Richtung (Tab. 1). 

Tab. 1. Chromatographische und elektrophoretische Mobilitaten von Uridin, des Nucleosids 
,,X (1 a) und der Derivate 1 b und 1 e 

Cellulose Kieselgel 
Kieselgel R ,  (BuOH/HOAc/H,O, RE (0.1 M Natrium- 

4:2:1) citrat, pH 6.5) RY (Wasser) 

Uridin 0.9 0.7 l . O ( - )  
l a  0.9 0.4 1.0 ( - )  
l b  0.9 0.7 0.8 ( + )  
l c  0.8 0.4 2 . 5 ( - )  

Die im Neutralen anionische Seitenkette in 1 b sollte sowohl das synlanti-Konformeren- 
verhaltnis der modifizierten Nucleobase relativ zur Ribose, als auch die Tertiarstruktur 
des Polynucleotidverbandes beeinflussen und von der Wirkung der 1 a-Seitenkette ver- 
schieden sein. Wir haben zu diesem Zweck die I3C-Spektren von 1 a und 1 b in neutralem 
D,O aufgenommen und die Signale den C-Atomen zugeordnet (Tab. 2). Im Bereich der 
Ribonucleosidsignale traten zwischen 1 a/l b und Uridin nur geringfugige Unterschiede 
auf. Die Signale der Seitenkette von l a  und 1 b, die zwischen 20 und 40ppm und um 
178 ppm gefunden werden, liegen weit aul3erhalb des Verschiebungsbereiches der un- 
modifizierten Ribonucleoside und eignen sich damit fur Untersuchungen der Tertiar- 
struktur von Polynucleotiden, die das Nucleosid , ,X’ oder Nucleosid-,,X“-Derivate 
enthalten. 

Entsprechend der Darstellung von 1 a und 1 b versuchten wir auch das Descarboxy- 
derivat 1 c iiber die Alkylierung von 2’,3’-O-Isopropylidenuridin rnit N-(3-Brompropyl)- 
benzamid und anschliel3ende saure Abspaltung der Schutzgruppen zu gewinnen. Nach 
Chromatographie der Reaktionsprodukte erhielten wir 3b, dessen Konstitution durch 
Elementaranalyse und 3C-NMR gesichert wurde. Schwierig gestaltete sich jedoch die 
Umwandlung von 3 bin 1 c. Die hohe Stabilitiit der Amidbindung erforderte zur Abspaltung 
des Benzoylrestes hier so saure Bedingungen, dal3 in grol3em MaDe Glycosidhydrolyse 
auftrat. Wir wahlten aufgrund dessen statt der Benzoylschutzgruppe den Phthaloylrest, 
der unter milder alkalischer Hydrolyse abspaltbar ist. 

Reaktion von N-(3-Brompropyl)phthalimid mit 2’,3’-O-Isopropylidenuridin unter den 
fur 3 b bewahrten Alkylierungsbedingungen fuhrte nach Chromatographie des Reaktions- 
produktes zum Phthaloylderivat 3 c. Die Abspaltung des Phthaloylrestes wurde zuerst 
rnit 1 M ethanolischem Hydrazin versucht, urn danach den Isopropylidenrest im Sauren 
rnit Ameisensaure abzuspalten. Bei dieser Reaktionsfolge entstanden jedoch in groDer 
Menge gelb gefarbte Reaktionsprodukte, und das im analytischen MaDstab nachweisbare 
Amin lc konnte nicht analysenrein isoliert werden. Durch 8 h Kochen rnit halbkonz. 
Salzsaure lien sich der Phthaloylrest jedoch entfernen, wobei gleichzeitig die Isopropyliden- 
schutzgruppe abgespalten wurde. Das Reaktionsgemisch wurde am Kationenaustauscher 
adsorbiert, und Nebenprodukte wurden rnit Wasser eluiert. Aus dem salzsauren Eluat 
erhielt man das Hydrochlorid von 1 c nach Abdampfen. Es wanderte in der Diinnschicht- 
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chroinatographie (Tab. l), (Kieselgel, 0.25 M LiCI) ahnlich wie 1 b, lien sich jedoch im 
Gegensatz zu diesem mit Ninhydrin anfarben. Im Gegensatz zu den UV-Spektren, die 
sich bei l a -c  bei pH 2, 7 und 12 nicht andern, ubt die unterschiedliche Ionisierung der 
Seitenkette im ‘H-NMR einen starken EinfluB auf die Lage der zur Carboxylgruppe 
a-standigen Protonen aus (Tab. 3). Wie bei der Modellsubstanz u-L-Aminobuttersaure 
wandern die a-Signale bei Anionenbildung zu hoherem, bei Kationenbildung zu tieferem 
Feld. Da die Signale der unmodifizierten Ribonucleoside keine derartig starken pH- 
Verschiebungen erfahren, eignet sich diese Methode zum Aufinden von l a -c  in natur- 
lichen Polynucleotiden. 

Die Trennung der Uridinderivate 1 a-c gelang auBer durch Elektrophorese (Tab. 1) 
auch bei zweidimensionaler Chromatographie an Cellulose (Abb. 1). Diese fur seltene 
Nucleotide bewahrte Trennmethode benutzten wir auch zur Isolierung des Nucleosid 
,,X“-2’(3’)-phosphats (Xp) aus dem RNase T,-Hydrolysat von E. coli-tRNAPhe. Xp, das 
in der Nahe des stark fluoreszierenden Guanosin-T(3’)-phosphats wandert, laBt sich mit 
alkalischer Phosphomonoesterase in 1 a umwandeln und besitzt in der Dunnschicht- 
elektrophorese (Na-Citrat, pH 6.5) die gleiche Mobilitat wie das synthetische Produkt. 
Die Zuordnung der absoluten Konfiguration der Seitenkette in l a  sowie die Suche nach 
Nucleosid ,,X-Derivaten, wie 1 b und 1 c, in den Hydrolysaten von Transfer-Ribonuclein- 
sauren wird zur Zeit vorgenommen. 

V 
I , Start O P G P  
I I  I 

-2Laufrichtung -1 
Abb. 1. Zweidimensionales Dunnschichtchromatogramm des RNase T,-Hydrolysats von tRNAPhc 
aus E. coli (a) und von N-3-(3-~-Amino-3-carboxypropyl)uridin (la) und dessen Derivaten 1 b 
und l c  (b). 1. Laufrichtung: Isobuttersaure/O.5 M Ammoniak (5: 3); 2. Laufrichtung: 2-Propanol/ 
konz. Salzsaure/Wasser (70: 15: 15). sA = 2-Methylthio-N6-(A2-isopentenyl)adenosin; s4U = 
4-Thiouridin; JI = Pseudouridin; m’G = 7-Methylguanosin; T = Ribothymidin; X = N - 3 - ( 3 - ~ -  

Amino-3-carboxypropyI)uridin 

Herrn B. Seeger danken wir fur die Aufnahme der NMR-Spektren. Der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie wird fur finanzielle Forderung gedankt. 



1979 3-Desamino- und 3-Descarboxyderivate des Nucleosids ,,X' 705 

Experimenteller Teil 

Die Elementaranalysen wurden vom Mikroanalytischen Labor Beller, Gottingen, ausgefuhrt. 
' H-NMR-Spektren: Bruker WH 270-Spektrometer, ',C-NMR-Spektren: Bruker HX 60-Spektro- 
meter (Tetramethylsilan oder Methanol als innerer Standard). UV-Spektren: Zeiss PMQ 3 bzw. 
Shimadzu UV-200-Spektrometer. 

Chromatographie: Bei der Saulenchromatographie wurden Kieselgel60 (0.06 - 0.2 mm, Merck), 
Dowex AG, 1 X 2 (200-400rnesh, Acetatform, Serva) und Lewatit S 1080-lonenaustauscher 
(0.1 -0.25 mm, H+-Form, Merck) und ein LKB-Fraktionensammler mit Uvicord verwendet. 
Analytische Diinnschichtchromatographie wurde an Kieselgel-Diinnschichtplatten F 254 (Woelm, 
Eschwege) oder Cellulose-Fertigplatten (ohne Fluoreszenzindikator, Merck) ausgefuhrt. Als 
Substanznachweis diente die UV,,,-Absorption bzw. die Ninhydrinreaktion. Als Losungsmittel- 
systeme (LS) fur die Diinnschichtchromatographie wurden LS I (0.25 M waRriges Lithiumchlorid), 
LS I1 (1 M waRriges Lithiumchlorid), LS I11 (Wasser), LS IV (Chloroform/Ethanol, 97: 3), LS V 
(Chloroform/Ethanol, 9: l), LS VI (Isobuttersaure/0.5 M waBriges Ammoniak, 5: 3), LS VII @-Pro- 
panol/konz. Salzsaure/Wasser, 70: 15: 15) verwendet. 

Die Dunnschichtelektrophorese wurde in einer DE-Doppelkammer (Desaga, Heidelberg) auf 
Kieselgel-Dunnschichtplatten (Woelm, Eschwege) durchgefiihrt. Als Elektrophoresepuffer wurden 
0.1 M Natriumcitrat pH 6.5 benutzt. Zur Hydrolyse von E.  coli-tRNAPhC (Boehringer, Mannheim) 
wurden Ribonuclease Tz (E. C. 2. 7. 7. 17) der Firma Sankyo Comp., Ltd., Tokyo, Japan, zur 
Abspaltung des Phosphatrestes alkalische Phosphomonoesterase (E. C. 3.1.3.1) der Fa. Boehringer, 
Mannheim, verwendet. 

N-~-(3-~thoxycarbony~propyl)-2',~-O-isopropy~idenuridin (3a): 2.28 g (8 mmol) 2',3'-O-Iso- 
propylidenuridin werden in 40 ml wasserfreies Dimethylformamid, das 2.24 g (20 mmol) Kalium- 
tert-butylat als Suspension enthalt, eingetragen. Man versetzt mit 3.12 g (16 mmol, 2.1 ml) 
4-Brombuttersiiure-ethylester und hilt 5 h auf 80 "C. Nach dem Abkiihlen wird mit 120 ml 1 proz. 
Eisessig in Ethanol versetzt und i. Hochvak. abgedampft. Der Ruckstand wird in CHCI, gelost, 
rnit Wasser gegengeschiittelt und die organische Phase durch ein Faltenfilter Fitriert. Man adsor- 
biert an einer 5.5 x 35 cm-Kieselgel-Saule (Chloroform/Ethanol 94: 6) und isoliert den Inhalts- 
stoff der Hauptzone. Durch mehrfaches Abdampfen mit Methanol erhalt man 2.46 g (80.2%) 
glasige Substanz; im DC (Kieselgel, LS IV, 97:3) einheitlich rnit RF = 0.6; 2',3'-O-Isopropyliden- 
uridin: RF = 0.3. 
UV (Methanol): h,,,,, 261 nm ( E  = 7600). - 'H-NMR ([D,]DMSO): 6 = 1.18 (t, CH,-Ester, 

J = 7.5 Hz); 1.30(s, Acetal-CH,, exo), 1.50(s, Acetal-CH,, endo), um 1.8(m, CH,), 2.25(m, CH,CO), 
urn 3.6 (5'-H), 3.8 (t, NCH2, J = 6), 4.03 (9, Ester-CH,, J = 7 Hz), um 4.1 (m, 4'-H), um 4.6 (2-H 
und 3'-H), 5.73 (4 6-H, J = 8 Hz), 5.83 (d, 1'-H, J = 2 Hz), 7.80 (d, 5-H, J = 8 Hz). - I3C-NMR 
([D,]DMSO): S = 14.05 (Ester-CH,), 22.54 (p-C), 25.19 (exo-CH,), 27.00 (endo-CH3), 31.08 

112.94 (Acetal-C), 140.27 (C-6), 150.56 (C-4), 162.02 (C-2), 172.25 (CO). 
(3-C), 59.77 (OCHZ), 61.26 (C-S), 80.56 (C-2'), 83.99 (C-Y), 86.84 (C-4'), 92.34 (C-1'). 100.89 (C-5), 

ClsH2,N2O8 (338.4) Ber. C 54.27 H 6.58 N 7.03 Gef. C 54.16 H 6.73 N 7.15 

N-3-(3-Carboxypropyl)uridin (1 b): 500 rng (1.48 mmol) 3a werden in eine Mischung aus 12.5 ml 
Eisessig und 12.5 ml 1 N HCI eingetragen und 4 h bei 60°C gehalten. Das Losungsmittel wird 
abgedampft, der Ruckstand zweimal rnit Wasser nachgedampft, dann rnit 30 ml Wasser aufge- 
nommen und mit Ammoniak auf pH 9 eingestellt. Man adsorbiert an einer 12 x 2 cm-Ionen- 
austauschersaule (Dowex AG, 1 X 2,200-400 mesh, Acetatform) und wascht solange rnit Wasser, 
bis das Eluat kein bei 260 nm UV-aktives Material enthilt. Elution (Gradient, 2000 ml 0.5 N 

Essigsaure/2000 ml Wasser) fiihrt zwischen 0.1 und 0.2 N Essigsiiure zur Abtrennung des Reaktions- 
produktes. Nach Abdampfen des Losungsrnittels, Nachdampfen mit Wasser und Trocknen im 
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Exsikkator nimmt man in wenig Ethanol auf und versetzt die Losung mit Ether, wobei die Substanz 
amorph ausfallt. Nach vollstandigem Abdampfen des Losungsmittels erhalt man 400 mg (80%) 
amorphes, glasiges 1 b. 

DC (Kieselgel, LS 11): RF = 0.8; Ausgangsmaterial RF = 0.3. - UV (Wasser): h,,, 262 nm 
( E  = 8900). - 13C-NMR (D,O): Tab. 2 

C13H,,N20, (330.3) Ber. C 47.13 H 5.49 N 8.48 Gef. C 47.39 H 5.58 N 8.54 
N-3-(3-Benzamidopropyl)-1,3‘-0-isopropylide~uridin (3 b) : 1.71 g (6 mmol) 2’,3’-O-Isopropyliden- 

uridin werden in 40 ml wasserfreies DMF, welches 1.68 g (15 mmol) Kalium-tert-butylat enthalt, 
eingetragen und rnit 3.6 g (15 mmol) N-(3-Brompropyl)benzamid versetzt. Man halt 3 h auf 
80”C, versetzt rnit 1 O O m l  lproz. Eisessig in Ethanol und dampft i Hochvak. ab. Der Riickstand 
wird in Chloroform aufgenommen, mit Wasser gegengeschiittelt, die organische Phase abgetrennt 
und abgedampft. Nach Chromatographie an einer 35 x 5.5 cm-Kieselgelslule (0.06-0.2 mm; 
Methylenchlorid/Ethanol, 96:4) isoliert man den Inhaltsstoff der Hauptzone: 1.36 g (54.2%) 
farbloses glasiges 3 b. 

”C-NMR ([D,]DMSO): 25.19 (exo-CH,), 27.00 (endo-CH3), 27.46 (p-C), 30.53 (a-C), 38.21 
(y-C), 61.26 (C-5’), 80.50 (C-2), 83.99 (C-3’), 86.84 (C-4’), 92.28 (C-1’). 100.89 (C-5), 112.98 (Acetal-C), 
127.12 (2 aromat. C), 128.22 (2 aromat. C), 130.94 (1 aromat. C), 134.76 (1 aromat. C), 140.33 (C-6), 
150.44 (C-4), 162.03 (C-2), 166.17 (CO). - UV (Methanol): h,,, 256, 218 nm ( E  = 10000, 15300). 

CZZH2,N307 (445.5) Ber. C 59.32 H 6.10 N 9.43 Get C 59.07 H 6.39 N 9.73 

2’,3’-O-lsopropyliden-N-3-(3-phthalimidopropyl~uridin (3c): 2.28 g (8 mmol) 2:Y-O-Isopropy- 
lidenuridin werden in 40 ml wasserfreies DMF, das 2.24 g (20 mmol) Kalium-tert-butylat als 
Suspension enthalt, eingetragen. Man versetzt rnit 3.54 g (20 mmol) N-(3-Brompropyl)phthalimid 
und halt 5 h auf 80°C. Nach dem Abkiihlen wird rnit 120 ml 1 proz Eisessig in Ethanol versetzt 
und i. Hochvak. abgedampft. Der Riickstand wird in Chloroform gelost, rnit Wasser gewaschen, 
die organische Phase durch einen Faltenfilter filtriert und an einer 35 x 5.5 cm-Kieselgel-Saule 
(Chloroform/Ethanol, 94: 6) aufgetrennt. Man dampft das Eluat der Hauptzone ab, schleppt Wasser 
mit Toluol heraus und schaumt 3c durch mehrfacha Abdampfen mit Aceton auf: 3.2g (80%) 
gelbliches amorphes 3c. DC (Kieselgel, LS 11): RF = 0.13; 2’,3’-0-lsopropylidenuridin: RF = 0.5. 
DC (Kieselgel, LS V): RF = 0.84; 2’,3’-O-Isopropylidenuridin: R, = 0.54. 

UV (Methanol): hmaX 261 nm ( E  = 9000). - 13C-NMR ([D,]DMSO): 6 = 25.11 (em-CH,), 
26.23 (8-C), 27.00 (endo-CH,), 35.42 (a-C und y-C), 61.26 (C-S), 80.49 (C-2’), 83.99 (C-3’), 86.77 
(C-4‘), 92.22 (C-l’), 100.83 (C-5), 112.87 (Acetal-C), 122.97 (2 aromat. C), 131.66 (2 aromat. C), 
134.31 (2 aromat. C), 140.27 (C-6), 150.37 (C-4), 167.86 (C-Z), 172.56 (2 CO). 

C23H25N308 (471.5) Ber. C 58.59 H 5.35 N 8.91 Get C 58.70 H 5.33 N 8.72 

N-3-(3-Aminopropyl)uridin-hydrochlorid (lc): 800 mg (1.7 mmol) 3c werden in 21 ml halbkonz. 
Salzslure 8 h bei 80 “C hydrolysiert. Die Losung wird eingedampft, durch Nachdampfen mit Wasser 
Salzsaure vertrieben und der olige Riickstand in 50 ml Wasser aufgenommen. Nach Filtrieren 
adsorbiert man an einer 25 x 1.5 cm-Kationenaustauschersaule (Lewatit S 1080, H+-Form). 
Elution mit Wasser trennt eine Vorzone ab, 0.5 N HCI eluiert das Amin 1 c. Nach Vertreiben des 
Losungsmittels erhalt man ein farbloses glasiges Produkt, das nach Losen in Methanol und nach 
Versetzen mit Ether beim Abdampfen als farbloser Schaum erstarrt. 5350 A,,,-Einheiten (39.8%). 
DC (Kieselgel, LS 1): RF = 0.87; ninhydrinpositiv. DE (Kieselgel, 0.1 M wa5riges Natriumcitrat, 
pH 6.5): RE = 2.5 (-), relativ zu Uridin. - UV (Methanol): h,,, 264 nm (E = 7900). - 13C-NMR 
(D,O):Tab. 2. 

[C,,HZoN,O6]Cl (337.8) Ber. C 42.67 H 5.97 N 12.44 Get C 42.06 H 6.12 N 12.22 
Isdierung von N-3-(  3-~-Amino-3-carboxypropyl)uridin aus E .  coli-tRNAPhe und Vergleich mit 

synthetischem l a :  10 A,,,-Einheiten E .  coli-tRNAPhL werden mit 15 pl RNase T2 (1.5 enzym. 
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Einheiten) und 1 pl 1 M waarigem Natriumacetat (pH4.7) versetzt und uber Nacht bei 37°C 
inkubiert. Das Hydrolysat wird i. Vak. auf ca. 20 p1 eingeengt und an einer 20 x 20 cm-Cellulose- 
Platte (Merck, ohne Fluoreszenzindikator) zweidimensional chromatographiert ; 

1. Dimension: IsobuttersBure/O.5 M w a r .  Ammoniak (5:3); 
2. Dimension: 2-Propanol/konz. SalzdurelWasser (70: 15: 15). 
Das Nucleotid, das zwischen Guanosin- und Cytidin-3’-phosphat wandert, wird herausge- 

kratzt, die Substanz von der Cellulose mehrfach mit Wasser extrahiert und die Losung auf ein 
kleines Volumen eingeengt. Man versetzt mit 20 p1 alkalischer Phosphatase in 0.01 M wanrigem 
Triethylammoniumhydrogencarbonat (TBK) (0.5 mg/ml), 2 p1 2 M TBK und ca. 60 pl Wasser. 
Die Mischung wird bei 37°C iiber Nacht inkubiert, danach eingeengt und mit synthetischem l a  
cochromatographiert, DC (Kieselgel, LS 11): RF = 0.84 und DE (Kieselgel, 0.1 M waBr. Natrium- 
citrat, pH 6.5): RE = 1.0 ( -), wobei die gleichen Mobilitaten fur das synthetische und das naturliche 
Produkt gefunden werden. 
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