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Abstract—The CD spectra of benzoyl, p-nitrobenzoyl and anisoyl derivatives of adenosine, uridine, 1-methylriboside
and 1-D-ribofuranosyibenzimidazole are registrated. The possibility of identification of 2'-, 3'-O-acylribonucleosides
and observation of acyl groups isomerisation kinetics is shown. The kinetics of 2'=3' migration of a number of 2'(3')-
O-derivatives, the dependence of kinetic constants on the pH are studied. The features of acyl derivated

ribonucleosides CD spectra are discussed.

Kirzlich' haben wir iiber die Verwendung des Circular-
dichroismus (CD) fiir die Identifizierung einiger 2’- und 3'-
O-Benzoyl (Bz)-derivate von Adenosin (A) und Uridin
(U) berichtet. Die von uns entwickelte Methode zur
selektiven Benzoylierung des 2',3'-cis-Diolsystems von
Nucleosiden und das chromatographische Trennverfah-
ren von dabei entstehenden Isomeren'” gelten auch fiir
die Darstellung anderer 2’- und 3'-O-Aroylnucleoside. In
diesem Bericht handelt es sich um die Untersuchung einer
Reihe von isomeren Aroylnucleosiden und der Kinetik
der Acylwanderung.

EXPERIMENTELLES

2'(3'}-0-Bz-, -p-Nitrobenzoyl (NBz)-, -Anisoyl(Ans)-derivate
von A, U, 1-8-D-ribofuranosylbenzimidazol (BI) und Methylribo-
sid (Mr) wurden mit der Azidmethode hergestellt und auf Silicagel
(Woelm DC) getrennt®. Anschliessend wurden die einzelnen
Isomeren Spektraluntersuchungen unterworfen. UV-Spektren
wurden mit dem Spektrophotometer Perkin-Elmer 402 registriert,
CD-Spektren mit dem CD-Zusatz 6001 zum CARY Spektropolari-
meter 60im Messbereich 200-300 nm; Kivettendicke 0-1 und
1-0 cm. Das Spaltprogramm wurde auf konstante Aufidsung 15 A
eingestellt. Die Losungskonzentration von Acylnucleosiden be-
trug 0-03-0-25 mmole. Fir kinetische Messungen wurden folgende
Puffer benutzt: (1) Phosphatpuffer, pH=7-5; (2) Acetatpuffer,
pH =8:0; (3) gesittigte NaHCOs,—Léosung, pH = 8-8; (4) Borat-
pufter, pH = 9-1. Alle Messungen wurden bei 27°C durchgefiihrt.

DISKUSSION

Die Entwicklung von Methoden, die isomere 2'- und 3'-
O-Acylnucleoside unterscheiden lassen, hat eine grosse
Bedeutung fir die Chemie dieser Naturstoffe. Die
UV-Spektren dieser Verbindungen weichen sehr wenig
von der Summe der Absorptionsbanden zweier
Chromophore—der Base und der Acylgruppe ab.’ Die
Absorptionsbande der Bz-gruppe liegt bei 232 nm, aber
diejenigen von NBz- und Ans-gruppen stimmen praktisch
mit den Banden von Adenin und Uracil iiberein. Deshalb
besteht das Spektrum dieser Derivate aus zwei breiten
Banden bei den Wellenldngen 260 und 210-212 nm, und

das Spektrum des 2'-Isomeren unterscheidet sich kaum
von dem des 3'-Isomeren.

Gegenwirtig bestehen bereits einige chemische' und
physikalische’ Methoden, die liber die Substitutionsstel-
lung urteilen lassen. Dabei kommt der NMR-
Spektroskopie die grosste Bedeutung zu. Fiir die NMR-
Messungen werden jedoch betrachtliche Substanzmengen
gebraucht, ausserdem miissen die zu untersuchenden
Verbindungen gut lslich sein. Diese Schwierigkeiten
werden bei der CD-Methode umgangen. Der Substanzver-
brauch fiir eine messung betrdgt kaum 0-3mg. Die
CD-Spektren aller von uns untersuchten Acylisomeren
unterscheiden sich wesentlich voneinander und auch von
den Spektren der Nucleoside, was eine zuverlissige
Identifizierung (Abb. 1) sowie eine direkte Verfolgung der
Kinetik von Acylwanderung (Abb. 2a) und Hydrolyse
(Abb. 2b) ermoglicht.

Im folgenden wollen wir die kinetischen
Gesetzmissigkeiten der Acylwanderung von einzelnen 2'-
und 3'-Isomeren betrachten. Im basischen pH-Bereich
gehen die CD-Spektren von einzelnen 2'-und 3'-Iso-
meren nach einer bestimmten Zeitspanne in das CD-
Spektrum des Gleichgewichtsgemisches liber (Abb. 2a. 1):
[01:N2* +[6]sN;* wobei [6]2, (6]r die molare Elliptizitat
der entsprechenden Isomeren (Circulardichroismus Ae =
0-3x107[8)) und N:*, N,* ihre Gleichgewichtskonzen-
trationen sind.

Da sich die Acylwanderung zwischen zwei Hydroxyl-
gruppen der Ribose vollzieht, kann man diesen Vorgang
durch die Wahrscheinlichkeit des entsprechenden Uber-
ganges oder—fiir eine Gesamtheit der Molekiile N,, die
sich in einem (N;) oder in anderem Zustand (N.)
(N, + N; = N,) befinden—durch die Gleichgewichtskon-
stanten k»_y und ky_» beschreiben:

dN,

i —k1aN; + k2N, "
dN
d_tz =k 2Ny~ kN,
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Abb 1. CD-Spektren Ae{A) einiger Nucleoside (—) und ihrer

2'- (=) und 3'- (-} -O-Acylderivate; (a) A, BzA; (b) U, BzU; (¢}

Mr, BzMr; (d) A, AnsA; (¢) U, AnsU; () Mr, AnsMr; (g) A,

NBzA; (h) U, NBzU; (j) BI, BzBI (unbesetztes 1-Methylribosid
besitzt keinen CDim angegebenen Messbereich).

Daraus ergibt sich

Ny = N*+(No— N e hiata

(2)
N:= Nz'“ — e‘"‘u“‘u"]
wobei
k2,
$o
Ni kiz+kat N
und
Ki2
U =
N: ki2+ka N
sind.

Sind die Unterschiede zwischen den CD-Sprektren von
beiden Isomeren scharf ausgeprigt, besteht die
Moglichkeit einer direkten kinetischen Verfolgung der
Umwandlung von jedem einzelnen Isomeren. Es gilt

__ 1, N=NS 1 No—NS*
Kiztka= thm— tln No

kg N _NC

ko NFONG D @

Wenn eine charakteristische Isomerenbande fehlt, aber
die spezifischen Elliptizititen einzelner Derivate sich
geniigend stark in irgendeinem Spektralbereich unter-
scheiden, kann man fur die Berechnung der Geschwindig-
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Abb 2. CD-Spektren Ae(A) imol™' x cm™'] der Bz-derivate von

U; (a) (1) Gleichgewichtsgemisch von 2'- und 3'-Isomeren bei pH

8:8; (2) 2-0-BzU; (3) 3'-0-BzU; (b) (1) U; (2) 2-0-BzU; (3)

3.0-BzU; (4) 5-0-BzU. Die Wellenlingen, bei denen die

Acylwanderung bzw. die Hydrolyse verfolgt werden konnen, sind
mit einem Pfeil angegeben.

keitskonstanten der Acylwanderung folgende Beziehun-
gen verwenden, in denen die Summe der Elliptizititen bei

bestimmter Wellenlinge benutzt wird:
A ) =8(A, 1)+ 84, 1)
dabei ist
8(A, 1) = [6(A)IN(1)
1, 6-6*
Kiz+ka = _E In ?‘;—é‘c
ka6, -6
ki: 0°— 6. “

In Abb. 3a ist die kinetische Untersuchung der 2 = 3'-
und 3’ - 2'-Benzoylwanderung in 2'(3'>-BzU bei pH =88
als Beispiel angefiihrt. Bei Zugabe des Puffers dndern sich
die CD-Spektren, das Gleichgewichtsspektrum anstre-
bend; die Kinetik wird bei A =230nm verfolgt. Die
logarithmische Darstellung der kinetischen Daten (Abb.
3b) zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstanten der
Bz-Wanderung bei der Verwendung von 2- und 3'-
Isomeren entsprechend der Beziehung (2) innerhalb der
Fehlergrenze gleich sind (kz—y + Ky =0-7%0-2min™").
Die daraus berechneten kinetischen Konstanten ky—y +
Ky~ und ky—y/ky—» der von uns untersuchten Acylderi-
vate sind in der Tabelle 1 angefiihrt.
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Abb 3. Die Wanderungskinetik ven 2’(0) und 3-0-BzU (O); (a)

Anderung von ;5 mit der Zeit; (b) die logarithmische Darstellung
der kinetischen Daten.



Die 1dentifizierung und Untersuchung von isomeren O-Acylribonucleosiden mit Hilfe des Circulardichroismus

Tabelle 1. Die kinetischen Wanderungskonstanten von Acyl-O-

ribofuranosiden
. Koy Kyey tKs_a Wellenlange
Acylderivat P  10° sek-" pH (nm)
AnsA 32 1-3 88 269
AnsU 23 80 88 270
AnsMr 50 10-0 88 215
BzA 42 69 88 225
BzBI 46 1-0 88 245
BzU 17 12:0 88 230
BzMr 22 — 91 232
NBzA 4-4 — 88 245
NBzU 33 — 88 240

Die Analyse dieser Daten zeigt einen strengen Zusam-
menhang zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit und
dem pK,-Wert der betreffenden Saure®. Obwohl bis jetzt
keine eindeutigen ky_y +k;_,-Werte fiir die NBz-
Derivate wegen sehr grosser Geschwindigkeit des Prozes-
ses erhalten werden konnten, kann man die untersuchten
Verbindungen auf Grund ihrer Geschwindigkeitskonstan-
ten in einer Reihe zusammenstellen:

NBzU; NBzA
(BzMr); BzU; BzA
AnsMr; AnsU; AnsA

Dabei zeigt der senkrechte Pfeil die Abnahme von
ky—3 +ky_,. Aus diesem Schema ist auch der Einfluss des
Substituenten am C(1')-Atom ersichtlich (Abnahme der
Geschwindigkeitskonstanten von links nach rechts).
Maoglicherweise diirfte der Grund dafiir darin liegen, dass
eine der beiden Stellungen des 2', 3'-cis-Diolysystems
durch den induktiven Effekt des Aglycons vorteilhafter ist
als die andere.

Abb. 4a zeigt die Abhingigkeit der Wanderungsge-
schwindigkeit des BzU vom pH-Wert. Wie aus den
Untersuchungen an Modellsubstanzen folgt,” ist die
Geschwindigkeitskonstante direkt proportional der log
[OH"] Ionenkonzentration. Die Gleichgewichtskonstante
aber, die wohl nur von der Struktur bestimmt wird, hiingt
vom pH-Wert nicht ab (Abb 4b).

Ein visueller Vergleich der CD-Spektren von U und 2'-,
3'- und 5'-0-BzU zeigt das Vorhandensein von zwei
isosbestischen Punkten bei 212 und 240 nm. Das heisst,
dass die optische Aktivitat von Bz-Derivaten eine Summe
der optischen Aktivititen der Base, des Substituenten und
deren Wechselwirkung darstellt. Abb. Sa zeigt ein
Differenzspektrum, das sich durch Substrahieren der
CD-Spektren der Bz-Derivate aus dem CD-Spektrum des
Uridins ergibt. Eine Reihe von Besonderheiten der
Differenzspektren legt die Annahme nahe, dass die
zusatzlichen Komponenten der CD-Spektren des BzU
durch eine vereinzelte negative Bande Aezs (s. Abb. 5b.1)
sowie durch eine Bande mit wechselndem Vorzeichen, die
bei einer Wechselwirkung der Uberginge entsteht (s.
Abb. 5b.2) und denen die Absorptionsbanden bei
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Abb 4. Die Abhéngigkeit der Wanderungskinetik von pH; (a)
Geschwindigkeitskonstante k., + ky _,; (b) Gleichgewichtskon-
stanteky _y/ky_» (O -2'—3,0-3—=2).
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Abb 5. Differenzspektren von U und 2'{1), 3'-(2), 543)-Bz-

Derivate; (a) die beobachteten Differenzspektren (erhalten durch

Subtrahieren der CD-Spektren der Bz-Derivate aus dem CD-
Spektrum des Uridins); (b) die Analyse von Difterenzspektren.

Wellenlangen 225 und 258 nm entsprechen charakterisiert
sind. Die Analyse der Differenzspektren ldsst die Spek-
tralkomponenten gleicher Art sichtbar werden, die sich
nur durch die Amplitude unterscheiden. Die
Bandenintensitit Aexs (Abb. 5b.1) nimmt bei der Entfer-
nung des Bz-Restes vom C(1')-Atom der Robose zu; die
Intensitit der Wechselwirkungsbande (Abb. 5b.2) nimmt
bei zunehmendem Abstand zwischen den Chromophoren
ab. Dieser Standpunkt erklart qualitativ die Anderungen
der CD-Spektren der von uns untersuchten Acylderivate
von U und A. So ist die Polarititsainderung der
CD-Spektren von AnsU (Abb. le) durch einen bedeuten-
den Beitrag der Chromophorenwechselwirkung und nicht
etwa durch die Konfigurationsdnderung vom Nucleosid
zu deuten. Deren eingehende Analyse geht iiber den
Rahmen dieses Berichtes hinaus.
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