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1 Einleitung

Alle uns bekannten Lebensformen, aber auch Viren und Viroide, sind abhängig von einem

Makromolekül – der Nukleinsäure. Neben ihrer Funktion als Speicher der genetischen In-

formation reguliert, strukturiert und garantiert sie gleichzeitig sämtliche Lebensprozesse.

Neben den fünf kanonischen Nukleosiden Adenosin (A), Cytidin (C), Guanosin (G), Thy-

midin (T) und Uridin (U) wurden in den letzten Jahrzehnten eine Vielzahl weiterer natür-

lich vorkommender modifizierter Nukleoside beschrieben. Die Derivatisierungen können

sowohl an der Nukleobase, als auch am Zucker oder dem Zucker-Phosphatrückgrat auftre-

ten und reichen von einfachen Methylierungen bis hin zu komplexen Acylierungen, Thio-

lierungen oder Desaminierungen [1]. Resultat dieser Modifikationen ist eine Erweiterung

der funktionellen Eigenschaften von Nukleinsäuren. Diese Eigenschaften beschränken sich

nicht allein auf regulatorische Vorgänge im Kontext der Epigenetik [2], sondern umfassen

gleichermaßen die katalytische Beschleunigung biochemischer Prozesse.

Katalytisch aktive DNAs (DNAzyme) [3, 4, 5, 6] und RNAs (Ribozyme) [7, 8, 9] sind in

der Lage unterschiedlichste chemische Reaktionen zu beschleunigen. Neue Arbeitsmetho-

den, wie das SELEX- (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) Verfahren

erleichterten die Selektion katalytisch aktiver Nukleinsäuren deutlich. Die beeindrucken-

de Variabilität vor allem RNA-katalysierter Reaktionen, stützt maßgeblich die sogennante

RNA-Welt-Hypothese. Diese wurde von Walter Gilbert erstmals im Jahre 1986 vorgestellt

[10] und besagt, dass es in einem frühen Stadium der Erdgeschichte eine Zeit gab, in der

sowohl die Speicherung von Erbinformation, als auch die Katalyse organischer Reaktionen

durch RNA-Moleküle bewerkstelligt wurden. Die Diversifikation in eine DNA- und Protein-

basierte Welt fand erst später statt. Es gibt einige Aspekte, die für eine RNA-Welt sprechen.

So bietet diese Theorie eine mögliche Antwort auf die Frage, welche Stoffklasse zuerst ent-

standen sein mag: DNA oder Proteine? Das Paradoxon, DNA sei das Produkt der Protein-

abhängigen DNA-Replikation, wobei die DNA ihrerseits für die Synthese der replizierenden

Proteine Voraussetzung ist, ließe sich so auflösen. RNA, die zugleich als Informationsspei-

cher und Katalysator fungiert, könnte als Vorstufe für die spezialisierteren Moleküle DNA

und Proteine angesehen werden. Ungeklärt im Kontext der RNA-Welt-Hypothese ist al-

lerdings das Problem der Entstehung von RNA unter präbiotischen Bedingungen. RNAs

sind in wässrigen Medien nur bedingt stabil. Durch die Präsenz der 2‘-OH Funktion der

Ribose unterliegen sie, im Gegensatz zu DNAs, der alkalischen Hydrolyse. Neben einigen

Publikationen [11, 12], die versuchen diese Widersprüche zu beheben, sind die aktuellen

Arbeiten von Philipp Holliger besonders zu erwähnen. Er und seine Mitarbeiter waren in
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1 Einleitung

der Lage ein RNA-Polymerase-Ribozym zu entwickeln, welches RNA-Sequenzen mit einer

Länge von bis zu 95 Basenpaaren verlässlich zu kopieren vermag [13]. Interessanterweise

zeigt dieses Ribozym seine höchste Aktivität bei geringen Temperaturen. Ein anderes, 202

Nukleotide langes Ribozym aus derselben Arbeitsgruppe, soll als weiteres Beispiel dienen.

Selbst bei −19 ◦C ist es noch im Stande, 206mer RNAs zu synthetisieren [14]. Diese Er-

gebnisse legen die Vermutung nahe, eine präbiotische RNA-Welt könnte im Eis entstanden

sein. Mikrokompartimentierungen zwischen den Eiskristallen, tiefe Temperaturen zur Sta-

bilisierung von RNA-Strukturen, sowie periodische Frier- und Auftauprozesse bilden das

Szenario einer früheren, kalten RNA-Welt. Plausible Reaktionen, die die Beantwortung der

Abbildung 1: Bildung von Aminosäure-Analoga durch die Reaktion von 5-Hydroxyuracil (HMU) mit ver-
schiedenen Nukleophilen unter präbiotischen Bedingungen (adaptiert nach [10]).

Frage nach der Entstehung von Purinen, Pyrimidinen und von Ribose unter präbiotischen

Bedingungen beantworten, wurden bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben

[15, 16, 17, 18]. Stanley L. Miller und Michael P. Robertson haben sich mit der Synthese von
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C5-modifizierten Uracilbasen unter präbiotischen Bedingungen beschäftigt [19]. Uracil

und Cytosin lassen sich aus Cyanacetaldehyd und Harnstoff generieren. In Folge einer elek-

trophilen Addition von Formaldehyd an Uracil bildet sich 5-Hydroxymethyluracil (HMU).

Diese derivatisierte Base kann als Serin-Analogon verstanden werden. Darüber hinaus lässt

dich HMU durch die Reaktion mit anderen Nukleophilen in weitere Aminosäure-Analoga

überführen (Abbildung 1). Durch diese Mechanismen könnten so Nukleinsäuren erhal-

ten werden, deren Komplexizität hinsichtlich der zur Katalyse befähigenden funktionellen

Gruppen den heutigen Enzymen in nichts nachstünden.

Neben natürlich vorkommenden modifizierten Nukleosiden gibt es zudem die Gruppe der

chemisch derivatisierten Nukleosid-Analoga. Die Synthese im Labor ermöglicht dabei die

spezifische Einführung von höchst unterschiedlichen funktionellen Gruppen, welche die

jeweiligen Nukleosid-Analoga für ein breites Anwendungsspektrum austatten. Artifiziel-

le Nukleoside eignen sich unter anderem als vielversprechende Agenzien zur Detektion

und Behandlung von Krankheiten [20, 21]. Der A3-Adenosinrezeptor-Agonist IB·MECA, ein

N6-Iodbenzyladenosinderivat, zeigt eine anti-inflammatorische Aktivität bei rheumatoider

Arthritis [22]. Mit Hilfe der automatisierten chemischen Synthese von Nukleinsäuren an

einer festen Phase ist es möglich, DNA- und RNA-Moleküle mit nicht-natürlichen Nukleosi-

den ortsspezifisch zu funktionalisieren. Auf diese Weise dienen artifizielle Nukleoside unter

anderem auch zur Strukturaufklärung von komplexen Nukleinsäuren. Neben strukturauf-

klärerischen Anwendungen, dienen modifizierte Nukleoside ebenfalls zur Bestimmung von

Kinetiken und zur Aufklärung von Nukleosid-, Nukleotid- und Nukleinsäure-basierten Me-

chanismen. Isotopenmarkierte RNAs lassen sich mittels NMR-Spektroskopie analysieren

[23], wohingegen mit Fluorophoren versehene RNAs mit Hilfe der Fluoreszenz-Spektros-

kopie vermessen werden können [24]. Spinlabel-markierte RNA-Moleküle erlauben einen

Einblick in dynamische Vorgänge während der RNA-Faltung [25]. Für drei-dimensionale

Strukturuntersuchungen von RNAs durch die Rötgenstrukturanalyse wurden RNA-Moleküle

mit Selenatomen dotiert. Zu diesem Zweck wurde entweder der Riboserest in Form von 2’-

Methylselenium-Nukleosiden modifiziert [26], oder das Zuckerphosphatrückgrat mit Sele-

nophosphaten durchsetzt [27]. 4-Thiouridin und 5-Ioduridin eignen sich in photoinduzier-

ten cross-linking-Experimenten sowohl für RNA-Faltungsstudien, als auch zur Erforschung

von RNA-RNA-Interaktionen [28]. Ein weiteres Anwendungsgebiet für modifizierte Nu-

kleoside ist die in-vitro-Selektion von Liganden bindenden RNAs (Aptamere) in dem als

SELEX bezeichneten Verfahren [29]. Arbeitstechniken, die auf der SELEX-Methode basie-

ren, können zusätzlich genutzt werden, um mit Hilfe von Nukleosid-Analoga katalytisch

aktive RNAs mit spezifischen Eigenschaften zu selektieren.
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2 Zielsetzung

Da Nukleosid-Analoga nützliche Werkzeuge zur Funktionalisierung und Strukturaufklä-

rung von RNAs darstellen, sollten im Rahmen dieser Arbeit vier modifizierte Nukleoside

hergestellt werden, deren Anwendungsbereiche gänzlich unterschiedlicher Natur sind.

1. Im Kontext katalytisch aktiver RNAs, den sogenannten Ribozymen, galt es ein Cytidin-

Derivat zu entwickeln und zu synthetisieren, mit dessen Hilfe sich eine RNA-Bibliothek

funktionalisieren lässt. Diese Funktionalisierung, die unter anderem die Immobilisie-

rung des RNA-Pools an einer festen Phase ermöglichen sollte, bildet die Grundlage

für die Selektion eines Cytidin desaminierenden Ribozyms.

Die Umwandlung von Cytidin zu Uridin wird in heutigen Organismen durch Cytidin-

desaminasen katalysiert [30]. Neben der Erweiterung des Reaktionsspektrums kata-

lytisch aktiver RNAs würde ein solches Desaminase-Ribozym zugleich ein weiteres

wichtiges Indiz für die einstige Existenz einer RNA-Welt auf der Erde liefern.

2. In einem zweiten Projekt sollte die hochmodifizierte Anticodon-Schleife der für Lysin

codierenden tRNA aus E. coli synthetisiert werden. Das 17 Nukleotid lange Oligomer

enthält neben den kanonischen Nukleosiden Adenosin, Cytosin, Guanosin und Uri-

din auch das hypermodifizierte N6-Threonylcarbamoyladenosin, das schwefelhalti-

ge 2-Thiouridin, sowie das C-Nukleosid Pseudouridin. Dieses kurze tRNA-Fragment

sollte in einer Kooperation mit Prof. Dr. Alfred Wittinghofer vom Max-Planck-Institut

für molekulare Physiologie in Dortmund der röntgenstrukturanalytischen Untersu-

chung des Einflusses der modifizierten Nukleoside innerhalb der Anticodon-Schleife

auf Struktur und Funktion während der Transkription dienen.

3. Die Synthese eines 15N-isotopenmarkierten Pseudouridins war das Ziel einer Koope-

ration mit Herrn Prof. Dr. Jens Wöhnert (Goethe Universität Frankfurt am Main).

Pseudouridin stellt ein Substrat für spezifische Methyltransferasen dar [31]. Die

S-Adenosylmethionin- (SAM-) abhängige Pseudouridin N3-Methyltransferase YbeA

ist in Eukaryoten zu finden und methyliert Pseudouridin innerhalb der 23S rRNA

[32, 33]. Als weiteres Beispiel sei die N1-spezifische Pseudouridin-Methyltransferase

Nep1 genannt. Es handelt sich dabei um ein Protein aus Archaeen und Eukaryoten,

welches an der ribosomalen Biogenese beteiligt ist [34]. Der genaue Mechanismus

der Methylierungsreaktionen ist bisher noch ungeklärt. Das 15N-isotopenmarkierte

Pseudouridin sollte einen detaillierteren Einblick in die Wirkungsweise dieser Me-

thyltransferasen mit Hilfe der heteronuklearen NMR-Spektroskopie ermöglichen.
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3 Design und Synthese eines Cytidins zur

Funktionalisierung von RNA-Bibliotheken

3.1 Katalytisch aktive RNAs

Dank einer Publikation aus dem Jahre 1982 war es der RNA möglich, aus dem Schatten,

lediglich als ein passiver Informationsträger innerhalb der Zelle zu gelten, herauszutreten.

Zum ersten Mal wurde von einer sich selbstprozessierenden RNA berichtet. Thomas Cech

und seine Mitarbeiter fanden in dem Ciliaten Tetrahymena thermophila eine lineare Prä-

rRNA, die ohne Beteiligung von Proteinen zum Selbstspleißen befähigt war [35, 36]. Seit

dieser Entdeckung wurden viele weitere katalytisch aktive RNAs, die in diversen Organis-

men vorkommen, beschrieben [37]. Neben den natürlichen Ribozymen, die ausschließlich

Umesterungsreaktionen beschleunigen können, wurden in den letzten Jahren artifizielle

Ribozyme entwickelt, die als Katalysatoren für ganz verschiedene Reaktionen dienen kön-

nen [38, 39, 40]. Die in-vitro-Selektion stellt ein wichtiges Instrument zur Etablierung

katalytisch aktiver Nukleinsäuren dar (Abbildung 2).

Abbildung 2: Allgemeine Darstellung der in-vitro-Selektion von Ribozymen. Nach Transkription eines DNA-
Pools in eine RNA-Bibliothek, wird diese unter spezifischen Selektionsbedingungen inkubiert. RNA-Spezies,
die die gewünschte Reaktion nicht katalysieren, werden aus dem Selektionszyklus entfernt. Aktive RNA-
Moleküle werde in eine cDNA-Bibliothek revers transkribiert und mittels PCR amplifiziert. Am Ende des
SELEX-Verfahrens findet eine Klonierung und Sequenzierung der selektierten RNAs statt.
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Das Prinzip basiert auf dem als SELEX bezeichneten Verfahren [41, 42] und beginnt zu-

meist mit einer DNA-Bibliothek, die randomisierte Sequenzbereiche aufweist. Die Synthese

einer solchen Bibliothek erfolgt chemisch an einer festen Phase, wobei der Einbau der vier

Nukleoside A, C, G und T innerhalb der randomisierten Bereiche statistisch erfolgt. Bei N

randomisierten Nukleobasen erhält man 4N verschiedene Sequenzen. Das Transkriptions-

produkt der DNA-Bibliothek liefert einen RNA-Pool, der spezifischen Selektionsbedingun-

gen ausgesetzt wird. Nach Separation der aktiven RNA-Spezies von den inaktiven werden

die aktiven RNA-Moleküle revers transkribiert, die cDNA amplifiziert und nach erneuter

Transkription in RNA einem weiteren Selektionszyklus zugeführt. Mit fortschreitender Zy-

klenanzahl wird der Selektionsdruck immer weiter erhöht, bis am Ende eine Ziel-RNA mit

den gewünschten Katalyseeigenschaften erhalten wird. Der letzte Schritt besteht in der

Klonierung der aktiven RNA-Spezies und nachfolgender Sequenzierung.

Mit Hilfe der in-vitro-Selektion wurden unter anderem auch Ribozyme gefunden, die Reak-

tionen begünstigen, welche einen direkten Bezug zu metabolischen Vorgängen aufweisen,

die sich in heutigen Organismen beobachten lassen. Als erstes Beispiel RNA-katalysierter

stoffwechselrelevanter Reaktionen kann die C-C-Bindungsknüpfung während der Aldol-

addition einer CH-aciden Verbindung mit einem Aldehyd angesehen werden. Famulok et.

al verknüpften den Aldol-Donor, ein Levulinsäureamid, mit einer RNA-Bibliothek [43]. Im

Zuge der Aldolreaktion kam es zur Selbstbiotinylierung katalytisch aktiver RNAs, wodurch

die einfache Isolierung der Ribozyme mittels Affinitätschromatographie mit Streptavidin

gewährleistet wurde. Solche intermolekularen Aldolreaktionen sind ein wichtiger Bestand-

teil des Zuckermetabolismus’. Die Arbeitsgruppe um Peter Unrau und David Bartel selek-

tierte Ribozyme für die Synthese eines Pyrimidinnukleotids am 3’-Ende einer RNA [44]. Sie

gingen von der aktivierten Ribose 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat (pRpp) aus, welche

auf den 3’-Terminus eines RNA-Pools übertragen wurde. Nach Inkubation mit dem Sub-

strat 4-Thiouracil konnte die Ausbildung einer N-glykosidischen Bindung zum 4-Thiouridin

beobachtet werden. Eine Anreicherung aktiver RNA-Kandidaten erfolgte durch Biotinylie-

rung mit Iodacetylbiotin und anschließender Isolierung durch magnetische Streptavidin-

modifizierte Partikel.

Mit Hilfe von funktionalisierten RNA-Bibliotheken war es somit möglich, Ribozyme zu

selektieren, die in der Lage sind, biologisch relevante Reaktionen zu katalysieren. Gleich-

zeitig bestärken die beiden oben gennanten Ribozymstrukturen die These einer einstigen

RNA-Welt.
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3.2 Cytidindesaminasen (CDAs)

Neben der Fähigkeit von RNAs, eine chemische Reaktion zwischen zwei Substratpartnern

selektiv zu beschleunigen, ist eine weitere Eigenschaft von Ribozymen im Kontext der

RNA-Welt-Hypothese von großer Bedeutung. Es handelt sich dabei um die Fähigkeit der

Selbstmodifizierung. Sie bildet zusammen mit der Selbstreplikation die Grundlage der Evo-

lution von Nukleinsäuren. Ein ausgewähltes Beispiel zur Selbstmodifikation von RNA ist

die Umwandlung von Cytidin zu Uridin (Abbildung 3). Diese Reaktion wird in heutigen

Organismen durch Cytdindesaminasen (CDA, EC 3.5.4) vermittelt, einer Enzymklasse, die

sowohl in Pro-, als auch in Eukaryoten zu finden ist [30]. Allen bekannten Vertretern die-

ser Enzymgruppe ist gemein, dass sie in ihrem katalytischen Zentrum Zn2+-Ionen besitzen,

welche für die Aktivierung von Wasser und somit die hydrolytische Desaminierung von Cy-

tidin zu Uridin essenziell sind [45].

Abbildung 3: Hydrolytische Desaminierung von Cytidin zu Uridin.

Die ältesten Vertreter dieser Enzymfamilie haben Mononukleoside und Mononukleotide

als Substrate und treten entweder als Homodimere (z. B. Escherichia coli Cytidindesami-

nase, ECCD) [46] oder als Homotetramere (z. B. Bacillus subtilis Desaminase) [47] auf.

Darüber hinaus existieren phylogenetisch weiter entwickelte CDAs, die in der Lage sind,

Cytidine auch innerhalb eines RNA- oder DNA-Strangs zu erkennen und zu modifizieren

[30, 48, 49]. Dabei können Ribonukleotide und 2’-Desoxyribonukleotide gleichermaßen

umgesetzt werden [50].
Die zuerst beschriebene Cytidindesaminase mit der Fähigkeit zur Modifikation von Cytidin

innerhalb eines Polynukleotidstrangs war APOBEC1 (apo B mRNA editing enzyme catalytic

polypeptide-1). Dieses Enzym ist unter aderem in menschlichen Dünndarmzellen lokali-

siert [51]. Während des posttranskriptionalen Editings der mRNA von Apolipoproteins B

(Apo B) kommt es zur Desaminierung eines Cytidins (C6666) innerhalb des für Glutamin-

codierenden Basentripletts CAA [52]. Ergebnis dieser Modifikation ist die Bildung des vor-

zeitigen Stoppcodons UAA, so dass nur eine verkürzte Form des Apolipoproteins B (Apo
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B-48) gebildet wird. Als vollständiges Apo B-100 ist es ein wichtiger Bestandteil der low

density Lipoproteine (LDL) [53]. Das verkürzte Transkript Apo B-48 findet sich dagegen

in Chylomikronen wieder, Lipoproteinpartikel, die Nahrungsfette vom Darm in die Leber

transportieren [54]. Trotz der hohen Diversität innerhalb der CDA Enzymfamilie sind ge-

rade im katalytischen Zentrum aller Cytidindesaminasen Sequenzbereiche und Kofaktoren

streng konserviert (Abbildung 4).

Abbildung 4: Sequenzvergleich dreier Vertreter der Enzymfamilie der Cytidindesaminasen. Gekennzeich-
net sind die konservierten Aminosäuren im katalytischen Zentrum der Cytidindesaminasen (C: Cystein,
E: Glutaminsäure, F: Phenylalanin, H: Histidin, I: Isoleucin, P: Prolin, R: Arginin, S: Serin, T: Threonin,
V: Valin, W: Tryptophan, x: beliebige Aminosäure). Die charakteristischen Aminosäuren von DNA/RNA-
prozessierenden CDAs sind grün dargestellt.

Analysen der verschiedenen Vertreter der Familie der Cytidindesaminasen lassen charakte-

ristische Motive erkennen, deren Gemeinsamkeiten hauptsächlich im Bereich der Zinkko-

ordination durch die Aminosäuren Cystein und Histidin zu finden sind. Ein Glutaminsäu-

rerest übernimmt die Funktion eines Protonen-Shuttles während der Desaminierungsreak-

tion. Neben der konservierten Aminosäure Prolin, die in allen CDAs der Orientierung des

Substrats innerhalb des Enzyms dient, ist das Vorhandensein von zwei Phenylalaninresten

bei gleichzeitiger Insertion von vier weiteren Aminosäuren (Abbildung 4, grün hervor-

gehobener Bereich) ausschließlich bei Cytidindesaminasen beobachtbar, die der APOBEC

Familie angehören [30]. Die Vermutung liegt daher nahe, dass es sich um ein essenzielles

Strukturmerkmal zur Prozessierung von Polynukleotidsträngen handelt.

3.2.1 Funktion von CDAs in biologischen Systemen

Die Funktion von Cytidindesaminasen im Organismus sind sehr unterschiedlich. Neben

dem Editing von RNA-Strängen zur Generierung von Proteinen mit unterschiedlicher Funk-

tion bei gleichem Gen (Apo-100 → Apo-48) sind CDAs ebenfalls in den Nukleotidmeta-

bolismus involviert. Die biosynthetische Herstellung von Nukleotiden kann auf zweierlei

Weise erfolgen. Zusätzlich zur de-novo-Synthese aus einfachen Stoffwechselzwischenpro-

dukten existiert auch die Möglichkeit der Wiederverwertung von Nukleotiden, die ihren
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Ursprung in abgebauten Nukleinsäuresträngen oder Nahrungsbestandteilen haben [55].
Die Form des Umbaus von Nukleotiden wird als salvage pathway bezeichnet. Mit Hilfe der

Cytidindesaminasen wird ein ausbalancierter Pyrimidin-Pool gewährleistet (Abbildung 5)

[56].

Abbildung 5: Gegenseitige Umwandlung von Pyrimidinnukleotiden und ihrer Bestandteile. Derivatisierun-
gen der Nukleobase oder des Zuckers sind horizontal, Änderungen im Phosphorylierungsgrad oder Spaltung
der Nukleoside sind vertikal dargestellt. Die CDA-vermittelten Reaktionen sind rot markiert. Wichtige Schlüs-
selenzyme des Pyrimidinmetabolismus: 1 – Ribonukleotid-Reduktase, 2 – CTP-Synthase, 3 – Thymidylat-
Synthase (nach Traut, T. W. [57]).

Cytidindesaminasen sind überdies in der Lage, einem Organsimus Schutz vor retrovi-

ralen Infektionen zu bieten [58]. Dieser Schutzmechanismus wird durch Proteine der

APOBEC3-Familie bewerkstelligt, wobei der in diesem Zusammenhang am intensivsten

untersuchte Vertreter das Enzym APOBEC3G ist. APOBEC3G desaminiert während der re-

versen Transkription der viralen RNA in doppelsträngige cDNA innerhalb des entstehen-

den (−)-Strangs dC zu dU. Die dU-reichen Transkripte werden infolge der Desaminierung

entweder direkt abgebaut oder aber die resultierenden G-zu-A hypermutierten Proviren

sind inaktiv [59]. Lentiviren, zu denen auch das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ge-

hört, haben im Laufe der Evolution eine Strategie entwickelt, diesen APOBEC-vermittelten

Schutzmechanismus zu umgehen. Das virale Protein Vif (virion infectivity factor) gilt als

essenziell für die effektive Replikation des Virus. Darüber hinaus interagiert es über sein

N-terminales Ende mit der Desaminase APOBEC3G. Gleichzeitig rekrutiert sich um den C-

Terminus des Vif-Proteins die E3 Ubiquinin-Ligase der Wirtszelle. Der auf diese Art gebilde-

te Komplex ist in der Lage, APOBEC3G zu polyubiquitinieren und so für den proteasomalen

Abbau zu markieren [60]. CDAs sind dank ihrer Fähigkeit zur flexiblen Modifizierung von

DNA-Sequenzen auch an der diversifizierenden Ausbildung von Antikörpern in B-Zellen

beteiligt. Auf genetischer Ebene unterteilt sich der Vorgang der Immunglobulingenese in

vier Schritte: VDJ-Rekombination (auch somatische Rekombination genannt), somatische
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Hypermutation (SHM), Genkonversion (engl. GC: gene conversion), sowie Klassenwechsel-

Rekombination (engl. CSR: class-switch recombination). Studien zeigten, dass die Cytidin-

desaminase AID (activation-induced cytidine deaminase) für die drei Teilschritte der SHM,

GC und CSR unentbehrlich ist [49, 61, 62].

3.2.2 Mechanismus der CDA-vermittelten Desaminierung

Die genaue Mechanismus der Umwandlung von Cytidin zu Uridin durch zinkabhängige

CDAs verläuft wie folgt [63]: Der erste Schritt des Katalysezyklus’ besteht in der Depro-

tonierung eines Wassermoleküls aus der Hydrathülle des im aktiven Zentrum aller CDAs

vorliegenden Zinkions. Anschließend kommt es zum nukleophilen Angriff des aktivierten

Wassers auf das C4-Kohlenstoffatom des Pyrimidinrings unter gleichzeiter Protonierung

des N3-Stickstoffatoms. Ein Glutaminsäurerest im katalytischen Kern des Enzyms trans-

feriert ein Proton auf die exozyklische Aminogruppe der Nukleobase. Dies führt zur Aus-

bildung der guten Abgangsgruppe NH3. Die Eliminierung von Ammoniak unter Bildung

von Uridin beendet den Mechanismus der Desaminierung. Anschließend wird ein neues

Wassermolekül im aktiven Zentrum an Zink gebunden und das Enzym steht für weitere

Katalysezyklen zur Verfügung (Abbildung 6).

Abbildung 6: Mechanismus der hydrolytischen Desaminierung von Cytidin zu Uridin durch CDAs. Während
sich ein aktiviertes Wassermolekül an die C4-Position des Cytidins addiert, findet eine Protonierung des
N3-Atoms des Pyrimidins statt. Ein Proton wird auf die Carboxylgruppe eines Glutamats übertragen. Dar-
aufhin abstrahiert die noch gebundene NH2-Gruppe dieses Proton und kann als gute Abgangsgruppe NH3
die kovalente Bindung zur Nukleobase aufgeben. Nach Ausbildung der Carbonylfunktion erhält man Uridin.

3.3 Entwicklung einer Strategie zur in-vitro-Selektion von

Cytidindesaminase-Ribozymen

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Frage zu klären, ob es möglich ist, die Umwand-

lung von Cytidin zu Uridin, die normalerweise, wie oben beschrieben, von Proteinen ver-

mittelt wird, auch von RNA-Molekülen übernommen werden kann. Um eine zur Desami-
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3.3 Entwicklung einer Strategie zur in-vitro-Selektion von Cytidindesaminase-Ribozymen

nierung von Cytidin befähigte RNA zu erhalten, sollte das SELEX-Verfahren genutzt wer-

den. Die der Selektion zugrunde liegende RNA-Bibliothek war ein 194mer, das zwei ran-

domisierte Bereiche – von 70 bzw. 72 Nukleotiden Länge – aufwies [64]. Valeska Dombos

befasste sich im Rahmen ihrer Dissertation ebenfalls mit der Entwicklung eines Assays,

mit dem sich die Selektion eines Cytidin-Desaminase-Ribozyms durchführen lässt [65].
Sie entwickelte eine Selektionsstrategie auf der Grundlage des 5’-Transkriptionsprimings

(siehe Kapitel 3.3.1.2). Zu diesem Zweck wurde das zu prozessierende Cytidinsubstrat

mit Guanosinmonophosphat verbunden. Eine quantitative Analyse der Einbaurate eines

Fluoreszein-markierten Initiators in eine RNA an ihrem 5’-Ende ergab eine Ausbeute von

lediglich 18 %. Die Einbaurate des Cytidin-GMP-Derivats mittels Transkriptionspriming

lag vermutlich noch unter 18 %. Aufgrund dieser geringen Ausbeute, sollte in dieser Ar-

beit eine neue Strategie verfolgt werden. Diese sah die kovalente Verknüpfung der RNA-

Abbildung 7: Selektionsstrategie zur Findung eines Cytidin desaminierenden Ribozyms. Das Substrat Cyti-
din ist mit einer RNA-Bibliothek verknüpft und trägt gleichzeitig einen über die exozyklische Aminofunktion
verbundenen Biotinrest. Dieses Biotin erlaubt eine Immobilisierung des Konstrukts an einer festen Phase.
Aktive RNAs reagieren nun unter spezifisch gewählten Selektionsbedingungen nach dem in Abbildung 6 ge-
zeigten Mechanismus mit Wasser und werden von der festen Phase gespalten. Inaktive Spezies verbleiben
an der Streptavidin exponierenden Matrix.

Bibliothek mit dem Cytidin-Substrat über das 3’-Ende des RNA-Pools vor. Um eine Separa-

tion aktiver RNA-Spezies von ihren inaktiven Pendants zu ermöglichen, sollte die Selektion

an einer festen Phase durchgeführt werden. Der Unterschied zwischen der unprozessier-

ten Form des Ribozym-Substrat-Konstrukts und der desaminierten Form ist sehr klein. Er

besteht lediglich in der Substitution der Aminogruppe des Cytidins gegen ein Sauerstoffa-

tom, um Uridin zu bilden. Bedingt durch diesen geringen strukturellen Unterschied wurde

entschieden, die Selektion an einer an einer mit Streptavidin funktionalisierten festen Pha-

se durchzuführen (Abbildung 7). Da die zu katalysierende Desaminierung aus den beiden

Reaktionspartnern Cytidin und Wasser besteht, ergaben sich prinzipilell zwei Möglichkei-
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ten, die Selektion an einer festen Phase aufzubauen. In einem ersten Fall resultiert die

Immobilisierung aktiver RNA-Moleküle aus einer erfolgreichen Desaminierung von Cyti-

din zu Uridin [65]. In diesem Fall wird ein Wasseranalogon, z. B. ein primärer Alkohol, der

kovalent mit einem Biotinrest verbunden ist, eingesetzt. RNA-Strukturen, die fähig sind,

die Desaminierungsreaktion mit dem Alkoholderivat zu realisieren, markieren sich somit

gleichzeitig mit Biotin. In diesem Fall muss jedoch berücksichtigt werden, dass Alkohole

bessere Nukleophile darstellen als Wasser. Die auf diese Weise gefundenen Ribozyme sind

demnach nicht zwingend auch in der Lage diesen Reaktionsschritt mit Wasser als Substrat

zu bewerkstelligen. Gleichzeitig würden aktive RNAs, die Wasser als Reaktionskomponen-

te zur Desaminierung akzeptieren, keine Immobilisierung an der festen Phase zur Folge

haben und stünden somit für weitere Selektionsrunden nicht zur Verfügung. Aufgrund

dieser Überlegungen wurde die zweite Möglichkeit der Festphasen-gestützten Selektion

von Cytidindesaminase-Ribozymen gewählt. Zu diesem Zweck war es nötig, das Substrat

Cytidin mit einem Biotinrest zu versehen. Basierend auf dem Reaktionsmechanismus der

Desaminierung durch Proteine (Abbildung 6) wurde das Biotin über die N4-Position des

Cytidins eingeführt. Gleichzeitig wurde das biotinylierte Cytidin-Substrat kovalent mit der

RNA-Bibliothek verbunden. Während der Inkubation der immobilisierten Cytidin-RNA-

Konstrukte unter gewählten Selektionsbedingungen sind katalytisch aktive RNA-Moleküle

in der Lage, eine Desaminierung der Nukleobase an der C4-Position zu katalysieren und

somit die Bindung zur festen Phase aufzuheben. Nach Elution aktiver RNAs lassen sich

diese nach reverser Transkription und Amplifikation einem weiteren Selektionszyklus zu-

führen. Bei diesem Assay fungiert Wasser als hydrolysierendes Nukleophil und entspricht

somit dem natürlichen Substrat in Proteinen. Gleichzeitig weist die Abgangsgruppe, ein

primäres Amin, schlechtere Abgangsgruppenqualitäten auf, als Ammoniak, so dass Ribo-

zyme, die Cytidin unter diesen Gegebenheiten desaminieren können, auch freies Cytidin

als Substrat akzeptieren sollten.

3.3.1 Funktionalisierung von RNA-Molekülen

Wie zuvor gezeigt, sah die gewählte Selektionsstrategie die kovalente Verknüpfung des

Cytidin-Substrats mit einer RNA-Bibliothek vor. Um eine solche Funktionalisierung zu er-

reichen, gibt es verschiedene Techniken, die sich grob in zwei Kategorien einteilen lassen:

1. interne und 2. terminale Modifikation von RNAs.
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3.3.1.1 Interne Modi�kation von RNA-Strängen

Nukleosid-Analoga, die über geeignete funktionelle Gruppen verfügen, lassen sich in Form

von Phosphoramiditbausteinen in eine RNA integrieren und stehen für eine selektive Um-

setzung mit Reportermolekülen zur Verfügung [66]. Die Art der Funktionalisierung reicht

von aliphatischen Aminogruppen, die mit als NHS-Ester aktivierten Molekülen reagieren

[67], über Alkin- und Azidfunktionen, mit denen sich Clickreaktionen durchführen lassen

[68], bis hin zur Bereitstellung von Thiolen, oft in Form von 4-Thiouridin [69], welche sich

mit α-Haloacetylsäure-Derivaten [70] und Methanthiosulfonaten [71] umsetzen lassen.

Da die Ausbeuteverluste während eines jeden Kopplungsschritts die Gewinnung von län-

geren RNA-Molekülen (> 70 Nukleotide) schnell ineffizient werden lassen, wurden neue

Strategien entwickelt, um auch die Herstellung langer, ortsspezifisch markierter RNAs zu

gewährleisten. Eine Möglichkeit stellt die Ligation mittellanger, chemisch synthetisierter

RNA-Stränge dar. Modifikationen werden gezielt in RNA-Fragmente, deren chemische Syn-

these sich mit guten Ausbeuten durchführen lässt, eingebaut und können anschließend zu

langen RNAs verknüpft werden. Die Ligation der einzelnen Fragmente kann sowohl en-

zymatisch, als auch chemisch erfolgen (Abbildung 8). Zur enzymatischen Ligation eignen

Abbildung 8: Enzymatische Verknüpfung zweier RNA-Moleküle mit Hilfe der T4 RNA Ligase 1 ohne splint
(A), sowie durch die RNA Ligase 2 unter Verwendung eines splint-Strangs (B). Die chemische Ligation von
RNA-Fragmenten lässt sich z. B. durch die Reaktion eines 3’-Thiophosphats mit einem 5’-Tosylat erreichen
(C) oder Click-chemisch durch die Reaktion eines Azid-funktionalisierten RNA-Strangs mit einem Alkin (D).

sich verschiedene Ligasen [72]. Am häufigsten werden die T4 DNA Ligase [73, 74], die

T4 RNA Ligase 1 [75, 76], sowie die T4 RNA Ligase 2 [77, 78] verwendet. Um die Effek-

tivität der Ligation zu begünstigen, hat es sich als vorteilhaft herausgestellt, die reaktiven
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Gruppen der beiden zu verknüpfenden Fragmente in räumlicher Nähe zueinander zu ori-

entieren. Dies gelingt leicht durch Verwendung sogenannter splints, kurzer Nukleinsäuren,

die zu den Enden der Substrat-Stränge komplementär sind [72].
Neben diesen enzymatischen Methoden gibt es zudem die Möglichkeit, RNA-Stränge che-

misch zu ligieren. Die frühesten Protokolle zur Verknüpfung zweier Oligomere arbeiteten

mit Bromcyan [79], mit Carbodiimiden [80] oder mit 3’-Phosphorthioaten [81, 82]. Letz-

tere sind in der Lage mit Nukleinsäuren zu reagieren, die an ihrem 5’-Ende eine Tosylat-

oder Iod-Modifikation tragen. Neuere Methoden bedienen sich der Click-Chemie [83]. Ein

wichtiger Vertreter dieser Reaktionsklasse ist die 1,3-diplore Huisgen Zykloaddition von Al-

kinen mit Aziden [84, 85]. Durch den Einsatz von Katalysatoren, war es möglich, die Reak-

tionsbedingungen derart zu verändern, dass es möglich wurde, die Zykloaddition auch auf

Biomoleküle zu übertragen. Die Verwendung von Kupfer(I)-ionen, sowie verschiedener Li-

ganden zur Stabilisierung der Cu+-Ionen, gestatten die Durchführung dieser Click-Variante

in wässrigen Systemen und bei Raumtemperatur unter Ausbildung von Triazolderivaten

als verknüpfendes Element [86, 87, 88]. Die Enden von RNA-Fragmenten lassen sich ent-

weder an ihrem 3’-Terminus mit Azid- und an ihrem 5’-Ende mit Alkinfunktionen bzw.

andersherum, derivatisieren und stehen somit der chemischen Ligation zu einem langen

RNA-Strang zur Verfügung (Abbildung 8 D). Die Einführung dieser funktionellen Gruppen

kann in Form käuflich erhältlicher Phosphoramiditbausteine [89] oder post-synthetisch

erfolgen [88]. Es finden sich in der Literatur ebenfalls Beispiele zur enzymatischen Inkor-

poration von Azid- oder Alkinresten in RNA- und DNA-Moleküle. Ein Beispiel beschreibt

die Anknüpfung eines 2’-Desoxy-3’-azidoadenosins an das 3’-Ende eines Oligonukleotids

durch die Poly(A)-Polymerase (PAP). Auch mittels Transkriptionspriming ist es gelungen,

das 5’-Ende eines Oligomers mit einem 5’-Azidonukleosids zu versehen [90].

3.3.1.2 Terminale Markierung von RNA-Molekülen

Neben der internen Modifikation von RNA-Oligomeren bietet sich für die Selektion ka-

talytisch aktiver RNAs vor allem die 3’- oder 5’-terminale Markierung an. In diesem Fall

ist die Sequenz der jeweiligen RNA nicht von Bedeutung und auch eine Limitation in

der Länge der Nukleinsäure ist nicht gegeben. Zudem ist die Gefahr der inkorrekten Fal-

tung einer RNA, die am ihrem 3’- oder 5’-Ende modifiziert wurde, stark vermindert, da

eine Behinderung der Ausbildung interner Wasserstoffbrückenbindungen weniger wahr-

scheinlich ist. Es existiert eine Vielzahl von modifizierenden Bausteinen zur 3’- und 5’-

Endmarkierung von RNA-Strängen während der chemischen RNA-Synthese (Abbildung 9).
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Sie tragen geeignete Funktionalitäten, wie z. B. Aminogruppen, Alkine oder Halogena-

tome, die eine post-synthetische Markierung ermöglichen. Die Phosphoramiditbausteine

sind mit den gängigen Synthesestrategien, wie der TBDMS-, ACE, und TOM-Chemie zur

Herstellung von RNA kompatibel [91]. Neben der Bereitstellung von funktionellen Grup-

pen, können die Nukleosid-Analoga auch selbst als Reportermoleküle dienen oder zur Im-

mobilisierung genutzt werden. Enzymatische Markierungsmethoden erlauben ebenfalls

eine selektive Derivatisierung der Enden eines RNA-Strangs. So lässt sich mit Hilfe der

T4-Polynukleotidkinase (T4 PNK) der 5’-Terminus einer RNA spezifisch mit radioaktiven

Phosphorisotopen versehen. Unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase ist man in der

Abbildung 9: Kommerziell erhältliche Bausteine zur 5’- (A) und 3’- (B) Funktionalisierung während der
chemischen Synthese von Nukleinsäuren.

Lage, während der Transkription doppelsträngiger DNA GMP-Derivate am 5’-Ende der

wachsenden RNA einzubauen [92]. Diese als Transkriptionspriming in die Literatur ein-

gegangene Technik wurde 1989 von Milligan entwickelt und kam seitdem in mehreren

Beispielen zur Modifizierung von RNA-Oligomeren erfolgreich zum Einsatz [93, 94, 95].
Aufgrund der fehlenden Triphosphatgruppe an der 5’-Position eines solchen GMP-Derivats

können diese Bausteine nur am 5’-Ende einer RNA eingebaut werden. Sie werden daher

auch als Initiatormoleküle bezeichnet. Die Anbindung von modifizierten Nukleosidanalo-

ga an das 3’-Ende einer RNA wird durch eine Reihe verschiedener Enzyme vermittelt, so

zum Beispiel durch die Poly(U)-Polymerase (PUP), Poly(A)-Polymerase (PAP) oder die ter-

minale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) [96, 97, 98, 99]. Als weitere Alternative zur

3’-Markierung von RNA-Strängen wird zusätzlich die Periodat-vermittelte Oxidation von
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RNA beschrieben [100, 101]. Diese Methode soll im folgenden Kapitel genauer beschrie-

ben werden.

3.3.1.3 Selektive Oxidation von RNA durch Periodat

1928 konnte von Malaprade gezeigt werden, dass Metaperiodationen die Fähigkeit be-

sitzen, bei Raumtemperatur selektiv cis-Diole in saurer, neutraler und leicht basischer Um-

gebung zu oxidieren [102, 103]. Dabei kommt es unter Spaltung einer C-C-Bindung zur

Bildung von zwei Aldehyden. Analog dazu lässt sich die cis-Diol-Einheit der Ribose des 3’-

Endes einer RNA oxidieren [104] (Abbildung 10), ohne dass relevante Nebenreaktionen

mit RNA-spezifischen Funktionalitäten auftreten.

Abbildung 10: Periodat-vermittelte Oxidation des 3’-Endes einer RNA und anschließende reduktive Kopp-
lung des Dialdehyds mit verschiedenen Aminderivaten.

Das Ergebnis dieser Oxidation, ein Dialdehyd, steht anschließend für weitere Derivatisie-

rungen durch Nukleophile zur Verfügung [105]. Farbstoffe, Biotinderivate oder Linker, die

mit Hilfe dieser Technik an eine RNA gekoppelt werden sollen, werden häufig in Form von

Hydraziden, Semicarbaziden, Thiosemicarbaziden und primären Aminen eingesetzt. Die

Reaktion zwischen der 3’-oxidierten RNA und einem primären Amin führt zu einem nur

bedingt stabilen Produkt, welches jedoch durch Einwirkung eines Reduktionsmittels, z. B.

Natriumcyanoborhydrid ein stabiles Morpholinderivat liefert. Hydrazide und Hydrazid-

Abkömmlinge lassen sich mit Dialdehyden sehr effizient umsetzen, wobei Hydrazone ge-

neriert werden. Auch in diesem Fall führt die Reduktion mit Borhydridverbindungen zu

Produkten höherer Stabilität über die Zeit und in Hinblick auf pH-Veränderungen. Diese

milde Form der Markierung von RNA gilt als preiswerte Möglichkeit zur Anbindung einer

Vielzahl unterschiedlichster Moleküle an den 3’-Terminus einer RNA, unabhängig von Län-

ge und Sequenz.
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Aufgrund der beschriebenen Vorteile der Periodat-vermittelten Oxidation gegenüber an-

deren Techniken zur Modifizierung von RNA-Molekülen, sollte diese Methode bei der Ent-

wicklung eines Assays zur Selektion von Cytidindesaminase-Ribozymen genutzt werden.

3.4 Design und Herstellung eines modi�zierten Cytidins

Die in dieser Arbeit vefolgte Strategie zur Findung einer katalytisch aktiven RNA, die Cy-

tidin zu Uridin desamineren kann, führte zum in Abbildung 11 gezeigten Cytidin-Derivat.

Abbildung 11: Cytidin-Derivat zur 3’-Funktionalisierung einer durch Perdiodat oxidierten RNA-Bibliothek.

Nach Transkription einer DNA- in eine RNA-Bibliothek, sollte das Substrat Cytidin über

seine 5’-OH Gruppe mit dem RNA-Pool verbunden werden (Abbildung 7). Wie oben be-

schrieben, wurde zur kovalenten Verknüpfung von Substrat und RNA die Methode der

3’-Endmarkierung von RNA mittels Periodat-Oxidation gewählt. Um dies zu ermöglichen,

verfügte das Zielmolekül 1 über eine aliphatische Aminogruppe, die in der Lage ist, mit

dem 2’,3’-Dialdehyd eines oxidierten Oligonukleotids zu reagieren. Gleichzeitig musste

gewährleistet sein, dass die potenziell katalytisch aktive RNA ausreichend Raum zur Ver-

fügung hat, um sich um das Cytidin-Substrat prozessieren zu können. Diese geforder-

te Flexibilität lässt sich erreichen, indem die primäre Aminogruppe über einen langen

Hexaethylenglykol-Linker mit dem Cytidin verbunden wird. Die Verknüpfung des Linkers

sollte dabei über eine Phosphorsäurediesterbindung zwischen der Aminolinker-Einheit

und der 5’-OH Gruppe des Cytidins realisiert werden. Die Immobilisierung der 3’-modifi-

zierten RNA sollte über die Wechselwirkung von Biotin mit einer Streptavidin-funktionali-

sierten festen Phase ermöglicht werden. Die Anbindung des Biotins an das Cytidin erfolgte

über die C4-Position der Nukleobase. Darüber hinaus sollte zwischen der Nukleobase und

dem Biotin zusätzlich ein kurzer Diaminolinker integriert werden, der sterische Hinde-

rungen des aktiven Zentrums des Ribozyms durch das Biotin verhindern soll. Katalytisch
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aktive RNA-Moleküle, die in der Lage sind unter gewählten Selektionsbedingungen die ge-

wünschte Desaminierung von Cytidin zu unterstützen, spalten sich von der festen Phase.

Inaktive RNAs verbleiben auf der festen Phase. Auf diese Weise lassen sich die katalytisch

aktiven RNA-Spezies leicht isolieren.

3.4.1 Retrosynthese des Cytidin-Derivats 1

Die retrosynthetische Betrachtung des Zielmoleküls ergab vier Synthons (Abbildung 12).

Abbildung 12: Retrosyntetische Zerlegung des Zielmoleküls 1 in vier Synthons.

Die primäre aliphatische Aminogruppe zur Funktionalisierung einer 3’-oxidierten RNA-

Bibliothek kann über einen Hexaethylenglykol-Linker 5 zur Verfügung gestellt werden.

Um unter Ausbildung einer Phosphorsäurediesterbindung mit einem modifizierten Cyti-

din gekoppelt werden zu können, sollte der Aminolinker als geschütztes Phosphoramidit

eingesetzt werden. Die Cytidinkomponente 2 musste eine adäquate Aktivierung der C4-

Position der Nukleobase aufweisen, um die Reaktion mit einem einfach geschützten Dia-

minolinker 3 zu ermöglichen. Über diese zweite, kurze Linkerkomponente sollte die zur

Immobilisierung an einer festen Phase notwendige Biotineinheit 4 angebunden werden.
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3.4.2 Anbindung eines kurzen Aminolinkers über die C4-Position von Cytidin

Ausgangspunkt für die Synthese des Cytidin-Derivats 1 war das Nukleosid Uridin (6)

(Abbildung 13), dessen OH-Gruppen im ersten Schritt vollständig geschützt werden soll-

ten. Die Sythesestrategie sah vor, die Pyrimidinbase an der C4-Position für einen nukleo-

philen Angriff mit einer Linkerkomponente zu aktivieren. Um Nebenreaktionen mit dem

Zuckerteil zu vermeiden, wurde der Schutz der drei Zuckerhydroxylgruppen notwendig.

Zum Schutz der OH-Funktionen wurde die Silylschutzgruppe TBDMS gewählt. Diese tert-

Abbildung 13: Syntheseschema zur Herstellung des Cytidin-Derivats 1. Nach dem Schutz der Hydroxylgrup-
pen von Uridin und Aktivierung der C4-Position der Base lässt sich Verbindung 2 durch Reaktion mit dem
einfach geschützten geschützten Diaminolinker 3 in das modifizierte Cytidin 9 überführen. Biotinylierung
und selektive Entschützung zu 11 ermöglicht die Phosphoramiditkopplung mit der Linkerkomponente 5.
Entfernung aller Schützgruppen liefert das Zielmolekül 1.

Butyldimethylsilylether sind stabil unter milden basischen Bedingungen und lassen sich

auch durch primäre Aminofunktionen nicht abspalten [106]. Da in einem späteren Schritt

die Einführung eines Diaminolinkers vorgesehen war, kam der Einsatz von Acylschutzgrup-

pen nicht in Frage. Diese hätten durch die Nukleophilie der freien primären Aminogruppe

des Linkerbausteins 3 eine teilweise Entschützung der Hydroxylgruppen zur Folge. Die Si-

lylierung fand in wasserfreiem DMF mit Hilfe von TBDMS-Cl statt (Abbildung 14) [107].
Imidazol wurde als Base eingesetzt, um während der Reaktion freiwerdendes HCl abzufan-
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Abbildung 14: Einführung eines Triazolyrestes an der C4 Position von Uridin 6. i: 3,8 Äq. TBDMS-Cl, 4 Äq.
Imidazol, DMF, RT, 22 h, 31 %; ii: 5 Äq. TBDMS-Cl, 4 Äq. Imidazol, DMF, 65 ◦C, 18 h, 94 %; iii: 4 Äq. POCl3,
16 Äq. Triazol, 20 Äq. NEt3, MeCN, 60 min 0 ◦C, 4,5 h, RT, 76 %.

gen. Eine wässrige Aufarbeitung und säulenchromatographische Reinigung gab das drei-

fach TBDMS-geschützte Uridin in 94%iger Ausbeute. Es zeigte sich, dass die Ausbeute an

Produkt durch eine Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 65 ◦C deutlich gesteigert wer-

den konnte. Im Anschluss wurde die Aktivierung der C4-Position der Nukleobase durchge-

führt. Das Prinzip basiert dabei auf der Generierung einer guten Fluchtgruppe, um so die

Substitution am C4 gegen ein Nukleophil zu ermöglichen. Die in dieser Arbeit verwendete

Strategie war die Synthese eines Triazolylpyrimidins, da sich Triazolderivate von Uridin

gut isolieren lassen und dabei ausreichend reaktiv gegenüber aliphatischen Aminogrup-

pen sind [108, 109]. In einem ersten Schritt bildet sich aus Phosphorylchlorid und drei

Abbildung 15: Darstellung von N-(tert-Butoxycarbonyl)-3,6-dioxaoctan-1,8-diamin (3) (A). i: 0,16 Äq.
Di-tert-butyldicarbonat, Dioxan, 3 h, RT, 68 %. Synthese von 2’,3’,5’-Tris-O-TBDMS-1-[4-(N’-(tert-
Butoxycarbonyl)-3,6-dioxaoctan-1,8-diamin)pyrimidin-2(1H)-onyl]-β-D-ribosid (9) (B). ii: 1,3 Äq. Linker-
komponente 3, MeCN, RT, über Nacht, 85 %.

Äquivalenten Triazol in-situ Tris(1H-1,2,4-triazol-1-yl)phosphinoxid. Dieses reagiert mit

22



3.4 Design und Herstellung eines modifizierten Cytidins

der Lactimform der Nukleobase Uracil zu einem C4-phosphorylierten Pyrimidinderivat.

Bedingt durch den elektronenziehenden Effekt der Phosphor-Sauerstoff-Bindung kommt

es zur Aktivierung der C4-Position für eine nukleophile aromatische Substitution. Der An-

griff eines Triazolanions und darauffolgende Eliminierung von Bis(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-

phosphinat lieferte nach wässriger Aufarbeitung und Umkristallisation das Uridinderivat

2 mit einer Ausbeute von 76 %. Das aktivierte Nukleosid 2 wurde anschließend mit der

primären Aminogruppe des einfach Boc-geschützten Diaminolinkers 3 (Abbildung 15 A)

zur Reaktion gebracht. Das vollständig geschützte Cytidin-Derivat 9 wurde erhalten. Die

Ausbeute betrug nach säulenchromatographischer Reinigung 85 % (Abbildung 15 B). Der

Linkerbaustein 3 wurde aus der Reaktion von 2,2’-(Ethylendioxy)diethylamin (8) und Di-

tert-butyldicarbonat in Dioxan erhalten [110].

3.4.3 Versuche zur selektiven Abspaltung der N-Boc- und

5'-O-TBDMS-Schutzgruppen von 9

Das Cytidin-Derivat 9 sollte im Folgenden über seine primäre Aminogruppe mit Biotin

(4) markiert und dann über die 5’-OH Funktion mit dem Linkerphosphoramidit 5 ge-

koppelt werden. Setzt man Biotin in Form eines N-Hydroxysuccinnimdyl- (NHS-) Esters

Abbildung 16: Versuch der gleichzeitigen Entschützung der Boc- und der 5’-O-TBDMS Gruppe von 9 unter
aciden Bedingungen. Unter Verwendung eines NHS-aktivierten Biotins ließe sich die freie Aminogruppe von
10 chemoselektiv umgsetzen. Nach erfolgter Biotinylierung kann das 5’-entschützte Cytidin 11 mit dem
Phosphoramidit 5 gekoppelt werden.
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3 Design und Synthese eines Cytidins zur Funktionalisierung von RNA-Bibliotheken

ein, so kommt es auch in Gegenwart einer freien OH-Gruppe in 10 aufgrund der höhe-

ren Nukleophilie der primären Aminogruppe hauptsächlich zur Bildung des biotinylierten

Cytidins 11 [111]. Anschließend ließe sich die Reaktion mit dem Phosphoramidit 5 zum

Derivat 12 durchführen. Aus Gründen der Syntheseeffizienz sollten die Boc-, sowie die

5’-O-TBDMS-Schutzgruppe in einem Schritt entfernt werden (Abbildung 16). Die Abspal-

tung der Carbamatgruppe wird standardmäßig unter Verwendung von starken Brønsted-

Säuren herbeigeführt [112, 113, 114]. Unter diesen Bedingungen sind jedoch auch die

TBDMS-Schutzgruppen nicht uneingeschränkt stabil [115], weshalb mit einer nicht regio-

selektiven Entschützung der Hydroxylgruppen gerechnet werden musste. Xue-Feng Zhu et

al. konnten am Beispiel von dreifach TBDMS-geschützten Nukleosiden zeigen, dass sich

unter Verwendung von THF, TFA und H2O im Verhältnis 4 : 1 : 1 (v/v/v) bei 0 ◦C eine selek-

tive Entschützung der 5’-Hydroxylgruppe mit sehr guten Ausbeuten erreichen lässt [116].
Der Grund für die Selektivität der Desilylierung an der 5’-Position scheint dabei nicht auf

Tabelle 2: Auswertung der MALDI-Ergebnisse zur selektiven Entschützung von 9 zu 10.

Reaktionsbedingungen Beobachtung

TFAkonz./H2O/THF (1 : 1 : 4), 0 ◦C, 3 h • einfach desilyliertes Produkt

• Boc-Schutzgruppe zu stabil, selektive Einfach-

desilylierung

TFAkonz./H2O (9 : 1), 0 ◦C, 1 h • gewünschtes Produkt

• zweifach desilyliertes Produkt

• Boc-Schutzgruppe zu stabil, keine Selektivität

der TBDMS-Entschützung

TFAkonz./H2O (4 : 1), 0 ◦C, 1 h • gewünschtes Produkt

• zweifach desilyliertes Produkt

• Boc-Schutzgruppe zu stabil, keine Selektivität

der TBDMS-Entschützung

elektronischen Effekten zu basieren, sondern vielmehr sterischer Natur zu sein. Zu dieser

Annahme kamen Xue-Feng Zhu et al., da einfache Berechnungen der Geistiger-Hückel-

Ladungen zeigten, dass die Elektronendichte der 2’-, 3’-, und 5’-Sauerstoffatome nahezu

gleichwertig sind. Die Zugänglichkeit zur 5’-O-TBDMS Gruppe hingegen ist größer als zu

den beiden sekundären 2’- und 3’-O-TBDMS Einheiten. Bestärkt wurden sie in ihrer Annah-

me durch die Beobachtung, dass bissilylierte Ribonukleotide und 2’-Desoxyribukleotide,
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3.4 Design und Herstellung eines modifizierten Cytidins

die an ihrer 2’- oder 3’-Position kleinere Reste (OH bzw. H) aufweisen, eine geringere

Selektivität während der Desilylierung zeigten. Unter Verwendung verschiedener Säure-

konzentrationen, kurzer Reaktionszeiten und tiefer Temperaturen wurde versucht, eine

selektive Entschützung zum gewünschten Produkt 10 zu erreichen. Die massenspektrome-

trischen und dünnschichtchromatographischen Analysen der Entschützungsversuche mit

TFA/H2O-Mischungen bei 0 ◦C deuteten auf die Entstehung von mehrfach desilylierten

Cytidin-Derivaten hin (Tabelle 2). Die Behandlung des vollständig geschützten Cytidins 9

mit THF, TFA und H2O (4 : 1 : 1) bei 0 ◦C führte nach 3 Stunden zu einem zweifach silylier-

ten Produkt ohne Spaltung der Carbamatfunktion. Eine Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

bei gleichzeitiger Beibehaltung der 2’- und 3’-O-TBDMS-Funktionen war somit nicht mög-

lich.

Abbildung 17: Synthese von 2’,3’,5’-Tris-O-TBDMS-1-[4-N’-biotinyl-3,6-dioxaoctan-1,8-diaminpyrimidin-
2(1H)-onyl]-β-D-ribosid (14). i) 2,6 Äq. ZnBr2, DCM, 1 d, RT, Ar, 82 %; ii) 1,2 Äq. TSTU, 2,8 Äq. DIPEA,
1 Äq. Biotin, DMF/ Dioxan, RT, über Nacht, 17 %; iii) 1,1 Äq. EDAC · HCl, 1,1 Äq. Biotin, DMF, 0 ◦C→ RT,
über Nacht, 65 %.

Die Bedingungen zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erforderten demnach eine Säu-

rekonzentration, bei der eine selektive Freisetzung der 5’-OH Gruppe nicht gewährleistet

werden konnte. Diese Beobachtungen machten eine zweistufige Entschützung notwendig.

Die Strategie wurde gewechselt und zunächst die Boc-Schutzgruppe von 9 unter Beibe-

25
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haltung der 5’-O-TBDMS-Funktion entfernt. Neben Brønsted-Säuren führen auch Lewis-

Säuren zu einer selektiven Abspaltung der N-tert-Butyloxycarbonyleinheit [117] in Anwe-

senheit säurelabiler Schutzgruppen. Das vollständig geschützte Cytidin-Derivat 9 wurde

mit wasserfreiem ZnBr2 in trockenem DCM zur Reaktion gebracht. Ein möglicher Mecha-

nismus (Abbildung 18) verläuft über die Komplexierung der beiden Carbamatsauerstoffe

durch das Zink [118]. Durch Zugabe von Wasser wird der gebildete Komplex 15 anschlie-

Abbildung 18: Vermuteter Mechanismus der Entschützung von N-Boc-geschützten Aminen durch ZnBr2
(nach [118]). Nach Komplexierung des Carbamats durch ZnBr2 kommt es zur hydrolytischen Spaltung des
Komplexes 15. Die resultierende labile Carbamidsäure führt unter Abspaltung von CO2 zum freien Amin.

ßend hydrolysiert und man erhält nach Decarboxylierung der Carbamidsäure das freie

Amin 13. Die Ausbeute für diesen Reaktionsschritt lag nach wässriger und säulenchroma-

tographischer Reinigung bei 82 %.

Angesichts der hohen Ausbeute während der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe zum Cy-

tidin 13 schien die zweistufige Entfernung der Boc-, sowie der 5’-O-TBDMS-Funktionen

keinen negativen Einfluss auf die Gesamtausbeute der Synthese des biotinylierten Cytidin-

Derivats 11 zu haben.

3.4.4 Biotinylierung und selektive Desilylierung der 5'-Position von 9

Damit eine spätere Immobilisierung der Cytidin-Derivat-funktionalisierten RNA an einer

Streptavidin-modifizierten Phase gewährleistet werden konnte, sollte die primäre Amino-

gruppe des Cytidins 13 mit Biotin (4) verknüpft werden. Die kovalente Anbindung von

4 an die Aminofunktion geschah durch in-situ-Aktivierung der Carboxylfunktion in Form

von Aktivestern (Abbildung 17). Es wurden zwei Strategien zur in-situ-Synthese eines Ak-

tivesters verfolgt:

1. Aktivierung des Biotins durch N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(N-succinimidyl)uroniumtetra-

fluoroborat (TSTU) in Anwesenheit von DIPEA in einem DMF/Dioxan-Gemisch

2. Aktivesterbildung mit EDAC · HCl in DMF
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Beide Strategien führten zum biotinylierten Produkt 14. Besser als das Aktivierungsrea-

genz TSTU, das nur 17 % an gewünschtem Produkt lieferte, ermöglichte das Hydrochlorid

des Carbodiimids EDAC die Bildung des Cytidin-Derivats 14. Die Ausbeute betrug in die-

sem Fall 65 %.

Das Kopplungsprodukt 14 sollte im Anschluss über seine 5’-Hydroxylfunktion mit dem

Aminolinker-Phosphoramidit 5 umgesetzt werden. Dafür wurde das biotinylierte Cytidin

14 mit einem Gemisch aus THF/TFA/H2O (4 : 1 : 1, v/v/v) behandelt und lieferte das

bissilylierte Cytidin 11 mit sehr guten Ausbeuten von 94 % (Abbildung 19). Die Ausbeute

liegt somit im oberen Drittel der in der Literatur angegebenen Ausbeuten (73–99 %) zur

selektiven Entschützung der 5’-Position von dreifach silylierten Nukleosiden [116].

Abbildung 19: Selektive 5’-Desilylierung des dreifach TBDMS-geschützten Cytidin-Derivats 14 unter aciden
Bedingungen. i: THF/TFA/H2O (4 : 1 : 1, v/v/v), 0 ◦C, 5 h, 94 %.

3.4.5 Synthese des langen Aminolinker-Phosphoramidits 5

Parallel zur Synthese des modifizierten Nukleosids 11 wurde ein langer Aminolinker 5

hergestellt, der über eine Phosphoramiditkopplung an die freie 5’-OH Gruppe des Cy-

tidins geknüpft werden sollte. Als Ausgangssubstanz für die Herstellung des Linkerbau-

steins diente Hexaethylenglykol (16). Dieses wurde in einer dreistufigen Synthese in 1-

Aminohexaethylenglykol (19) überführt [119].

Abbildung 20: Synthese von 17-Amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanol 19. i: 1,2 Äq. Tos-Cl, 1,5 Äq.
Ag2O, 0,2 Äq. KI, DCM, 0 ◦C, 1 h, 65 %; ii: 1,6 Äq. NaN3, DMF, 110 ◦C, 2,5 h, 86 %; iii: 1,1 Äq. PPh3, THF,
0 ◦C→ RT, über Nacht, H2O, 0 ◦C→ RT, 6 h, 93 %.
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Im ersten Schritt konnte eine der beiden Hydroxylgruppen von 16 durch die Reaktion

mit Tosylchlorid (Tos-Cl) in eine gute Abgangsgruppe überführt werden (Abbildung 20).

Die Reaktion von 17 mit NaN3 in DMF lieferte einem SN 2-Mechanismus folgend das 1-

Azidohexaethylenglykol (18). Das Azid 18 wurde anschließend in einer Staudinger Reduk-

tion mit Triphenylphosphin in wasserfreiem THF umgesetzt und das intermediäre Phos-

phazid durch Wasser zum 1-Aminohexaethylenglykol (19) hydrolysiert. Die Gesamtaus-

beute über drei Schritte belief sich auf 52 %.

Um aus dem Produkt der Staudinger Reduktion 19 ein Phosphoramidit generieren zu kön-

nen (Abbildung 21), war zunächst ein Schutz der primären Aminofunktion nötig. Zur Mas-

kierung der NH2-Gruppe wurde die unter sauren Bedingungen abspaltbare Boc-Gruppe

gewählt. Diese ließ sich mit einer Ausbeute von 98 % mit Hilfe von Boc-Anhydrid in EtOAc

bei einer Temperatur von 60 ◦C chemoselektiv einführen.

Abbildung 21: Darstellung des Phosphoramidits 5 aus dem Aminalkohol 19. i: 1,2 Äq. Di-tert-
butyldicarbonat, EtOAc, 60 ◦C, 1,5 h, 98 %; ii: 5,3 Äq. DIPEA, 1,3 Äq. Phosphorigsäuremono-(2-
cyanoethylester)diisopropylamidchlorid , DCM, RT, 1,5 h.

Der einfach geschützte Aminohexaethylenglykollinker 20 wurde im Anschluss durch die

Reaktion mit Phosphorigsäuremono-(2-cyanoethylester)diisopropylchlorid zum Phospho-

ramidit 5 umgesetzt. Die 31P-NMR bestätigte die erfolgreiche Synthese des Phosphorami-

dits 5, welches wässrig aufgearbeitet und ohne weitere Reinigungsschritte im nächsten

Reaktionsschritt eingesetzt wurde.

3.4.6 Kopplung des Cytidin-Derivats 11 mit dem Aminolinker-Baustein 5

Das zuvor erfolgreich synthetisierte Phosphoramidit 5 wurde mit dem Cytidin-Derivat

11 in wasserfreiem Acetonitril umgesetzt. Als Aktivator für die Phosphoramiditkopplung

diente 5-Benzylmercapto-1H-tetrazol (BMT). Die Oxidation der Phosphit-Zwischenstufe

erfolgte mittels 0,2 M I2-Lösung in einem THF/H2O/Pyridin-Gemisch. Am Ende der Reakti-

on konnte weder dünnschichtchromatographisch noch massenspektrometrisch die Bildung

der Zielverbindung 12 nachgewiesen werden. Eine Erhöhung der Äquivalente des Phosph-

oramidits 5, sowie des Aktivators BMT war nicht zielführend. Es wurde vermutet, dass es

durch den langen Biotinlinker zu einer sterischen Hinderung am Reaktionszentrum kam.
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Abbildung 22: Kopplungsversuch zwischen dem Linker-Phosphoramidit 5 und dem Nukleosid 11 (A), sowie
dem Linker 20 und dem Cytidin-Phosphoramidit 21 (B). i: 1 Äq. 11, 1,1 Äq. Phosphoramidit 5, 5 Äq. BMT,
MeCN, RT, 2 h; ii: 1 Äq. 11, 5,2 Äq. Phosphoramidit 5, 10 Äq. BMT, MeCN, RT, 2 h; iii: 1 Äq. 20, 1,1 Äq.
Phosphoramidit 21, 5 Äq. BMT, MeCN, RT, 1,5 h; iv: 0,2 M I2 (THF/Pyridin/H2O).

Um diesen Verdacht zu überprüfen, wurde aus dem Nukleosid 11 das Phosphoramidit 21

generiert und mit dem geschützten Linkerbaustein 20 zur Reaktion gebracht (Abbildung

22). Es wurde die These entwickelt, dass die freie und beweglichere OH-Gruppe des Lin-

kers 20 einen leichteren Zugang zum Reaktionszentrum am C5’ des Zuckers hat. Auch die-

ser Versuch führte allerdings zu keinem positiven Ergebnis. Um das Problem der geschei-

terten Phosphoramiditkopplung zu umgehen, wurde alternativ versucht, die Aminolinker-

Komponente mit dem Nukleosid 11 über eine Ethersynthese zu verknüpfen (Abbildung

23). Zu diesem Zweck wurde zuerst die freie OH-Funktion von 20 mit Tosylchlorid ver-

estert und dadurch eine sehr gute Abgangsgruppe geschaffen. Diese sollte im Folgenden

mit der 5’-OH Gruppe des Zuckerteils von 11 und unter Verwendung von wasserfreiem

K2CO3 als Base in trockenem Acetonitril zum Produkt 23 umgesetzt werden. Es konnte

jedoch auch nach zwei Tagen Reaktionszeit kein Produkt nachgewiesen werden. Es ist

wahrscheinlich, dass die Nukleophilie der Hydroxylgruppe nicht ausreichte, um in einer
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SN 2-Reaktion den Ether zu bilden. Die Verwendung einer stärkeren Base wie z. B. DBU

oder Natriumhydrid, um die 5’-OH Gruppe zu deprotonieren und so die Nukleophilie zu

erhöhen, war wegen der gewählten Schutzgruppenstrategie an dieser Stelle nicht möglich.

Parallel zu den Versuchen der Ethersynthese zu 23 wurde die Strategie der Phosphoramidit-

Kopplung von 5 und 11 weiter verfolgt. Zur Kopplung von Nukleosid-Phosphoramiditen

Abbildung 23: Synthese des Linkers 22 zur anschließenden Kopplung mit 11 zum Cytidinderivat 23.
i: 1,2 Äq. Tos-Cl, Pyridin, Argon, 0 ◦C→ RT, 5 h, 77 %; ii: 1 Äq. 11, 1 Äq. K2CO3, MeCN, RT, 2 d.

wird standardmäßig Acetonitril als Lösungsmittel verwendet. Abweichend davon hatte

die Arbeitsgruppe um Ogilvie und Damha zur Erzeugung von 2’-5’- und 3’-5’-verzweigten

RNA-Fragmenten wasserfreies Tetrahydrofuran eingesetzt [120] . Da eine Veränderung der

sterischen Verhältnisse der beiden Reaktionspartner keinen Erfolg brachte (Abbildung 22),

wurde alternativ das Lösungsmittel variiert. Anstelle des polaren Acetonitrils wurde das

weniger polare Tetrahydrofuran eingesetzt. Das geschützte Cytidin-Derivat 11 wurde mit

dem Phosphoramidit 5 in Anwesenheit von BMT zur Reaktion gebracht (Abbildung 24).

Die veränderten Lösungseigenschaften von Tetrahydrofuran gegenüber Acetonitril für die

Reaktanden ermöglichten in diesem Fall eine erfolgreiche Kopplung zum Zielmolekül 12.

Abbildung 24: Phosphoramiditkopplung zum Cytidin-Derivat 12. i: 1,1 Äq. Phosphoramidit 5, 5 Äq. BMT,
THF, RT, 90 min; ii: 0,2 M I2 (THF/Pyridin/H2O), 28 %.

30



3.4 Design und Herstellung eines modifizierten Cytidins

Nach Bildung des Phosphitesters wurde dieser mit einer 0,2 M Iod-Lösung oxidiert. Nach

wässriger Aufarbeitung wurde versucht das Rohprodukt säulenchromtographisch an Kie-

selgel mit dem Laufmittelgemisch DCM/MeOH (98 : 2) zu reinigen. Die Isolierung des

vollständig geschützten Kopplungsprodukts 12 mittels Säulenchromatographie erwies sich

allerdings aufgrund der sehr ähnlichen R f -Werte von Produkt 12 und Edukt 11 als wenig

effizient. Auch andere Lösungsmittelsysteme (EtOAc/Hex, DCM/EtOAc) brachten nicht

den erwünschten Erfolg der Separation von Ausgangssubstanz und Produkt. Das Problem

der Isolierung des Cytidin-Derivats 12 ließ sich letztendlich mit Hilfe der Umkerphasen-

HPLC und den wässrigen Eluenten 5 % Acetonitril und 70 % Acetonitril lösen, wobei das

Kopplungsprodukt mit einer Ausbeute von 28 % erhalten wurde.

3.4.7 Entschützung zum freien Cytidin-Derivat 1

Das synthetisierte Cytidin-Derivat 12 musste in einem letzten Schritt vollständig entschützt

werden, damit es anschließend zur Funktionalisierung einer RNA-Bibliothek eingesetzt

werden kann. Die Art der Schutzgruppen ließ sich in drei Kategorien einteilen. Die β-

Cyanoethylschutzgruppe des Phosphats lässt sich unter basischen Bedingungen, die Boc-

Gruppe der Aminofunktion des Linkers sauer und die beiden TBDMS-Schutzgruppen der

Ribose in Anwesenheit von Fluoridionen entfernen (Abbildung 25). Der erste Schritt be-

Abbildung 25: Vollständige Entschützung des Kopplungsprodukts 12 zur Zielverbidung 1.
i: NH3/Methylamin, RT, 15 min; ii: TEA · 3 HF, 55 ◦C, 2 h; iii: konz. TFA, RT, 2 min, 83 % über drei
Schritte.

stand in der Abspaltung der β-Cyanoethylschutzgruppe zum Cytidin-Derivat 24. Das Kopp-

lungsprodukt 12 wurde in konzentrierter Ammoniak-/ 8 M ethanolischer Methylamin-

Lösung gelöst und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei bildet sich nach dem

E1cb-Mechanismus neben dem freien Phosphorsäurediester volatiles Acrylnitril, welches

zusammen mit überschüssigem Ammoniak und Methylamin leicht im Vakuum entfernen
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Abbildung 26: MALDI-Spektren der Entschützungsreaktionen des Kopplungsprodukts 12 zum Cytidin-
Derivat 1. 1348,408 m/z = [M12 + Na]+; 1273,418 m/z = [M24 + H]+; 1045,09 = [M25 + H]+; 945,021
= [M12 + H]+. r. I. = relative Intensität.

ließ. Zurück blieb Verbindung 24 als ein farbloser Schaum, der anschließend in TEA · 3 HF

aufgenommen und 2 h bei 55 ◦C zur Reaktion gebracht wurde. Nach Evaporation aller

flüchtigen Bestandteile blieb ein gelbfarbenes viskoses Öl zurück. Abschließend wurde der

Rückstand zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe der Aminofunktion in 25 durch zwei-

minütige Behandlung mit konzentrierter TFA bei Raumtemperatur behandelt, bevor auch

diese im Vakuum entfernt wurde. Das Fortschreiten jedes Entschützungsschritts wurde

massenspektrometrisch verfolgt (Abbildung 26). Die Isolierung der Zielverbindung 1 er-

folgte mit Hilfe der Umkehrphasen-HPLC und ergab das Cytidin-Derivat in einer Ausbeute

von 83 % über drei Schritte.
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3.5 Funktionalisierung einer Test-RNA mit dem

Cytidin-Derivat 1

Bevor eine RNA-Bibliothek mit dem erfolgreich synthetisierten Cytidin-Derivat 1 verknüpft

werden sollte, wurden Versuche mit einer kurzen RNA durchgeführt. Da die geplante RNA-

Bibliothek aus einer inhomogenen Menge 197 Nukleotide langer Molekülen bestand, war

die Analytik der Kopplungsreaktion zwischen der Bibliothek und dem bifunktionalisier-

ten Cytidin-Derivat 1 nur sehr schwer durchführbar. Vorversuche mit einem kurzen RNA-

Substrat hingegen ermöglichten eine massenspektrometrische, sowie chromatographische

Analyse der Reaktion. Auf diese Weise ließ sich verifizieren, ob sich Verbindung 1 für die

Funktionalisierung von RNA-Molekülen eignet. Die Sequenz der Test-RNA repräsentierte

das 3’-Ende der geplanten RNA-Bibliothek. So wurden möglichst vergleichbare Bedingun-

gen zwischen dem Test-Substrat und der Bibliothek geschaffen in Hinsicht auf Reaktivität

und sterischer Effekte des 3’-Endes der RNA. Die Herstellung der Modell-RNA fand au-

tomatisiert nach dem Phosphoramiditverfahren an der festen Phase statt. Die Reinigung

erfolgte mittels denaturierender PAGE (Abbildung 27 A). Die Identität und Reinheit des

Abbildung 27: A: 10%iges denaturierendes Polyacrylamidgel der chemischen Synthese der Test-RNA unter
UV 254 nm. Der Pfeil markiert das 20mer. Die Banden wurden ausgeschnitten und die RNA aus dem Gel eluiert.
B: Umkehrphasen-HPLC (Programm 3) der eluierten RNA. C: MALDI-TOF Analyse der HPLC-gereinigten
RNA. Der Peak bei 6406,65 m/z entspricht der 20mer Substrat-RNA (berechnet: 6397,9 g/mol).

20mer RNA-Substrats konnten mit Hilfe der Umkehrphasen-HPLC, sowie massenspektro-

metrisch bestätigt werden (Abbildung 27 B und C). Die Modell-RNA stand somit für die

folgenden Kopplungsversuche mit dem Cytidin-Derivat 1 zur Verfügung.
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3.5.1 Konjugation des Cytidin-Derivats 1 mit einer RNA

Um RNA-Moleküle an ihrem 3’-Terminus selektiv mit Aminogruppen-funktionalisierten

Molekülen zu markieren, wurde die Methode der Periodat-Oxidation zum Dialdehyd ge-

wählt. Die Oxidation erfolgte mit einem Überschuss an Periodationen in einem NaOAc-

Puffer (pH = 5,4). Dabei kommt es unter einer C-C-Bindungsspaltung zur Ausbildung des

Dialdehyds (Abbildung 28).

Abbildung 28: Reaktionsschema der Periodat-vermittelten Oxidation der 20mer Test-RNA und anschließen-
der Kopplung mit dem Cytidin-Derivat 1.

Nach Fällung der oxidierten RNA aus Ethanol wurde diese in einem zweiten Schritt mit

dem Cytidin-Derivat 1 zur Reaktion gebracht.

Die Reaktion wurde in einem Imidazol-Puffer (pH = 8) in Anwesenheit von EDTA und

NaCNBH3 bei 37 ◦C durchgeführt. Nach zweistündiger Reaktionszeit wurde NaBH4 zuge-

setzt und der Ansatz weitere 15 Minuten inkubiert. Das Dialdehyd bildet dabei mit der pri-

mären Aminogruppe des derivatisierten Cytidins 1 das Intermediat 26, welches mit Hilfe

des Cyanoborhydrids zum stabilen Imin reduziert wird. Die so behandelte RNA wurde ei-

ner Ethanolfällung unterzogen und nach Lyophyllisierung mittels RP-HPLC analysiert (Ab-

bildung 29). Der Vergleich des Chromatogramms (A) des Rohprodukts der Kopplungsreak-

tion zwischen dem 20mer und dem bifunktionalisierten Cytidin mit den beiden Chromato-

grammen des (B) Cytidin-Derivats 1 (Peak II) und (C) der Modell-RNA (Peak I), die zuerst

mit Periodat behandelt und anschließend mit Natriumcyanoborhydrid reduziert wurde,
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3.5 Funktionalisierung einer Test-RNA mit dem Cytidin-Derivat 1

Abbildung 29: Analyse der Kopplungsreaktion zwischen 20mer RNA und 1 mittels Umkehrphasen-HPLC
(Programm 3) (A). Die ersten beiden Peaks (I) entsprechen dem mit Periodat oxidierten und mit Cyano-
borhydrid reduzierten 20mer (C). Der dritte Peak (II) ist dem Cytidin-Derivat 1 zuzuordnen (B). Zuletzt
eluiert das Addukt aus RNA und dem Cytidin-Derivat 1 (Peak III).

lässt einen neuen Peak (III) erkennen. Dieser eluierte als letztes von der Säule. Die als Peak

III bezeichnete Fraktion wurde lyophyllisiert und massenspektrometrisch analysiert. Dabei

konnte mit Hilfe der MALDI-TOF Spektrometrie das gewünschte RNA-Cytidin 1-Konjugat

eindeutig nachgewiesen werden (Abbildung 30). Die errechnete molare Masse des Pro-

Abbildung 30: Spektrum der MALDI-TOF Analyse von Peak III der RP-HPLC Reinigung nach Kopplung des
Cytidin-Derivats 1 mit dem 20mer RNA-Substrat (vgl. Abbildung 28). Berechnete Masse des RNA-Cytidin 1
Konjugats: 7339,9 g/mol; gefunden 7339,04 [M+1]+; 3668,515 [M+2]+/2.
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3 Design und Synthese eines Cytidins zur Funktionalisierung von RNA-Bibliotheken

dukts betrug 7339,9 g/mol. Der gefundene Wert von 7339,04 m/z repräsentierte dabei

die Molekülspezies [M+1]+, 3668,52 m/z die halbe Masse des Konjugats ([M+2]+/2). Es

konnte gezeigt werden, dass sich das modifizierte Cytidin-Derivat 1 zur Anbindung an ei-

ne am 3’-Terminus mittels Periodat oxidierte RNA eignet und somit zur Funktionalisierung

einer RNA-Bibliothek im Rahmen eines SELEX-Assays zur Verfügung steht.

3.5.2 Herstellung der RNA-Bibliothek

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich das bifunktionalisierte Cytidin 1 erfolgreich an

eine kurze Modell-RNA ankoppeln lässt, sollte die geplante RNA-Bibliothek zur Selektion

eines Cytidindesaminase-Ribozyms hergestellt werden.

Die Sequenz der RNA-Bibliothek wurde aus einer Arbeit von Zhang und Cech [64] ent-

lehnt und diente bereits der Findung eines Ribozyms, das in der Lage ist, die Ausbildung

einer Peptidbindung zwischen zwei Aminosäuren zu katalysieren. Es handelte sich dabei

um ein 194mer mit zwei randomisierten Bereichen. Es wurde diese große Bibliothek ge-

wählt, um sicherzustellen, dass eine Prozessierung der jeweiligen RNA-Moleküle um das

Cytidin-Substrat gewährleisten ist, um so die Desaminierungsreaktion zu ermöglichen. Die

Abbildung 31: Klenow-Auffüllreaktion der beiden Klenow-Primer N70DNA und N72DNA zur doppelsträn-
gigen DNA-Bibliothek. Der Überlappungsbereich der Primer ist in rot gekennzeichnet. Die randomisierten
Bereiche sind in grün bzw. blau dargestellt.

Bibliothek wurde in zwei Teilsequenzen mit jeweils 70 (N70) bzw. 72 (N72) randomisierten

Elementen käuflich erworben. Zur Darstellung der DNA in ihrer gesamten Länge, wurde im

ersten Schritt eine Klenow-Auffüllreaktion durchgeführt (Abbildung 31). Die beiden ein-

zelsträngigen DNA-Fragmente N70 und N72 wurden durch das Klenow-Fragment in dop-

pelsträngige DNA umgewandelt. Die Sequenzdiversität des Klenow-Pools mit insgesamt
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3.5 Funktionalisierung einer Test-RNA mit dem Cytidin-Derivat 1

142 randomisierten Nukleotiden liegt bei 4142 = 3,1 · 1085 Molekülen.

Die Sequenzen beider Klenow-Primer lauteten:

N70DNA: 5’-GGG AGA GCC ATA CCT GAC –N70–CAG GTT ACG CAT CC-3’

N72DNA: 5’-CAC GGA TCC TGA CGA CTG AC–N72–GGA TGC GTA ACC TG-3’

Die Isolierung des Produkts fand mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese statt. Die

der Produktlänge von 220 Nukleotiden entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten

und die Ziel-DNA aus dem Gel extrahiert. Nach Fällung des Klenow-Produkts wurden

0,12 nmol DNA erhalten. Dies entspricht 7,3 · 1013 Molekülen. Aufgrund der sehr hohen

Sequenzvariabilität des Pools war es nicht möglich, alle denkbaren DNA-Strängen zu be-

rücksichtigen. Im Laboralltag gilt eine Pool-Stärke von≈ 1014-Molekülen als gut handhab-

bar. Die Fähigkeit von RNAs zur Katalyse chemischer Reaktionen ist stärker von der Ausbil-

dung spezifischer Strukturmotive abhängig, als von der Primärsequenz. RNA-Moleküle mit

unterschiedlicher Basenabfolge können gleiche bzw. ähnliche Faltungsmuster aufweisen.

Damit ist die Wahrscheinlichkeit, in einem RNA-Pool mit 1013 – 1014 Sequenzen Ribozy-

me zu finden, die die gewünschte Desaminierung beschleunigen können, als ausreichend

anzusehen.

Anschließend wurde die DNA amplifiziert. Im Zuge der PCR zur Vervielfältigung der DNA-

Bibliothek wurde über den Primer PM1 zusätzlich die Promotorsequenz für die T7-RNA-

Polymerase eingebaut, so dass eine nachträgliche Transkription der DNA in eine RNA-

Bibliothek möglich war.

Folgende Primer wurden für die PCR verwendet:

Primer PM1: 5’-AGC GAA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAG CCA TAC CTG AC-3’

Primer PM2: 5’-CAC GGA TCC TGA CGA CTG AC-3’

Eine Optimierung der PCR-Bedingungen bzgl. der Mg2+-Konzentration und der annealing-

Temperatur wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Müller durch Jörn Wolff und Jiacui

Xu durchgeführt und die erarbeiteten Protokolle für diese Arbeit adaptiert. Darüberhinaus

musste die Anzahl der PCR-Zyklen, die zuträglich waren, ohne die Bildung und Ampli-

fizierung unerwünschter Nebenprodukte zu fördern, ermittelt werden. Zu diesem Zweck

wurde eine Test-PCR durchgeführt, welcher nach dem 5., 10., 15. und 20. Zyklus Proben

entnommen und diese gelelektrophoretisch analysiert wurden (Abbildung 32).
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3 Design und Synthese eines Cytidins zur Funktionalisierung von RNA-Bibliotheken

Abbildung 32: Analyse der Amplifizierung des Klenow-Produkts nach 5, 10 und 15 Zyklen. 10%iges natives
Polyacrylamidgel; L = GeneRuler

TM
Low Range DNA Ladder; bp = Basenpaare.

Das Ethidiumbromid gefärbte Gelbild zeigte bereits nach 5 Zyklen detektierbare Mengen

an PCR-Produkt. Nach 10 Zyklen stieg die Ausbeute an gewünschtem Produkt deutlich an.

Gleichzeitig ließen sich jedoch Spuren unspezifischener Banden nachweisen. Nach 15 Zy-

klen nahm die Konzentration der Nebenprodukt-Bande signifikant zu, so dass entschieden

wurde, für die Amplifizierung der DNA-Bibliothek im Folgenden 10 Zyklen zu verwenden.

Eventuell vorhandene Nebenprodukte, die während der PCR entstehen, wurden in Kauf

genommen, da nach der sich anschließenden Transkription der DNA-Bibliothek in die RNA-

Bibliothek eine Reinigung der RNA mittels PAGE geplant war. Es wurde ein präparativer

PCR-Ansatz von 4 ml ausgeführt. Bei der gegebenen Template-Konzentration von 10 nM

entsprach dies einer Stoffmenge von 4 · 10−11 mol, bzw. 2,3 · 1013 Molekülen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Quantitative Betrachtung der einzelnen Nukleinsäure-Poolgrößen.

Reaktion Poolgröße theor. Kopienanzahl

Klenow-Auffüllreaktion 7,3 · 1013 Moleküle 0

PCR 1,7 · 1014 Moleküle 7

Transkription 3,1 · 1014 Moleküle 14

Eine Probe der PCR-Reaktion wurde auf einem analytischen, nativen Polyacrylamidgel

analysiert und die amplifizierte DNA zur Isolierung mit Ethanol gefällt (Abbildung 33 A).

Es wurden 2,8 · 10−10 mol doppelsträngiger DNA erhalten. Diese Stoffmenge entspricht

1,7 · 1014 Molekülen. Mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase wurden 2,5 · 10−10 mol bzw.
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3.6 Résumé der Herstellung eines Cytidin-Derivats

1,5 · 1014 Moleküle (6 Kopien eines jeden DNA-Strangs nach der Theorie) der amplifi-

zierten DNA-Bibliothek anschließend in die gewünschte RNA-Bibliothek transkribiert. Das

Abbildung 33: A: Ethidiumbromid gefärbtes 6%iges natives Polyacrylamidgel der präparativen PCR zur
Amplifizierung der DNA-Bibliothek. B: 10%iges denaturierendes Polyacrylamidgel der Transkription der DNA
in die RNA-Bibliothek unter UV254 nm. LDNA = GeneRuler

TM
Low Range DNA Ladder; LRNA = RiboRuler

TM
Low

Range RNA Ladder; bp = Basenpaare; nt = Nukleotide.

Polyacrylamid-Gelbild der Transkription zeigte auf der Höhe von 200 Nukleotiden deut-

lich sichtbare UV-aktive Banden, die der RNA-Bibliothek mit einer Länge von 194 Nu-

kleotiden zugeordnet wurden (Abbildung 33 B). Die RNA aufweisenden Banden wurden

ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert. Auf diese Weise konnte die RNA-Bibliothek für

die Funktionalisierung mit dem Cytidin-Derivat 1 gewonnen werden und steht zur nach-

folgenden in-vitro-Selektion eines Cytidindesaminase-Ribozyms zur Verfügung.

3.6 Résumé der Herstellung eines Cytidin-Derivats

Das obige Kapitel behandelte das Design und die Herstellung eines Cytidin-Derivats zur

Funktionalisierung einer RNA-Bibliothek zur Selektion eines Cytidindesaminase-Ribozyms.

Zu Beginn der 16-stufigen Synthesesequenz wurden die drei Hydroxylgruppen von Uridin

mit TBDMS-Schutzgruppen versehen. Eine Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 65 ◦C

während dieses Schützungsschritts mit TBDMS-Cl und Imidazol führte zu einer Ausbeu-

testeigerung auf 94 %. Anschließend wurde die C4-Position der Nukleobase aktiviert. Die

Bildung von 4-Triazolyluridin wurde durch die Reaktion des dreifach geschützten Urid-

ins mit Phosphorylchlorid und Triazol mit einer Ausbeute von 76 % erreicht. In einer da-

rauffolgenden Substitutionsreaktion konnte erfolgreich ein einfach Boc-geschützter Di-

aminolinker angebunden werden. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgte selek-

tiv mit ZnBr2 mit einer Ausbeute von 82 % und gewährleistete somit die kovalente Ver-

knüpfung des Cytidin-Derivats mit Biotin. Zwei verschiedene Reagenzien zur Aktivierung

des Biotins und anschließender Kopplung an die freie Aminogruppe des Cytidin-Derivats

wurden untersucht. Während TSTU nur 17 % an Produkt lieferte, konnte mit Hilfe von
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3 Design und Synthese eines Cytidins zur Funktionalisierung von RNA-Bibliotheken

EDAC · HCl 65 % eines biotinylierten Cytidins isoliert werden. Dieses Kopplungsprodukt

sollte im Folgenden über seine 5’-OH Funktion mit einem Aminolinker-Phosphoramidit

umgesetzt werden. Mit diesem Ziel wurde das biotinylierte Cytidin mit einem Gemisch

aus THF/TFA/H2O (4 : 1 : 1, v/v/v) behandelt. Dabei konnte eine selektive Entschützung

der 5’-O-TBDMS-Gruppe mit sehr guten Ausbeuten (94 %) erreicht weren. Die Darstel-

lung des Aminolinker-Phosphoramidits startete mit Hexaethylenglykol, welches in einer

3-stufigen Synthese in ein 1-Aminohexaethylenglykol überführt wurde. Die Gesamtaus-

beute dieser Transformation betrug 52 %. Nach der Schützung der Aminofunktion des

Linkers mit Boc-Anhydrid und darauffolgender Phosphitylierung wurde das Aminolinker-

Phosphoramidit mit guten Ausbeuten erhalten. Die Kopplung zwischen dem Phosphora-

midit und dem 5’-entschützten Cytidin-Derivat in wasserfreiem DCM und in Anwesenheit

von BMT war nicht zielführend. Eine Erhöhung der BMT-Äquivalente war ebenfalls er-

folglos. Die Kopplung zwischen N-Boc-1-aminohexaethylenglykol und dem Phosphorami-

dit des biotinylierten Cytidin-Derivats sollte aufgrund veränderter sterischer Bedingungen

das gewünschte Produkt liefern. Auch in diesem Fall konnte jedoch kein Kopplungsprodukt

nachgewiesen werden. Durch den Wechsel des Lösungsmittels von DCM zu THF konnte

das Problem schließlich behoben und das Kopplungsprodukt mit einer Ausbeute von 28 %

isoliert werden. Die Entfernung sämtlicher Schutzgruppen gab das Zielmolekül mit einer

Ausbeute von 83 % über 3 Schritte. Die Gesamtausbeute des Cytidin-Derivats zur Anbin-

dung an eine RNA bezogen auf Uridin betrug 8 %.

Es wurde ein Assay zur Selektion eines Cytidindesaminase-Ribozyms vorgestellt. Eine RNA-

Bibliothek soll an ihrem 3’-Terminus mittels Periodat zu einem Dialdehyd oxidiert und an-

schließend über die primäre Aminogruppe des Cytidin-Derivats funktionalisiert werden.

Über Wechselwirkungen zwischen der Biotineinheit des Cytidins und einer mit Streptavi-

din versehenen festen Phase lässt sich diese RNA-Bibliothek immobilisieren. Während der

Inkubation unter Selektionsbedingungen sind aktive RNAs in der Lage, sich durch Des-

aminierung der Cytosinbase, von der festen Phase zu lösen. Die in Lösung befindlichen

RNAs können dann durch eine reverse Transkription und anschließende PCR amplifiziert

und nach Umschreibung in eine neue Generation von RNA-Bibliothek in einen weiteren

Selektionszyklus eingeschleust werden.

Die RNA-Bibliothek wurde ausgehend von zwei Klenowprimern, die jeweils über 70 bzw.

72 randomisierte Nukleoside verfügten, hergestellt. Ein Protokoll zur kovalenten Verknüp-

fung des Cytidins an eine RNA wurde entwickelt und steht nunmehr für die spätere Selek-

tion eines Cytidindesaminase-Ribozyms zur Verfügung.
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4 Herstellung einer kurzen hochmodi�zierten

tRNA-Anticodonschleife

Neben der Entwicklung und Herstellung eines Cytidin-Derivats zur Funktionaliserung ei-

ner RNA-Bibliothek, galt es im Rahmen eines Kooperationspojekts eine kurze hochmodi-

fizierte RNA aus E. coli zu synthetisieren. Diese ist Bestandteil einer tRNA, die für Lysin

codiert.

4.1 Transfer-RNAs

Transfer-RNAs (tRNAs) sind kurze Ribonukleinsäuren, die gewöhnlich aus 73–95 Nukleo-

tiden bestehen. Sie sind während der Translation von mRNA in Proteine unentbehrlich,

indem sie durch die Wechselwirkung der Anticodonregion der tRNA mit den Basentripletts

der mRNA die richtige Reihenfolge der Aminosäuresequenz vermitteln.

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Sekundärstruktur einer tRNA. Die kleeblattähnliche Form der
tRNA lässt sich in fünf strukturelle Einheiten gliedern: Anticodon-Arm (1), Dihydrouridin-Arm (2), TΨC-Arm
(3), variable Schleife (4) und Akzeptor-Arm (5).

Die tRNA lässt sich in fünf funktionelle Einheiten gliedern: (1) die Anticodon-Domäne, an

der die Codon-Erkennung mit der mRNA erfolgt, (2) die Dihydrouridin- und (3) Pseudouri-
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din-Domänen, die maßgeblich für die dreidimensionale Faltung der tRNA verantwortlich

sind, (4) eine variable Region und (5) ein spezifisches CCA-Triplett am 3’-Ende der RNA,

welches die jeweilige Aminosäure trägt (Abbildung 34). Neben den kanonischen Basen

finden sich in diesen Strukturen eine Vielzahl modifizierter Nukleoside. Basenmodifikatio-

nen der tRNA sind in allen Bereichen zu finden sind, konzentrieren sie sich aber vor allem

in den drei Loop-Regionen. Die Anticodon-Schleife (ACS) mit den Nukleotiden 32 bis 38

weist dabei die größte Variablität, sowie Häufigkeit an Modifikationen auf (Abbildung 35).

4.2 Modi�zierte Nukleoside in RNA

Die Tatsache, dass ca. 0,8 % der codierenden Kapazität von E. coli für RNA-modifizierende

Enzyme reserviert sind, ist ein bedeutender Hinweis auf die Wichtigkeit von RNA-Modifika-

tionen für das Leben [121, 122]. Denn auch wenn die Mehrzahl der derivatisierten Nu-

kleoside nicht essenziell für das Überleben eines Organismus sind, so spielen sie doch eine

entscheidende Rolle im Kontext der Codon-Anticodon-Erkennung [123, 124], der zellulä-

ren Stressantwort [125, 126] oder auch als sensorische Moleküle für z. B. UV-Strahlung

[127].

Abbildung 35: Drei Beispiele hochmodifizierter Anticodon-Schleifen der tRNA aus Hefe (A: tRNAPhe [128])
und E.coli (B: tRNAPhe [128], C: tRNAMet [129]).

Modifizierte Nukleoside konzentrieren sich vornehmlich um strukturell und funktionell

bedeutsame Regionen innerhalb von RNAs. Im Zentrum der Peptidyl-Transferase des Ri-

bosoms, sowie in der Anticodon-Schleife von tRNAs, leisten sie einen wichtigen Beitrag

zur Effizienz und Genauigkeit während der Translation von mRNA in Proteine [130, 131,

132]. Mit einer Anzahl von bis zu 20 % an modifizierten Nukleotiden gehören tRNAs zur

Nukleinsäure-Spezies mit der größten Dichte an Modifikationen. Die Derivatisierungen

reichen von einfachen Methylierungen an der Base oder dem Zuckerrest, über Desami-
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nierungen, Thiolierungen, Alkylierungen bis hin zu Pseudouridinylierungen [133, 134]
(Abbildung 36).

Abbildung 36: Beispiele für natürlich vorkommende modifizierte Nukleoside. Gezeigt sind Inosin (I), Queu-
osin (Q), 2’-O-Ribosyladenosin(phosphat) (Ar(p)), Methylwyosin (mimG), 5-Carboxymethylaminomethyl-
2-thiouridin (cmnm5s2U) und 5-Formyl-2’-O-methylcytidin (f5Cm).

Findet eine Derivatisierung durch die Einführung komplexer Funktionalitäten an mehreren

Stellen des Nukleosids statt, spricht man von hypermodifizierten Nukleosiden [135]. Mehr

als 90 Derivatisierungen wurden bislang in RNA-Molekülen identifiziert und es kommen

weiterhin neue Vertreter hinzu [134, 136].

4.2.1 tRNALys in E. coli

Die zu synthetisierende Anticodonschleife der tRNA für Lysin in E. coli besteht aus 17

Nukleotiden. Sie enthält neben Pseudouridin und einem 2-Thiouridinderivat (s2U) auch

das modifizierte Nukleosid N6-Threonylcarbamoyladenosin (t6A) (Abbildung 37). Da die

beiden Nukleoside s2U und t6A kommerziell nicht erhältlich waren, mussten sie mit dem

Ziel des Einbaus in die RNA zuvor dargestellt werden.
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Abbildung 37: Die Anticodonregion der tRNALys aus E. coli verfügt über drei modifizierte Nukleoside. An
Position 34 findet sich ein 2-Thiouridin, an Position 37 ein N6-Threonylcarbamoyladenosin und an Position
39 das C-Nukleosid Pseudouridin.

4.2.2 N6-Threonylcarbamoyladenosin

Das hypermodifizierte Adenosinderivat t6A wurde zuerst 1969 von Chedda et al. aus E.

coli-, Hefe- und Kalbsleber-Proben isoliert [137]. Darüber hinaus konnte es auch in Ar-

chaeen nachgewiesen werden [138]. t6A findet sich in der tRNA an Position 37. Es liegt

in der 3’-Nachbarschaft zu Codonregionen, die mit einem Uridin beginnen und scheint

das Risiko von Basenfehlpaarungen zwischen dem ersten Nukleotid des Codons und dem

dritten Nukleotid des Anticodons zu vermindern [139]. Grundlage dieser These ist die

Beobachtung, dass die t6A-freie für Formylmethionin codierende tRNA (fMet-tRNA) in

E. coli neben dem Startcodon AUG (≈ 90 %) auch die Tripletts GUG (≈ 8 %) und UUG

(≈ 1 %) erkennt. Im Gegensatz dazu akzeptiert die t6A-haltige fMet-tRNA in Hefe aus-

schließlich die Basenabfolge AUG [140]. Aufgrund der zusätzlichen Wasserstoffbrücke zwi-

Abbildung 38: Durch die intramolekulare Wasserstoffbrücke zwischen dem N1-Stickstoff des Adenins und
der Carbamoylfunktion kommt es zur Ausbildung eines starren Quasi-Dreiringsystems.
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schen dem N1-Stickstoff der Adeninbase und der Carbamoylfunktionalität bildet sich eine

Quasi-Dreiringstruktur (Abbildung 38). Dieses erweiterte Ringsystem ermöglicht strang-

übergreifende stacking-Wechselwirkungen mit dem ersten Codon-Anticodon-Basenpaar und

führt so zu einer Stabilisierung der ACS-Struktur mit der mRNA. Gleichzeitig verhindert

der Threoninrest in t6A eine Watson-Crick-Basenpaarung zwischen A37 und U33, wodurch

der Entropie-Beitrag während der tRNA-Anbindung verringert wird [140].

4.2.3 Pseudouridin

Pseudouridin wurde bereits Anfang der 1950er Jahre entdeckt und gilt als das zuerst

identifizierte modifizierte Nukleosid in RNA [141, 142]. Es unterscheidet sich von den

meisten anderen Nukleosid-Modifikationen hinsichtlich der Verknüpfung von Nukleoba-

se und dem Riboserest. Pseudouridin ist ein C-Nukleosid. Alle anderen natürlich vor-

kommenden Nukleoside weisen eine N-glykosidische Bindung zwischen dem Zucker und

der Purin- bzw. Pyrimidinbase auf. Pseudouridin stellt neben den kanonischen Nukleo-

siden die am häufigsten anzutreffende Varietät als Bestandteil von Nukleinsäuren dar

[143]. Aufgrund der zum Teil hoch konservierten Verteilung von Pseudouridin in einer Viel-

zahl von RNA-Spezies, wie tRNAs [144, 145, 146], rRNAs [147, 148, 149] und snRNAs

[150, 151] liegt die Vermutung nahe, Pseudouridin könne wichtige funktionelle Aufga-

ben im lebenden Organismus übernehmen. Verbesserte Basenpaarungen [152] und ver-

stärkte stacking-Wechselwirkungen [153] der jeweiligen RNA-Moleküle können ebenso

beobachtet werden, wie eine Versteifung des Zucker-Phosphatrückgrats [154, 155], sowie

die Ausbildung alternativer Sekundär- und Tertiärstrukturen [154, 156]. Obwohl sich die

Wasserstoffbrücken-Donor, und -Akzeptor-Eigenschaften der Watson-Crick-Seite zwischen

Uridin und Pseudouridin nicht ändern, hat die Pseudouridinylierung drastische Auswir-

kungen auf Erkennungprozesse des Nukleotids durch Proteine und tRNAs. Kristallogra-

phische Untersuchungen an tRNAs zeigten für Pseudouridin in der anti-Konformation ein

koordiniertes Wassermolekül zwischen dem N1-H und einer benachbarten Phosphatgrup-

pe [154, 157]. Dieses hydratisierte Pseudouridin könnte die Erklärung für die veränderte

Erkennung durch Proteine oder Nukleinsäuren geben. Im Zuge der Interaktion mit dem

hydratisierten Pseudouridin muss das Wasser aus der Hydrathülle verdrängt werden, wo-

für zusätzliche Energie notwendig ist [158].
Der Mechanismus der Pseudouridinylierung konnte vor Kurzem mit Hilfe der Rötgenstruk-

turanalyse aufgeklärt werden [159]. In Eukaryoten und Archaeen wird die Pseudouridi-

nylierung von Ribonukleoproteinkomplexen (RNPs) bewerkstelligt. Alle bis dato beschrie-
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4 Herstellung einer kurzen hochmodifizierten tRNA-Anticodonschleife

benen Pseudouridin-Synthasen verfügen über ein konserviertes Aspartat in ihrem aktiven

Zentrum. Nach jüngsten Erkenntnissen dient diese Aminosäure als Katalysator für die Iso-

merisierung von Uridin zu Pseudouridin nach dem Michael-Mechanismus (Abbildung 39).

Nach Addition des Aspartats an den C6-Kohlenstoff der Nukleobase kommt es zur Dis-

Abbildung 39: Michael-Additions Mechanismus der Pseudouridinylierung durch Pseudouridin-Synthasen.

soziation des Aspartat-Addukts von der Riboseeinheit. Das 5,6-Dihydropyrimidin-Derivat

rotiert daraufhin um 180◦. Die Ausbildung der C1’-C5 Kohlenstoff-Kohlenstoff Bindung

und nachfolgende Eliminierung des Aspartats beenden den Mechanismus der biologischen

Pseudouridinsynthese.

4.2.4 2-Thiouridin (s2U)

Eine weitere Gruppe von modifizierten Nukleosiden, die sich jedoch ausschließlich in

tRNAs finden lassen, sind Thionukleoside (Abbildung 40). Neben den einfachen schwefel-

haltigen Nukleosiden 2-Thiouridin (s2U) und 4-Thiouridin (s4U) gehören auch die hyper-

modifizierten Thionukleoside 5-Methylaminomethyl-2-thiouridin (mnm5s2U), 2-Methyl-

thio-N6-methyladenosin (ms2m6A) und 2-Methylthio-N6-hydroxynorvalylcarbamoyladeno-

sin (ms2hn6A) zu dieser Klasse [133]. Das Nukleosid s2U findet sich sehr häufig an der

Wobble-Position 34, wo es zusammen mit dem hypermodifizierten t6A37 stabilisierend

auf die Struktur der Anticodonschleife der tRNALys wirkt. Zudem beeinflusst es die Wech-

selwirkung der tRNA mit dem Ribosom derart, dass die Einhaltung des Leserasters wäh-

rend der Translation insgesamt unterstützt wird [160]. E. coli-Mutanten, denen s2U fehlt,

zeigen signifikant höhere Leserastermutationen, als die Kontrollgruppe [161]. Auch im

Kontext der Entstehung von Humankrankheiten spielt 2-Thiouridin eine wichtige Rolle.

46



4.2 Modifizierte Nukleoside in RNA

Abbildung 40: 2-Thiouridin (s2U), 4-Thiouridin (s4U) und 2-Methylthio-N6-hydroxynorvalylcarb-
amoyladenosin (ms2hn6A) sind drei Beispiele von Vertretern thiolierter Nukleoside in tRNA.

So dient die menschliche tRNALys,3 durch Bindung an die Primer-Bindungsstelle der vira-

len RNA des HI-Virus (Typ-1) der reversen Transkriptase als Primer. s2U fungiert dabei als

wichtiges Erkennungzeichen für die effiziente Nutzung der tRNALys,3 [162, 163]. In einem

zweiten Beispiel führt eine Punktmutation im mitochondrialen tRNALys-Gen zum Verlust

der für die korrekte Codon-Anticodon-Erkennung wichtigen s2U-Modifikation [164]. Re-

sultat dieser Mutation ist die Biosynthese funktionsunfähiger mitochondrialer Proteine, die

zu schwerwiegenden Störungen in der Atmungskette bei MERRF (engl. myoclonic epilepsy

with ragged red fiber)-Patienten führen [165]. In verschiedenen Studien konnte eindeutig

Abbildung 41: Vermuteter Mechanismus der Biosynthese von s2U. Als Schwefel-Donor fungiert die Ami-
nosäure L-Cystein, deren Thiolgruppe auf das Enzym IscS transferiert wird. Das entstandene Persulfid wird
anschließend auf die 2-Thiouridylase MnmA übetragen, um in einem letzten Schritt das Substrat Uridin
unter ATP-Verbrauch an der 5-Position zu thiolieren.

gezeigt werden, dass das Schwefelatom in 2-Thiouridin die 3’-endo Zuckerkonformation

stabilisiert [166, 167, 168]. Die Arbeitsgruppe um Darrell R. Davis konnte zudem nachwei-
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4 Herstellung einer kurzen hochmodifizierten tRNA-Anticodonschleife

sen, dass sich diese 3’-endo Konformation auch auf benachbarte Nukleoside auswirkt. In

der kurzen RNA Gs2UUUC zwingt das modifizierte Thionukleosid s2U das 3’-benachbarte

Uridin ebenfalls in die 3’-endo Konformation und stabilisiert somit die gesamte RNA in ih-

rer A-Form. Dies wiederum hat Auswirkungen auf die Wechselwirkung der RNA mit einem

zweiten Strang. Es ist bekannt, dass modifizierte Nukleoside, die den Zucker in die 3’-endo

Konformation drücken, die Stabilität von Duplexen erhöhen [169]. Eine Zunahme des

Energiegwinns durch base stacking wird durch die leichtere Polarisierbarkeit des Schwe-

felatoms gegenüber Sauerstoff erreicht und auch die Azidität des N3 Iminoprotons steigt,

so dass stärkere Wasserstoffbrückenbindungen resultieren [170]. All diese Eigenschaften

von s2U unterstreichen die Wichtigkeit dieses modifizierten Nukleosids für die Struktur

und Funktion von RNAs. Die Biosynthese von s2U (Abbildung 41) erfolgt vermutlich nach

einem ähnlichen Mechanismus [160], wie er für die Synthese von s4U beschrieben wurde

[171]. Die tRNA-spezifische 2-Thiouridylase MnmA bindet eine unmodifizierte RNA und

katalysiert die Synthese von 2-Thiouridin. Der Schwefel stammt dabei aus der Aminosäu-

re L-Cystein. Die Sulfhydrylgruppe wird in einer Pyridoxalphosphat (PLP)- abhängigen

Reaktion auf das Cystein-328 der Cysteindesulfurase IscS übertragen. Dabei entsteht ein

Persulfid im aktiven Zentrum des Enzyms. Dieses Persulfid wird seinerseits auf einen Cy-

steinrest der MnmA übertragen und steht der Weitergabe an ein adenyliertes Uridin U34

innerhalb der Substrat-tRNA zur Verfügung.
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4.3 Synthese von N
6-Threonylcarbamoyladenosin

Zur Synthese von N6-Threonylcarbamoyladenosin finden sich in der Literatur verschie-

dene Ansätze. In einem Fall wird nach Schützung der drei Hydroxylgruppen von Ade-

nosin die exozyklische Aminogruppe mit Ethylchlorformiat umgesetzt. Die resultierende

Carbamat-Struktur wird anschließend mit der Aminosäure L-Threonin zur Reaktion ge-

bracht [172, 173]. Eine zweite Methode sieht den Einsatz von Isocyanaten vor. Chheda

und Hong synthetisierten ein t6A-Derivat ausgehend von 2’,3’,5’-Tris-O-acetyladenosin und

dem Isocyanat von O-Benzyl-L-threoninbenzylester [174]. Die Generierung des Isocyanats

aus der freien Aminogruppe wurde durch die Reaktion mit Phosgen erreicht. Dabei verlief

die Bildung des Isocyanats, sowie die darauffolgende Reaktion des Isocyanats mit dem

Acetyladenosin-Derivat mit nur mäßig guten Ausbeuten von ca. 40 %. Die Gruppe um

Herdewijn berichtete von einer alternativen Strategie zur Darstellung von t6A. In ihrem

Fall wurde nicht aus der Aminosäure Threonin das Isocyanat gebildet, sondern aus der

Adenosin-Komponente [175]. Sie verfolgten damit eine bereits 1969 beschriebene Me-

thode [176] und erhofften sich bessere Kopplungsausbeute zum t6A-Derivat. Obwohl die

Nukleophilie der aliphatische Aminogruppe des Threonins höher ist, im Vergleich zur aro-

matischen NH2-Gruppe der Adeninbase, konnten sie für die in-situ-Bildung des Isocyanats

mit anschließender Kopplung zum geschützten t6A nur eine Gesamtausbeutevon 19 % er-

reichen. Die Tatsache, dass die verwendeten Schutzgruppen des Threonins bis zum En-

de der Synthese des angegestrebten t6A-Phopshoramidits beibehalten werden konnten,

wurden als Vorteil gegenüber der Methode von Chheda et al. diskutiert [177]. Im Zu-

ge dieser Arbeit sollten die zur Verfügung stehenden Protokolle zur Generierung des N6-

Threonylcarbamoyladenosins untersucht werden und als Grundlage dienen, um eine effi-

zientere Methode zur Darstellung eines t6A-Phosphoramidits zu entwickeln.

4.3.1 Darstellung eines t6A-Derivats nach Davis

Für die erste Strategie zur Synthese eines t6A-Derivats wurde ein Protokol von Davis et al.

aus dem Jahr 2000 [173] aufgegriffen und variiert. Die Darstellung des Phosphoramidits

(Abbildung 42) zur Festphasen-gestützten Inkorporation des hypermodifizierten Nukleo-

sids in einen RNA-Strang ist mit einigen Herausforderungen verbunden. Im Kontext der

Phosphoramiditchemie sind zusätzliche Schutzguppen für die sekundäre Hydroxyl-, sowie

die Säurefunktion des Threoninrests nötig. Sie müssen stabil gegenüber den Kopplungs-

und Oxidationsbedingungen während der Festphasensynthese und gleichzeitig schnell und

möglichst quantitativ abspaltbar sein. Das Nukleosid Adenosin (27) wurde zuerst mit Ace-
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4 Herstellung einer kurzen hochmodifizierten tRNA-Anticodonschleife

tylschutzguppen versehen und anschließend die N6-Position mit Ethylchlorformiat zur

Kopplung mit L-Threonin aktiviert. Die Schützung der sekundären Hydroxylfunktion und

der Carbonsäure von 30 wurde durch die Einführung der Silylschutzgruppen TBDMS bzw.

Trimethylsilylethanol (TMSE) erreicht. Beide lassen sich im Zuge der standardmäßigen

Abbildung 42: Synthesesequenz der Herstellung des t6A-Phosphoramidits 36 ausgehend von Adenosin (27).

Entschützung der RNA mit Fluoridionen abspalten. Die Entschützung der drei Hydroxyl-

gruppen der Riboseeinheit von 32 lieferten das t6A-Derivat 33, welches anschließend an

seiner 5’-OH Funktion mit DMT versehen wurde. Die 2’-Position wurde mit TBDMS ver-

ethert. Den letzten Schritt der Synthese des t6A-Phosphoramidits 36 bildete die Umsetzung

mit dem Phosphitylierungsreagenz Phosphorigsäuremono-(2-cyanoethylester)diisopropyl-

amidchlorid.
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4.3.1.1 Verknüpfung von Adenosin und L-Threonin

Um Nebenreaktion während der Derivatisierung an der exozyklischen Aminogruppe von

27 (Abbildung 43) zu verhindern, mussten zuvor die drei Hydroxylfunktionen des Zucker-

rests von Adenosin geschützt werden. Mit Hilfe von Acetanhydrid in wasserfreiem Pyridin

[178] ließ dich das Tris-O-acetyladenosin (28) mit einer Ausbeute von 90 % darstellen.

Die Reinigung erfolgte durch Umkristallisierung aus Ethanol. Die Reaktionszeit belief sich

auf vier Stunden. Wurde die Veresterung über Nacht durchgeführt, kam es in einer Ne-

benreaktion auch zur Acetylierung der exozyklischen Aminogruppe durch überschüssiges

Acetanhydrid und somit zu einer verminderten Ausbeute.

Abbildung 43: Darstellung des t6A-Derivats 30. i: 11 Äq. Acetanhydrid, Pyridin, 0 ◦C → RT, 4 h, 90 %;
ii: 3 Äq. Ethylchlorformiat, Pyridin, −15 ◦C → RT, über Nacht; iii: 1,6 Äq. L-Threonin, Pyridin, Reflux, 3 h,
43 % über zwei Schritte.

Damit sich L-Threonin durch die Ausbildung einer Carbamoylstruktur an die exozykli-

sche NH2-Funktion des Adenosins anknüpfen lässt, wurde die exozyklische Aminogrup-

pe von 29 zuerst mit Ethylchlorformiat umgesetzt. Die Reaktion erfolgte in Anlehnung

an ein Protokoll von McCloskey et al. in trockenem Pyridin [179]. Nach wässriger Auf-

arbeitung des Ansatzes wurde das Rohprodukt direkt in den nächsten Reaktionsschritt

eingeführt. Eine Reinigung, wie in der Originalliteratur beschrieben, wurde nicht durch-

geführt. Das triacetylierte Adenosin-Derivat 28 wurde mit L-Threonin in wasserfreiem Py-

ridin unter Rückfluss erhitzt. Die säulenchromatographische Reinigung lieferte das N6-

Threonylcarbamoyladenosin 30 mit einer Gesamtausbeute von 43 % über zwei Stufen.

4.3.1.2 Einführung von Silylschutzgruppen und selektive Deacetylierung

Nach erfolgreicher Verknüpfung von Adenosin und der Aminosäure L-Threonin galt es die

beiden funktionellen Gruppen des Threonins von 30 zu schützen, um im späteren Syn-
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theseverlauf die Herstellung eines t6A-Phosphoramidits zur Festphasensynthese einer kur-

zen RNA zu gewährleisten. Der Schutz der sekundären Hydroxylfunktion des Threonins

erfolgte durch Reaktion mit TBDMS-Cl, wohingegen die Säurefunktion als Trimethylsily-

lethylester geschützt wurde (Abbildung 44).

Abbildung 44: Schutz der Hydroxyl- und Carboxylfunktion des Threoninrests von 30. i: 2,5 Äq. TBDMS-Cl,
TEA, DCM oder ii: 2,5 Äq. TBDMS-Cl, 3,5 Äq. Imidazol, DMF, 65 ◦C, über Nacht; iii: 2 M NH3 (methanolisch),
RT, 1 min (i: 17 %, ii: 74 %); iv: 2 Äq. EDAC · HCl, 1,5 Äq. Trimethylsilyethanol, 0,5 Äq. DMAP, DCM,
0 ◦C→ RT, über 16 h, 86 %.

Der Schutz der OH-Funktion des Threonins wurde auf zweierlei Weise erreicht. In einem

ersten Versuch nach Davis [173] erfolgte die Einführung der Silylschutzgruppe TBDMS

in DCM bei Raumtemperatur und in Anwesenheit von Triethylamin als Base. Als wei-

tere, vergleichende Schützungsstrategie wurde die Reaktion mit TBDMS-Cl in DMF bei

65 ◦C und in Anwesenheit von Imidazol als Base durchgeführt. In beiden Fällen wurde

das triacetylierte t6A 30 mit einem 2,5-fachen Überschuss an TBDMS-Cl umgesetzt, da

neben der Hydroxyl- auch die Carboxylfunktion des Threonins reagiert und eine quantita-

tive Umsetzung der OH-Gruppe sichergestellt werden sollte. Die dünnschichtchromatogra-

phische Analyse des Rohprodukts mit dem Laufmittelgemisch DCM/Methanol/Essigsäure

(94,5 : 4,5 : 1) ließ zwei Hauptspots erkennen. Dabei entsprach der schneller laufende

Spot (R f ≈ 0,8) dem zweifach TBDMS-geschützten t6A-Derivat und der Spot mit ge-

ringerem R f -Wert (R f ≈ 0,6) dem Produkt 31. Nach der wässrigen Aufarbeitung wurde

das Rohprodukt mit einer 2 M methanolischen NH3-Lösung versetzt und das Gemisch für

eine Minute gerührt. Während dieser ammoniakalischen Behandlung zerfiel der basen-

labile TBDMS-Ester. Nach der säulenchromatographischen Reinigung konnte das einfach

TBDMS-geschützte t6-Derivat 31 isoliert werden. Die Ausbeute über beide Schritte belief

sich für die TBDMS-Einführung in DCM mit TEA auf 17 %. Für die Darstellung von 31

in DMF in Anwesenheit von Imidazol konnte die Ausbeute auf 74 % erhöht werden. Der

Grund dafür ist zum einen die bessere Löslichkeit des relativ polaren Edukts 30 im polar-

aprotischen Lösungsmittel DMF im Vergleich zur Löslichkeit im wenig polaren DCM. Zum
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anderen kann die Reaktion in DMF bei erhöhter Temperatur durchgeführt werden. Dies

ermöglicht die Überwindung der benötigten Aktivierungsenergie zur Ausbildung der ge-

wünschten Etherbindung. DCM besitzt einen Siedepunkt von weniger als 40 ◦C und ist

somit schlechter geeignet, thermische Energie auf die Reaktionspartner zu transferieren.

Zur Veresterung der Säuregruppe von 31 mit TMSE zur Verbindung 32 wurde das Hy-

drochlorid von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC · HCl), sowie eine

katalytische Menge an DMAP eingesetzt [180]. Auf diese Weise ließ sich das vollständig

geschützte t6A-Derivat 32 nach säulenchromatographischer Reinigung mit einer Ausbeute

von 86 % gewinnen.

Abbildung 45: Selektive Abspaltung der Acetylschutzgruppen von 32 zum deacetylierten Nukleosid 33.
i: 2 M NH3 (methanolisch), 3,5 h, RT, quantitativ.

Die selektive Ammonolyse der Acetylschutzgruppen des vollständig geschützten t6A (Ab-

bildung 45) wurde durch Rühren in einer 2 M methanolischen NH3-Lösung erreicht. Nach

Evaporation aller volatilen Bestandteile konnte das modifizierte Nukleosid in ausreichen-

der Reinheit erhalten werden. Die Reaktion verlief quantitativ.

4.3.2 Darstellung eines t6A-Derivats aus einem Threonin-Isocyanat

Eine zweite Möglichkeit zur Synthese von t6A besteht in der Verknüpfung eines geschütz-

ten Threonin-Isocyanats mit der exozyklischen Aminogruppe eines Adenosins. Der Vorteil

dieser Strategie gegenüber der Methode nach Davis (4.3.1) liegt in der konvergenten Syn-

theseführung, die oft bessere Gesamtausbeuten ermöglicht.

In einer Publikation aus dem Jahr 2009 wurde von der erfolgreichen Umsetzung eines Cy-

clohexylisocyanats mit einem ungeschützten 3’-Desoxycytidin unter Ausbildung des Car-

bamats N4-Cyclohexylcarbamoyldesoxycytidin berichtet [181]. Sollte sich ein Threonin-

isocyanat mit einem ungeschützten Adenosin zum gewünschten t6A verbinden lassen, wäre

dies ein weiterer Vorteil gegenüber der linearen Synthese, da auf diese Weise ein tempo-

rärer Schutz der drei Hydroxylgruppen der Ribose eingespart werden könnte.
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Die Kopplung des Threoninisocyanats sollte demnach sowohl mit einem geschützten Ade-

nosin, als auch mit dem freiem Nukleosid erfolgen (Abbildung 46).

Isocyanate lassen sich mit verschiedenen Reagenzien bilden [182], von denen viele Sub-

Abbildung 46: Darstellung des hypermodifizierten Nukleosids t6A aus der Reaktion zwischen einem
Adenosin-Derivat und dem Isocyanat von L-Threonin. SG = Schutzgruppe, R = H oder SG.

stanzen hoch toxisch sind (Phosgen, Diphosgen [183]) oder sehr harsche Reaktionsbe-

dingungen während der Synthesen vonnöten sind (Thermolyse von Carbamaten [184]).
In den letzten Jahren wurden jedoch neue effektive und mildere Protokolle zur Darstel-

lung von Isocyanaten aus Aminen veröffentlicht. Zwei Methoden waren im Rahmen dieser

Abbildung 47: Verfolgte Synthesestrategien zur Darstellung des des Nukleosids t6A aus einem Adenosin-
Derivat und dem Isocyanat von L-Threonin. SG = Schutzgruppe, R = H oder SG.

Arbeit besonders vielversprechend. Während eine Strategie die Reaktion eines freien ali-

phatischen Amins mit Boc-Anhydrid in Anwesenheit von DMAP beschreibt [185], wird in

einem zweiten Fall von der Umsetzung eines Boc-geschützten Amins mit Diiodsilan zum

Isocyanat berichtet [186]. Beide Protokolle sollten zur Synthese von t6A-Derivaten her-

angezogen werden und im Anschluss das resultierende Isocyanat seinerseits sowohl mit
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einem geschützten, als auch mit einem ungeschützten Adenosin umgesetzt werden (Ab-

bildung 47).

4.3.2.1 Bildung eines vollständig geschützten L-Threonins

Um aus der Aminogruppe von L-Threonin ein Isocyanat zu generieren, welches mit einem

Adenosin in ein t6A-Derivat überführt werden sollte, war ein Schutz der Hydroxyl-, sowie

der Carboxylgruppe unumgänglich (Abbildung 48). In Hinblick auf den sich anschließen-

den Einbau des Nukleosids t6A in eine RNA, wurden die beiden Silylschutzgruppen TBDMS

und TMSE gewählt (siehe Kapitel 4.3.1), da sie in einem Schritt während der Entschützung

der 2’-O-TBDMS Gruppen der chemisch synthetisierten RNA entfernt werden können.

Die aliphatische Aminogruppe von L-Threonin wurde mit Boc-Anhydrid in einem Gemisch

aus Wasser und Methanol in Anwesenheit von NaHCO3 umgesetzt [187]. Nach Ablauf der

Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch einer sauren Extraktion unterzogen und liefer-

te nach Evaporation aller flüchtigen Bestandteile das einfach geschützte Threonin 37 mit

einer Ausbeute von 92 %.

Abbildung 48: Synthese des vollständig geschützten Threonins 39. i: 1,5 Äq. Di-tert-butyldicarbonat,
H2O/MeOH (1 : 1), RT, 21 h, 92 %; ii: 1,3 Äq. TBDMS-Cl, 3 Äq. Imidazol, DMF, 0 ◦C, 1 h → RT, 22 h,
92 %, iii: 2 Äq. EDAC · HCl, 1,5 Äq. TMSE, 0,7 Äq. DMAP, DCM, RT, 1 d, 92 %.

Anschließend wurde die sekundäre Hydroxylgruppe mit TBDMS verethert. Das geschütz-

te L-Threonin 37 wurde in wasserfreiem DMF mit TBDMS-Cl zur Reaktion gebracht. Als

Base diente Imidazol [188]. Nach säulenchromatographischer Reinigung des Rohprodukts

konnte die Verbindung 38 mit einer Ausbeute von 92 % isoliert werden. Die Ausbildung

des TMSE-Esters wurde wie in Kapitel 4.3.1.2 beschrieben mit TMSE, EDAC · HCl und

DMAP in DCM nach dem Protokoll von Hanessian [180] erreicht. Das vollständig geschütz-

te L-Threonin 39 konnte mittels Säulenchromatographie gewonnen werden. Die Ausbeute

dieses Reaktionsschritts betrug 92 %.
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4.3.2.2 Umsetzung des Threonin-Isocyanats 39 zu t6A-Derivaten

Das erfolgreich synthetisierte vollständig geschützte Threonin sollte im Anschluss in ein

Isocyanat überführt werden. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden zwei Strategien ver-

folgt. In einem ersten Versuch sollte aus dem geschützten L-Threonin das Isocyanat in-situ

Abbildung 49: Versuch der Synthese von t6A-Modifikationen durch in-situ-Bildung des Threonin-Isocyanats
aus 39 mit anschließender Addition an Adenosin 27 bzw. Tris-O-acetyladenosin 28. i: 1,2 Äq. SiI2H2, 1,2 Äq.
DIPEA, DCM, −30 ◦C→ −5 ◦C; ii: 4 Äq. 27, DCM, −50 ◦C→ RT; iii: 4 Äq. 28, DCM, −50 ◦C→ RT. R = H
oder Acetyl.

gebildet und direkt mit dem Aminogruppen-Donor Adenosin bzw. Tris-O-acetyladenosin

umgesetzt werden (Abbildung 49).

Die Arbeitsgruppe um Didier Stien konnte zeigen, dass sich mit Hilfe von Halogensilanen

und in Anwesenheit einer Base Carbamate unter milden Bedingungen in Isocyanate um-

wandeln lassen [186]. Verschiedene Experimente zeigten, dass in der Reihe der Halogen-

silane Diiodsilan am besten geeignet ist [186, 189]. Der genaue Reaktionsmechanismus

dieser Transformation ist noch nicht gänzlich geklärt. Es wird vermutet, dass sich im ers-

Abbildung 50: Postulierter Mechanismus der Bildung von Isocyanaten aus N-Boc geschützten Aminen
durch die Reaktion mit Diiodsilan am Beispiel des Threonin-Derivats 39. Die Base DIPEA deprotoniert den
Carbamat-Stickstoff, wobei ein nukleophiler Angriff des Carbonyl-Sauerstoffs auf das Diiodsilan begünstigt
wird. Das intermediär entstehende silylierte Carbamat zerfällt in das Isocyanat 41 und ein Alkoxysilan [186].

ten Schritt aus dem N-Boc-geschützten Amin ein silyliertes Carbamat bildet (Abbildung
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50). Dieses labile Zwischenprodukt zerfällt unter Abspaltung eines stabilen Alkoxysilans

in ein Isocyanat. Das N-Boc-geschützte Threonin 32 wurde zusammen mit DIPEA in was-

serfreiem DCM gelöst und bei −30 ◦C unter Argongasatmosphäre mit Diiodsilan versetzt.

Das Reaktionsgemisch wurde innerhalb von 30 Minuten auf −5 ◦C erwärmt, bevor der

Ansatz erneut in einem iso-Propanol-Bad mit flüssigem Stickstoff auf −50 ◦C gekühlt wur-

de. Dünnschichtchromatographische Analysen zeigten den vollständigen Umsatz des Car-

bamats. Es wurden triacetyliertes (28) bzw. ungeschütztes Adenosin (27) zugefügt und

das Gemisch anschließend auf Raumtemperatur erwärmt. Nach Rühren über Nacht wur-

de der Ansatz mit EtOAc versetzt und die organische Phase mit einer 1 M HCl-Lösung

extrahiert. Nach Waschen mit einer gesättigten NaCl-Lösung und Trocknung mit Na2SO4

wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt dünn-

schichtchromatographisch auf Produktbildung untersucht. Sowohl der Ansatz mit freiem

Adenosin, als auch der Ansatz mit dem geschützem Nukleosid 28 zeigten neben den jewei-

ligen Eduktspots keine neuen UV-aktiven Spots. Die Synthese von t6A-Derivaten war unter

den in der Publikation der Arbeitsgruppe um D. Stien angegebenen Bedingungen nicht

erfolgreich. Stien und Mitarbeiter verwendeten ausschließlich aliphatische primäre und

sekundäre Amine als Nukleophile zur Generierung verschiedener Harnstoffderivate. Da

aliphatische Amine in der Regel stärkere Nukleophile darstellen als ihre aromatischen Ver-

treter, musste davon ausgegangen werden, dass das Fehlschlagen der t6A-Synthese nicht

an der Bildung des Isocyanats lag, sondern vielmehr an der Reaktion des Isocyanats mit

der exozyklischen Aminogruppe der Adeninbase. Reaktionen von Isocyanaten mit aroma-

tischen Aminogruppen finden häufig bei erhöhten Temperaturen in aprotisch polaren Lö-

sungsmitteln, wie z.B. DMF statt. Möglicherweise wurde die nötige Aktivierungsenergie

zur Ausbildung der Carbamoylstruktur nicht erreicht. DCM hat einen Siedepunkt von ca.

40 ◦C und eignet sich demnach nicht als Lösungsmittel für die Reaktion von Isocyanaten.

Da die dünnschichtchromatographische Analyse der Reaktion des N-Boc-geschützten L-

Threonins mit Diiodsilan einen quantitativen Umsatz des Carbamats erkennen ließ, wurde

versucht an dieser Stelle das Isocyanat zu isolieren. Neue, vom Protokoll der Arbeitsgrup-

pe Stien abweichende Reaktionsbedingungen sollten im Folgenden variiert und optimiert

werden: Nach 30 minütiger Reaktionszeit des Carbamats 39 mit Diiodsilan bei −5 ◦C wur-

de das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwärmt und sodann mit EtOAc vesetzt. Die

organische Phase wurde zuerst mit 5%iger HCl-, dann mit einer gesättigten NaCl-Lösung

gewaschen und abschließend mit Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels

blieb ein farbloser Rückstand zurück, dessen NMR-spektroskopische Analysedaten keinen

Hinweis auf das gewünschte Threonin-Isocyanat 41 gaben. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
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überschüssige Silane während der wässrigen Aufarbeitung des Ansatzes mit Wasser zu Sili-

katen und Iodwasserstoffsäure hydrolysierten. HI ist in der Lage an Isocyanate zu addieren,

wobei äußerst instabile Carbamoyliodide entstehen [190]. Diese zerfallen unter den gege-

benen Bedingungen, mit dem Resultat der Isocyanat-Zersetzung.

Da die zuvor beschriebenen Syntheseversuche zur Generierung des Isocyanats aus einem

N-Boc-geschützten Threonin nicht erfolgreich waren, wurde eine zweite Strategie verfolgt

(Abbildung 51). Diese sah vor, aus dem Threonin-Derivat 40 mit Hilfe von Boc-Anhydrid

und DMAP das Isocyanat 41 zu bilden. Das Protokoll entstammte dabei einer Publikation

aus dem Jahr 2000 von Hassler und Basel [191].

Abbildung 51: Selektive Entschützung der Boc-Schutzgruppe von 39 zum freien Amin 40 mit ZnBr2
und anschließende Bildung des Isocyanats 41. i: 1,5 Äq. ZnBr2, DCM, RT, 1 d, 73 %; ii: 1,2 Äq. Di-tert-
butyldicarbonat, 0,2 Äq. DMAP, MeCN, −15 ◦C, 2 h, 57 %.

Da für dieses Protokoll ein freies Amin als Ausgangssubstanz für die Isocyanat-Synthese be-

nötigt wurde, musste zunächst die Boc-Schutzgruppe von Verbindung 39 entfernt werden.

Diese Entschützung wird in der Regel unter Brønsted-sauren Bedingungen durchgeführt.

Die verwendeten Silylschutzgruppen sind unter diesen Bedingungen ebenfalls labil (siehe

Kapitel 3.4.3), weshalb die Entschützung mit Hilfe der Lewis-Säure ZnBr2 durchgeführt

wurde. Das vollständig geschützte Threonin 39 wurde zusammen mit wasserfreiem ZnBr2

in trockenem DCM gerührt. Das freie Amin 40 konnte mit Hilfe der Säulenchromatograhie

isoliert und bei −15 ◦C mit DMAP und Boc-Anhydrid zur Reaktion gebracht werden. Nach

einer wässrigen Aufarbeitung des Reaktionsansatzes und Evaporation des Lösungsmittels

wurde das Isocyanat 41 mit einer Ausbeute von 57 % erhalten. Um aus dem Isocyanat ein

t6A-Derivat zu erhalten, wurde die Verbindung 41 zusammen mit TEA als Base in was-

serfreiem DMF bei 50 ◦C einmal mit Adenosin (27) und in einem zweiten Versuch mit

Tris-O-acetyladenosin (28) zur Reaktion gebracht (Abbildung 52).

Nach eintägigem Rühren der beiden Ansätze unter Argongasatmosphäre wurden alle leicht

flüchtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und die Rohprodukte säulen-

chromatographisch gereinigt. In beiden Fällen konnte das jeweilige t6A-Addukt isoliert

und NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden. Die Ausbeute für das triacetylierte t6A

32 betrug 67 %. Verbindung 33 konnte mit einer Ausbeute von 34 % gewonnen werden.
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Abbildung 52: Umsetzung des Isocyanats 41 mit 27 und 28. i: 1,1 Äq. Isocyanat 41, DMF, 50 ◦C, 1 d, 67 %;
ii: 1,1 Äq. Isocyanat 41, DMF, 50 ◦C, 1 d, 34 %.

4.3.2.3 Synthese des t6A-Phosphoramidits aus 33

Die Monomere zur Festphasen-Synthese von RNA nach dem Phosphoramiditverfahren

tragen an ihrer 5’-Hydroxylfunktion der Ribose die säurelabile Schutzgruppe DMT. Der

Schutz der 2’-Hydroxylfunktion wird durch den Einsatz der TBDMS-Schutzgruppe ge-

währleistet. Im letzten Schritt lässt sich durch die Umsetzung des 2’- und 5’-geschützten

Adenosin-Derivats 35 mit dem Phosphitylierungsreagenz Phosphorigsäuremono-(2-cyano-

ethylester)diisopropylamidchlorid das Phosphoramidit 36 gewinnen (Abbildung 53). Zum

Schutz der 5’-OH Gruppe des modifizierten t6A wurde das Rohprodukt der Deacetylie-

rungsreaktion von 32 zusammen mit DMT-Cl in wasserfreiem Pyridin zur Reaktion ge-

bracht. Das Produkt 34 konnte nach wässriger Aufarbeitung und säulenchromatographi-

scher Reinigung mit einer Ausbeute von 56 % isoliert werden.

Zum selektiven Schutz der 2’-OH Gruppe wurde die Silylschutzgruppe TBDMS gewählt. Im

Gegensatz zu anderen, kleineren Silylschutzgruppen, wie zu Beispiel Trimethylsilyl (TMS),

zeichnet sich die TBDMS-Schutzgruppe durch eine größere Stabilität gegenüber Basen und
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Säuren aus. Da das Reagenz TBDMS-Cl sehr hydrolyseempfindlich ist, wurde das Edukt

34 vor der Reaktion zur Entfernung von Wasserspuren mit wasserfreiem Pyridin coeva-

poriert. Die Einführung der TBDMS-Schutzgruppe orientierte sich an Protokollen aus der

Literatur [192, 193]. Das Nukleosid 34 wurde in wasserfreiem THF gelöst und mit AgNO3

und trockenem Pyridin versetzt. Das Gemisch wurde 15 Minuten unter Schutzgasatmo-

sphäre gerührt und anschließend TBDMS-Cl hinzugegeben. Der Fortschritt der Reaktion

wurde dünnschichtchromatographisch verfolgt. Da die beiden sekundären OH-Gruppen

Abbildung 53: Darstellung des Phosphoramidits 36. i: 1,3 Äq. DMT-Cl, Pyridin, 0 ◦C → RT, über Nacht,
56 %; ii: 1,2 Äq. TBDMS-Cl, 1,3 Äq. AgNO3, 4 Äq. Pyridin, THF, RT, über Nacht, 41 %; iii: 1,2 Äq.
Phosphorigsäuremono(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid, 3,8 Äq. DIPEA, DCM, RT, 1,5 h.

sehr ähnliche Eigenschaften in Bezug auf die sterischen Bedingungen und Nukleophilie

aufweisen, ist die regioselektive Einführung der Silylschutzgruppe nur bedingt zu gewähr-

leisten. Eine Möglichkeit stellt die Verwendung von Silbersalzen dar. Silbernitrat bildet mit

TBDMS-Cl schwerlösliches Silberchlorid und TBDMS-NO3 [194]. Da das Nitratanion eine

bessere Abgangsgruppe darstellt als Chlorid, lässt sich auf diese Weise ein sehr reaktives

Silylierungsmittel gewinnen [195]. Ein nukleophiler Angriff der 2’-OH Funktion der Ribose

auf das Silicium verläuft schneller im Vergleich zur 3’-OH Gruppe, da die 2’-Position in der

3’-endo-Konformation leichter zugänglich ist. Das 2’-O-TBDMS-Isomer stellt demnach das

kinetisch kontrollierte Schützungsprodukt der Silylierungsreaktion dar. Mit Hilfe der Säu-

lenchromatographie ließ sich das t6A-Derivat 35 mit einer Ausbeute von 41 % isolieren.

Die abschließende Umsetzung von 35 zum Phosphoramidit 36 wurde durch die Reaktion

mit Phosphorigsäuremono(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid erreicht. Die Reini-

gung des Phosphoramidits beschränkte sich auf eine wässrige Aufarbeitung der Reaktion.

Die Identität von 36 wurde mittels 31P-NMR bestätigt.
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4.4 Synthese von 2-Thiouridin

Nachdem das erste Nukleosid bereitgestellt wurde, galt es das zweite modifizierte Nukleo-

sid der tRNA-Anticodon-Schleife, 2-Thiouridin, zu synthetisieren. Die erste beschriebene

chemische Synthese des modifizierten Nukleosids 2-Thiouridin geht auf die Gruppe um

Shaw und Mitarbeiter zurück [196]. Sie verknüpften 2,3,5-Tris-O-benzoyl-D-ribosylamin

mit 3-Ethoxypropenoylisothiocyanat. Im gleichen Jahr veröffentlichten Brown et al. [197]
eine Möglichkeit zur Herstellung von 2-Thiouridin durch die Umsetzung von 2’,3’-O-Isoprop-

yliden-O2,5’-anhydrouridin mit H2S/TEA. Seit dem fanden weitere Synthesevorschriften

ihren Weg in die Literatur, denen allerdings komplizierte Produktgemische beziehungs-

weise schlechte Ausbeuten gemein sind [198, 199, 200]. Unter all diesen Synthesestrate-

Abbildung 54: Silyl-Hilbert-Johnson-Reaktion zur Synthese von 2-Thiouridin. Der acylierte Zucker 1-O-
Acetyl-2,3,5-tris-O-benzoyl-β-D-ribofuranose 37 wird durch die Lewis-Säure SnCl4 aktiviert. Nach Silylie-
rung von 2-Thiouracil 38 greift das bissilylierte Intermediat 39 am durch einen Nachbargruppeneffekt sta-
bilisierten Oxycarbeniumion 40 an. Durch die Abschirmung der Unterseite der Ribose ist die Bildung des
β-Anomers begünstigt. Eine wässrige Aufarbeitung liefert das 2-Thiouridin-Derivat 42.

gien schien die 1973 von Vorbrüggen und Strehlke vorgestellte Synthese, mit den besten

Ausbeuten bei gleichzeitig unkomplizierter Reaktionsführung, die erfolgversprechendste

zu sein [201]. Der Silyl-Hilbert-Johnson-Methode (SHJ-Methode, Abbildung 54) folgend,
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setzten sie acylierte Halogenzucker mit TMS-geschützten 2-Thiopyrimidinbasen um. Die

SHJ stellt eine Weiterentwicklung der Hilbert-Johnson-Methode dar, bei der ein geschütz-

ter Zuckervorläufer mit einer eher schlechten Abgangsgruppe am anomeren Zentrum ein-

gesetzt wird. Durch Aktivierung mit einer Lewis-Säure wird in-situ ein sehr nukleophiles

Intermediat gebildet. Das Oxycarbeniumion wurde durch Nachbargruppeneffekte stabili-

sert. Neben der Stabilisierung des Carbokations kommt es zur sterischen Abschirmung der

Unterseite des Riboserings, wodurch ein Angriff der nukleophilen Pyrimidinbase im Zuge

des SN 1-Mechanismus unter Bildung des β-Anomers begünstigt wird. Um unerwünschte

Nebenreaktionen der Nukleobase mit der Zuckerkomponente zu vermeiden, ist ein Schutz

der nukleophilen Sauerstoff- und Schwefelatome essenziell. Dabei nimmt durch die Sily-

lierung des Pyrimidins gleichzeitig die Nuklephilie der Stickstoffatome des Heterozyklus

zu, da in dieser Form die freien Elektronenpaare nicht mehr an der Stabilisierung der

aromatischen Struktur beteiligt sind. Zur Einführung der TMS-Schutzgruppen wurde He-

xamethyldisilazan (HMDS) in Anwesenheit von TMS-Cl verwendet. Der Mechanismus der

Silylierung ist in Abbildung 55 gezeigt.

Abbildung 55: Mechanismus der Silylierungsreaktion mit TMS-Cl/HMDS am Beispiel eines Sauerstoff-
Nukleophils HO-R [202]. Im ersten Schritt reagiert Trimethylsilylchlorid mit einer Hydroxygruppe, wobei
HCl frei wird (1). Es kommt zur Protonierung des Stickstoffs von HMDS unter Generierung eines aktiven
Silylierungsmittels (2). Dieses überträgt in zwei Schritten unter Bildung von Ammoniumchlorid beide TMS-
Einheiten (3,4).

Wurde die Synthese des Bissilylpyrimidins mit anschließender Verknüpfung mit der Ribo-

seeinheit anfangs in zwei Schritten durchgeführt, erfuhr die Bildung von 2-Thiouridin eine

weitere Optimierung. Weitere acht Jahre später konnte von der gleichen Arbeitsgruppe ge-

zeigt werden, dass sich sowhl die Silylierung, als auch die SHJ-Reaktion zu einer einfachen

Eintopf-Reaktion zusammenfassen lassen [203]. Diese Reaktionsführung hat den Vorteil,

dass das stark hydrolyseempfindliche bissilylierte Zwischenprodukt nicht isoliert werden

muss und Ausbeuteverluste somit verringert werden können. Des Weiteren ist bekannt,

dass sich Silylierungen in Anwesenheit von Lewis-Säuren beschleunigen lassen [204]. Die

Friedel-Crafts-katalysierte SHJ-Reaktion verläuft in Anwesenheit von SnCl4. Diese Lewis-

Säure dient somit sowohl der Aktivierung des Zuckers, als auch zur erleichterten Schüt-
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zung der Nukleobase. Die Generierung von 2-Thiouridin (43) ließ sich im Zuge dieser

Arbeit durch die regio- und stereoselektive Verknüpfung der Base 2-Thiouracil mit einem

adäquat geschützten Ribosederivat nach der Vorschrift von Vorbrüggen in guten Ausbeu-

ten erreichen. Das acylierte Ribose-Derivat 37 wurde zusammen mit 2-Thiouracil (38) in

wasserfreiem Acetonitril aufgenommen und das Gemisch nacheinander mit HMDS, TMS-

Cl und anschließend SnCl4 versetzt (Abbildung 56).

Abbildung 56: Darstellung von 2-Thiouridin (43) nach der SHJ-Methode. i: 1 Äq. 2-Thiouracil (38), 1 Äq.
37, 0,8 Äq. HMDS, 0,8 Äq. TMS-Cl, 1,2 Äq. SnCl4, MeCN, RT, 6,5 h, 80 %; ii: 7 M NH3 (methanolisch), RT,
über Nacht, 98 %.

Nach wässriger Aufarbeitung der Reaktion wurde das benzoylierte 2-Thiouridin 42 mit

einer Ausbeute von 80 % erhalten. Die Entfernung der Benzoyl-Schutzgruppen erfolgte

durch Rühren in methanolischer Ammoniak-Lösung über Nacht. Nach Evaporation des

Lösungsmittels und wässriger Aufarbeitung ließ sich das freie 2-Thiouridin (43) mit einer

Ausbeute von 98 % mittels Säulenchromatographie isolieren.

4.4.1 Bildung eines Phosphoramidits aus 2-Thiouridin

Damit sich das 2-Thiouridin (43) nach dem automatisierten Phosphoramiditverfahren in

eine kurze RNA einbauen ließ, sollte ein DMT- und TBDMS-geschützte Phosphoramidit

hergestellt werden. Die Schützung der 5’-OH Gruppe von 43 erfolgte durch die Reaktion

mit DMT-Cl in Pyridin (Abbildung 57). Das Produkt 44 wurde nach wässriger Aufarbeitung

und säulenchromatographischer Reinigung erhalten.

Die Silylierung der 2’-OH Position von 44 erfolgte mit TBDMS-Cl in trockenem THF. Als

Base diente Pyridin. Um die Bildung des 2’-O-TBDMS-Isomers 45 gegenüber dem 3’-Isomer

45 b zu begünstigen, wurde die Reaktion in Anwesenheit von AgNO3 durchgeführt (sie-

he Kapitel 4.3.2.3). Die dünnschichtchromatographische Analyse des Reaktionsgemisches

nach der Silylierung deutete auf die erfolgreiche Synthese des gewünschten Produkts hin.

Erfahrungsgemäß hat in dem Laufmittelsystem EtOAc/Hexan das 2’,3’-O-TBDMS geschütz-

te Derivat den größten R f -Wert, gefolgt vom 2’-Isomer und schließlich folgt das hydrophi-
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Abbildung 57: Einführung der DMT- und TBDMS-Schutzgruppe an s2U 43. i: 1,5 Äq. DMT-Cl, 0,08 Äq.
DMAP, Pyridin, 0 ◦C→ RT, über Nacht, 71 %; ii: 1,3 Äq. TBDMS-Cl, 1,3 Äq. AgNO3, 4 Äq. Pyridin, THF, RT,
14 h.

lere 3’-Isomer [205]. Das Rohprodukt wurde mit dem Laufmittel Hexan/EtOAc (7 : 3)

säulenchromatographisch gereinigt, die das vermeintliche Produkt enthaltenen Fraktio-

nen gesammelt und mit Hilfe der NMR analysiert. Dabei zeigte sich, dass ein Stoffgemisch

aus dem 2’-und dem 3’-Isomer isoliert wurde. Es wurden daraufhin weitere Laufmittelsys-

teme in Hinblick auf eine bessere Trennung beider Isomere untersucht. In reinem DCM

betrugen die R f -Werte bei der Isomere 0,1 bzw. 0,08. Doch auch in diesem Fall konnte kei-

Abbildung 58: RP-HPL Chromatogramm (Programm 4) der Trennung der beiden Isomere 5’-O-DMT-2’-O-
TBDMS-2-Thiouridin (45) und 5’-O-DMT-3’-O-TBDMS-2-Thiouridin (45 b).

ne zufriedenstellende Separation beider Isomere erreicht werden. Als weitere Reinigungs-

methode wurde die präparativen Dünnschichtchromatographie bemüht. Circa 50 mg des

Stoffgemischs wurden mit dem Laufmittel DCM/MeOH (98 : 2) auf einer präparativen, mit
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Kieselgel beschichteten Dünnchichtchromatographie-Platte entwickelt. Dieser Versuch der

Isomerentrennung war ebenfalls nicht zielführend. Eine zusätzliche Option zur Reinigung

schwer trennbarer Substanzen stellt die HPLC dar. Es war möglich die beiden Isomere mit-

tels Umkehrphasen-HPLC an einer Octadecanol-modifizierten stationären Kieselgelphase

und den Elutionspuffern A = 70 % MeCN und B = 100 % zu separieren (Abbildung 58).

Das Chromatogramm ließ gut die sehr ähnlichen Laufeigenschaften der 2’- und 3’-Isomere

erkennen. Darüber hinaus wurde deutlich, dass das 3’-O-TBDMS-Isomer 45 b als Haupt-

produkt der Silylierung gebildet wurde und nicht das gewünschte 2’-O-TBDMS-Isomer 45.

4.4.2 Alternative Schutzgruppenstrategie zur Gewinnung eines

2-Thiouridin-Phosphoramidits

Um die Probleme der diffizielen Reinigung des Reaktionsgemischs nach der Reaktion mit

TBDMS-Cl, sowie der begünstigten 3’-Isomerenbildung zu umgehen, wurde eine alternati-

ve Schutzgruppen-Strategie verfolgt (Abbildung 59). Diese beinhaltete einen temporären

Schutz der 5’- und 3’-OH Gruppe durch das Silylschutzgruppenreagenz Di-tert-butylsilandi-

ylditriflat. Nach Einführung der TBDMS-Gruppe an der 2’-Position der Ribose, ließ sich

die Di-tert-butylsilylfunktion selektiv entfernen und ermöglichte somit den Schutz der pri-

mären Hydroxylgruppe mit DMT zu 45. Das 2-Thiouridin (43) wurde nach dreimaliger

Abbildung 59: Synthese von des s2U-Derivats 45. i: 1,2 Äq. Di-tert-butylsilylbis(trifluormethansulfonat),
DCM, 0 ◦C, 45 min; ii: 5 Äq. Imidazol, 1,5 Äq. TBDMS-Cl, DCM, 0 ◦C → RT, über Nacht, 77 % über zwei
Schritte; iii: 7,6 Äq. Pyridin·HF, Pyridin, 0 ◦C, 3 h; iv: 1,5 Äq. DMT-Cl, 0 ◦C→ RT, 3 h, 54 % über zwei Schritte;
v: 1,1 Äq. Phosphorigsäuremono(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid, 4 Äq. DIPEA, DCM, RT, 1 h.

Coevaporation mit DCM zuerst mit Di-tert-butylsilandiylditriflat [206, 207] bei 0 ◦C in

wasserfreiem DMF umgesetzt. Die Reaktion fand unter kinetischer Kontrolle statt. Unter

diesen Bedingungen greift die leicht zugängliche primäre 5’-OH Gruppe das Silylierungs-

reagenz nukleophil an. Anschließend ist die Substitution des zweiten Triflatrests gegen

die 3’-Hydroxylfunktion aufgrund ihrer räumlichen Nähe gegenüber der 2’-OH Gruppe be-

günstigt. Direkt im Anschluss an die Schützung der 3’- und 5’-Position wurde die 2-OH
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Gruppe mit TBDMS verethert. Dazu wurden, ebenfalls unter Eiskühlung, Imidazol und

TBDMS-Cl hinzugegeben und das Gemisch bei Raumtemperatur über Nacht gerührt. Die

säulenchromatographische Isolierung des vollständig geschützten 2-Thiouridins 46 mit

reinem DCM an Kieselgel lieferte das Produkt mit einer Ausbeute von 77 % über zwei

Stufen. Die selektive Entschützung der 5’- und 2’-OH Gruppe von 46 erfolgte mit Hil-

fe des HF·Pyridin-Komplexes in trockenem DCM bei 0 ◦C [208]. Die Selektivität wird

durch induktive Effekte der Substituenten am Silicium gewährleistet. Im Gegensatz zur

TBDMS-Gruppe, verfügt der Di-tert-butylsilylrest nur über zwei elektronenschiebene Sub-

stituenten, die durch +I-Effekte die Elektronendichte am Silicium erhöhen. Dem HSAB-

Konzept folgend, ist somit die Reaktivität des Siliciums der Di-tert-butylsilylgruppen ge-

genüber Fluoridionen erhöht. Zusätzlich begünstigen die 1-3-diaxialen Wechselwirkun-

gen der großen tert-Butylreste mit Substituenten der Ribose des Nukleosids eine Öffnung

des Sechsrings (Abbildung 60). Kühlung des Reaktionsgemischs und die geringe Kon-

Abbildung 60: Darstelllung sterischer Hinderungen in 2’-O-tert-Butyldimethylsilyl-3’-5’-O-di-tert-butylsilyl
geschützten Nukleosiden.

zentration an Fluorid-Ionen schützen gleichzeitig vor unerwünschter Desilylierung der

2’-O-TBDMS-Gruppe. Nach dreistündigem Rühren des Reaktionsansatzes bei 0 ◦C wur-

de das Gemisch mit gesättigter HCO3
−-Lösung versetzt und das Produkt mit EtOAc ex-

trahiert. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohpro-

dukt, um Wasserspuren zu beseitigen, dreimal mit trockenem Pyridin coevaporiert. Zur

Einführung der DMT-Schutzgruppe an der 5’-Hydroxylfunktion wurde das Produkt der

selektiven Desilylierung in absolutem Pyridin gelöst und mit DMT-Cl zur Reaktion ge-

bracht. Eine dünnschichtchromatographische Analyse nach drei Stunden zeigte einen na-

hezu quantitativen Umsatz des Edukts. Nach wässriger Aufarbeitung und Evaporation des

Lösungsmittels wurde das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie gereinigt. Die Ver-

bindung 45 konnte mit einer Ausbeute von 54% über zwei Schritte erhalten werden.

Abschließend wurde aus dem geschützten 2-Thiouridin 45 das Phosphoramidit 47 ge-

neriert, indem Verbindung 45 in Anwesenheit von DIPEA mit dem Phosphitylierungs-

mittel Phosphorigsäuremono(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid zur Reaktion ge-
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4.4 Synthese von 2-Thiouridin

bracht wurde. Die Reinigung des Phosphoramidits 47 beschränkte sich auf die wässrige

Aufarbeitung des Reaktionsgemischs. Eine 31P-NMR Messung bestätigte die Bildung des

Phosphormidits als Diastereomerengemisch.

67



4 Herstellung einer kurzen hochmodifizierten tRNA-Anticodonschleife

4.5 Résumé der t6A- und s2U-Phosphormidit-Synthesen

Die Synthese zweier modifizierter Nukleoside wurde beschrieben. Das modifizierte Nu-

kleosid t6A wurde auf zwei unterschiedlichen Wegen erhalten. Die erste Strategie orien-

tierte sich an Synthesevorschriften von Davis et al. und lieferte ein geschütztes t6A-Derivat

(33) mit einer Gesamtausbeute von 25 % über 7 Schritte. Neben dieser linearen Synthese-

führung nach Davis wurde ebenfalls eine konvergente Strategie zur t6A-Darstellung entwi-

ckelt und untersucht. Sie beinhaltete die Reaktion eines L-Threoninisocyanats mit Adeno-

sin sowohl in geschützter, als auch in ungeschützter Form. Die Generierung des Isocyanats

erfolgte nach Schützung der Hydroxyl- und Carboxylfunktion mit Silylierungsreagenzi-

en. In einem ersten Experiment wurde versucht, den vollständig geschützten N-Boc-O-

TBDMS-L-threonintrimethylsilylethylester mit Hilfe von Diiodsilan in-situ in ein Isocyanat

umzuwandeln und direkt mit der Adenosinkomponente zu koppeln. Dieses Vorgehen war

allerdings nicht erfolgreich. Die Reaktionsbedingungen zur Synthese des Isocyanats und

die notwendigen Bedingungen zur erfolgreichen Kopplung des Isocyanats mit einem Ade-

nosin ließen sich nicht vereinen. Aus diesem Grund wurde versucht, das durch die Um-

setzung mit Diiodsilan gebildete Isocyanat vorerst zu isolieren und die Kopplung mit dem

Adenosin in einem zweiten Schritt durchzuführen. Es war jedoch nicht möglich, das Threo-

ninisocyanat zu separieren. Während der Aufarbeitung der Isocyanatsynthese reagierten

sehr wahrscheinlich Hydrolyseprodukte des Diiodsilanreagenzes mit dem Produkt, wo-

durch kein Isocyanat isoliert werden konnte.

Das L-Threoninisocyanat wurde jedoch durch die Reaktion des O-(tert-Butyldimethylsilyl)-

L-threonintrimethylsilylethylesters mit Boc2O und DMAP mit einer Ausbeute von 57 % er-

halten. Dieses wurde im Folgenden sowohl mit Tris-O-acetyladenosin, als auch mit unge-

schütztem Adenosin umgesetzt und lieferte in beiden Fällen die gewünschten Addukte. Die

Ausbeute der Kopplung des triacetylierten Adenosins mit dem Isocyanat lag bei 67 %. Im

Gegensatz dazu betrug die Ausbeute der Kopplungsreaktion mit ungeschütztem Adenosin

lediglich bei 34 %. Trotz zweier zusätzlicher Reaktionen – der Einführung und der Abspal-

tung der Acetylschutzgruppen – ist die Synthese von t6A mit einer geschützten Adeno-

sinkomponente zu favorisieren. Vor allem, da die Ausbeuten der Acetylierung (90 %) und

Deacetylierung (quant.) sehr gut und der Arbeitsaufwand in beiden Fällen als gering einzu-

stufen sind. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Synthese des t6A-Derivats 33

aus einem Threonin-Isocyanat durch Reaktion mit einem geschützten Adenosin als gleich-

wertige Alternative angesehen werden kann. Die Bildung eines t6A-Phosphoramidits ge-

schah nach etablierten Protokollen mit guten Ausbeuten.

Das schwefelhaltige s2U wurde nach Protokollen von Vorbrüggen aus 2-Thiouracil und 1-
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4.5 Résumé der t6A- und s2U-Phosphormidit-Synthesen

O-Acetyl-2,3,5-tris-O-benzoyl-β-D-ribofuranose unter Verwendung der Lewis-Säure SnCl4
hergestellt. Nach Entfernung aller Schutzgruppen konnte das Nukleosid s2U mit einer Ge-

samtausbeute von 78 % erhalten werden. Die Generierung eines Phosphoramidits aus s2U

wurde zuerst nach der konventionellen Methode versucht. Dafür wurde in einem ersten

Schritt die 5’-OH Funktion mit DMT geschützt. Die Reaktion verlief mit einer Ausbeute von

71 %. Während der Einführung der Silylschutzgruppe TBDMS zum Schutz der 2’-OH Posi-

tion bildete sich hauptsächlich das nicht gewünschte 3’-O-TBDMS-Isomer. Eine mögliche

Erklärung für diese Beobachtung ist der große Raumanspruch des Schwefelatoms am C2

der Nukleobase. Der sterisch anspruchsvolle Schwefel erschwert vermutlich einen Angriff

des Silylierungsreagenzes auf die 2’-OH Funktion. Zusätzlich zur geringen Ausbeute an ge-

wünschtem 2’-O-TBDMS-5’-O-DMT-2-Thiouridin bereitete die Trennung des 2’-O-Isomers

vom 3’-O-Isomer Probleme. Die Migrationseigenschaften beider Isomere verhinderten eine

erfolgreiche Separation beider Spezies sowohl mittels Säulenchromatographie an Kiesel-

gel, als auch mit Hilfe der präparativen Dünnschichtchromatographie. Die Trennung der

Isomere unter Verwendung der Umkehrphasen-HPLC war erfolgreich, musste allerdings

aufgrund der Limitation der zu reinigenden Substanzmenge innerhalb einer bestimmten

Zeit als ineffektiv angesehen werden. Durch die Änderung der Schutzgruppenstrategie un-

ter Verwendung von Di-tert-butylsilandiylditriflat zur Synthese eines s2U-Phosphoramidits

konnte das Problem der 3’-O-TBDMS-Isomerenbildung behoben werden. Die Umwandlung

in das Phosphoramidit gelang mit guten Ausbeuten.
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4 Herstellung einer kurzen hochmodifizierten tRNA-Anticodonschleife

4.6 Chemische Festphasensynthese der

tRNALys-Anticodonschleife von E. coli

Mit Hilfe der nun zur Verfügung stehenden Phosphoramiditbausteine von t6A (36) und

s2U (47) sollte die hochmodifizierte 17mer Anticodonschleife der für Lysin codierenden

tRNA aus E. coli synthetisiert werden. Die Phosphoramidite der kanonischen Nukleoside,

sowie des C-Nukleosids Pseudouridin (Ψ) wurden käuflich erworben. Die Synthese der

RNA erfolgte nach dem automatisierten Phosphoramiditverfahren an der festen Phase.

Die Sequenz des 17mers lautete: 3’-UAA CΨA t6AUU s2UUC AGU UG-5’.

Die bei −20 ◦C unter Schutzgas gelagerten Phosphoramidite 36 und 47 wurden erst direkt

vor Gebrauch in wasserfreiem Acetonitril gelöst. Die Synthese erfolgte im 1 µmol-Maßstab.

Neben der Entschützung der 5’-OH Gruppe, dem Kopplungsschritt und dem capping nicht

reagierter Nukleoside, ist die Oxidation der Phosphit-Zwischenstufe zum Phosphat ein in-

tegraler Bestandteil der chemischen RNA-Synthese [209]. Üblicherweise wird diese Reakti-

on durch eine wässrige Iodlösung erreicht [210]. Es ist bekannt, dass s2U und s2U-Derivate

während des Oxidationsschritts der Phosphitzwischenstufe zum Phosphat sehr leicht mit

Iod reagieren [211, 212, 213]. Es kommt dabei zur Desulfurierung unter Bildung von

Uracil- oder Pyrimidon-Derivaten [214]. Um das Problem der Desulfurierung zu umge-

hen, schlugen Davis et al. eine Alternative zur Oxidation mit wässriger Iod-Lösung vor. Sie

führten die Oxidation des Phosphits mit tert-Butylhydroperoxid in Acetonitril durch [215].
Doch diese Oxidationsmethode führte in der Arbeitsgruppe um E. Sochacka ebenfalls zu

Nebenreaktionen [216], weshalb sie zur Oxidation des Phosphits CCl4/N-Methylmorpholin

[210] in einem Gemisch aus Pyridin/H2O/Acetonitril verwendeten [216]. Sekine et al.

haben in Hinblick auf die Synthese von 2-Thiouridin dotierten Oligonukleotiden das s2U-

Derivat 2’,3’,5’-Tris-O-benzoyl-2-thiouridin (42) mit tert-Butylhydroperoxid in Acetonitril,

sowie Iod in verschiedenen Konzentrationen in einem Pyridin/H2O/Gemisch behandelt.

Sie fanden heraus, dass die 2-Thiocarbonyl-Gruppe bei einer Iodkonzentration von 0,02 M

auch über einen Zeitraum von 24 h hinreichend stabil gegenüber einer Desulfurierung ist

und somit zur Oxidation während der Festphasensynthese von RNA-Strängen nach dem

Phosphoramiditverfahren geeignet ist. Basierend auf diesen Beobachtungen wurden im

Zuge dieser Arbeit eine 0,02 M Iodlösung für den Oxidationsschritt verwendet.

Nach beendeter Oligonukleotidsynthese wurde die Roh-RNA durch eine 30-minütige Be-

handlung mit einer Mischung aus 32%iger Ammoniakaq.- und 40%iger Methylaminaq.-

70



4.6 Chemische Festphasensynthese der tRNALys-Anticodonschleife von E. coli

Lösung bei 65 ◦C vom CPG-Träger getrennt. Gleichzeitig erfolgte unter diesen Bedingungen

die Abspaltung der basenlabilen β-Cyanoethylschutzgruppe von den Phosphateinheiten,

sowie der N-Acylschutzgruppen von den Nukleobasen. Im Anschluss wurden die TBDMS-

Gruppen von den 2’-OH-Funktionen mittels TEA · 3 HF entfernt. Dazu wurde die zu ent-

schützende RNA in einer Mischung aus TEA · 3 HF und DMF (3 :1, v/v) bei 55 ◦C für 90 Mi-

nuten inkubiert. Die vollständig entschützte RNA wurde einer Butanol-Fällung unterzogen

und ließ sich anschließend mit Hilfe der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese

(PAGE) reinigen. Die RNA-Banden im Gel wurden mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm

visualisiert (Abbildung 61) und die Produkt-RNA enthaltenen Banden herausgeschnitten.

Das Gelbild (A) der RNA-Synthese zeigte drei diskrete Banden. Anhand des Kopplungspro-

Abbildung 61: 10 %iges denaturierendes Polyacrylamidgel der chemischen Synthese der Anticodonschleife
von E. coli unter UV254 nm. Die RNA-Synthese wurde mit zwei unterschiedlichen t6A-Phosphoramidit-Chargen
durchgeführt (A bzw. B). 1: RNA in ihrer Gesamtlänge, 2 und 3: Abbruchfragmente.

tokolls konnte nachvollzogen werden, dass die kommerziell erworbenen Phosphoramidit-

bausteine von A, C, U, G und Pseudouridin gleichermaßen sehr gute Ausbeuten während

der Inkoporation in die RNA lieferten. Beim Einbau der t6A- und s2U-Phosphoramidite

konnten dagegen nur geringe Ausbeuten erzielt werden. Die resultierenden Abbruchfrag-

mente sind deutlich im Gelbild der Roh-RNA zu erkennen. Die schlechte Ausbeute des

t6A-Phosphoramidits führte zu der vermehrten Bildung eines Abbruchfragments mit einer

Länge von 6 Nukleotiden (3). Eine ähnliche Beobachtung konnte bei der Inkorporation

von s2U in den wachsenden RNA-Strang gemacht werden. Das resultierende Fragment

wies eine Länge von 9 Nukleotiden auf (2). Die oberste Bande (1) entsprach der 17mer

RNA. Das Gelbild (B) zeigte eine zweite Synthese der Anticodon-Schleife der tRNALys un-

ter gleichen Bedingungen, allerdings mit einer anderen t6A-Phosphoramiditcharge. Auch

71



4 Herstellung einer kurzen hochmodifizierten tRNA-Anticodonschleife

in diesem Fall waren drei klare Banden zu erkennen. Auffällig war, dass auf diesem Gelbild

die untere Bande (3) im Vergleich zum Gelbild (A) stärker ausgeprägt waren. Dies legte

die Vermutung nahe, dass es sich bei der zweiten t6A-Phosphoramiditcharge um einen

qualitativ schlechteren Phosphoramiditbaustein handelte, was in einer geringeren Kopp-

lungsausbeute resultierte. Die Ausbeute an RNA betrug für die erste Synthese 6 nmol und

für die zweite Synthese 4 nmol. Die Bestimmung der Stoffmenge erfolgte spektroskopisch

bei einer Wellenlänge von 260 nm und auf Grundlage des Lambert-Beer’schen Gesetzes.

Als Extinktionskoeffizienten (ε) der Nukleosidanaloga wurden die jeweils unmodifizierten

Stammnukleoside verwendet, da in der Literatur keine ε-Werte für t6A und s2U gefunden

wurden. Der Extinktionskoeffizient von Pseudouridin liegt etwa 20 % unter dem von Uri-

din [217]. Es lagen jedoch keine Daten im Kontext des nearest-neighbor Modells vor.

Um die schlechten Kopplungsausbeuten in Zukunft zu beheben, bietet es sich an, eine

säulenchromatographische Aufreinigung der Phosphoramidite von t6A und s2U durchzu-

führen, da der Kopplungsschritt sehr anfällig gegenüber Nebenreaktionen ist. Möglicher-

weise waren Verunreinigungen in den Phosphoramiditen der Grund für die geringe RNA-

Ausbeute.
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

5.1 Synthese von Pseudouridin nach Noyori

Neben der Entwicklung und Darstellung eines Cytidin-Derivats zur Funktionalisierung ei-

ner RNA-Bibliothek (Kapitel 3), sowie der Bereitstellung einer hochmodifizierten RNA für

kristallographische Untersuchungen (Kapitel 4) sollte in einem weiteren Kooperationspro-

jekt ein isotopenmarkiertes Pseudouridin hergestellt werden.

Zur Synthese des C-Nukleosids Pseudouridin existieren verschiedene Strategien. Grund-

sätzlich lassen sie sich in zwei Gruppen unterteilen: Entweder wird das Nukleosid aus-

gehend von einem Vorgängermolekül sukzessiv aufgebaut (lineare Synthese) oder die

Zuckerkomponente und die Nukleobase werden separat voneinander hergestellt und in ei-

nem späteren Schritt zum Nukleosid zusammengefügt (konvergente Synthese). Prinzipiell

Abbildung 62: Synthesesequenz zur Bildung von 15N-markiertem Pseudouridin nach Noyori. Nach Bromie-
rung von Aceton zu 1,1,4,4-Tetrabromaceton (48) erfolgt die [3+4]-Zykloaddition zum Bizyklus 49, der
anschließend in ein Diol überführt wird. Zum Schutz der Hydroxylgruppen wird das Acetonid 50 generiert.
Das Produkt der Bayer-Villiger-Oxidation 51 lässt sich anschließend mit dem Bredereck-Reagenz zu einem
Enaminon 52 derivatisieren. Die Reaktion des Enaminons mit 15N-angereichertem Harnstoff liefert ein ge-
schütztes isotopenmarkiertes Pseudouridin 53, welches nach Entschützung das isotopenmarkierte Pseudou-
ridin (54) gibt.

sind konvergente Reaktionsführungen linearen vorzuziehen, da diese oft bessere Gesamt-

ausbeuten ermöglichen. Aus ökonomischen Gesichtspunkten kann es allerdings von Vorteil

sein, eine lineare Synthesestrategie zu verfolgen. Die in Abbildung 62 gezeigte lineare Syn-

thesesequenz wurde gewählt, da die kosteninstensive 15N-Quelle, Harnstoff, erst am Ende
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

Eingang in die Synthesefolge fand. Diese Strategie wurde 1978 von Noyori et al. vorgestellt

[218]. Der erste Syntheseschritt ist die Bildung von 1,1,3,3-Tetrabromaceton (48) aus Ace-

ton. Dieses vierfach bromierte Aceton reagiert mit Furan in einer [3+4]-Zykloaddition zu

einem Bizyklus 49, der wiederum in einer Reihe von Reaktionsschritten in ein Enaminon

52 überführt wird, das nach Reaktion mit 15N-angereichertem Harnstoff, sowie nachträg-

licher Entschützung des Acetonids 53 das gewünschte Pseudouridin liefert [219].

5.1.1 Bildung von 1,1,3,3-Tetrabromaceton (48)

In dieser Arbeit wurden zwei Strategien zur Syntese eines Tetrabromacetons verfolgt (Ab-

bildung 63). Im ersten Versuch wurde Aceton mit Br2 in Eisessig und in Anwesenheit von

Abbildung 63: Synthese von 48. i: 4,4 Äq. Br2, 4,3 Äq. NaOAc, HOAc, 60 ◦C→ 90 ◦C, 1,5 h, ii: 4 Äq. Br2,
HBrkonz., 0 ◦C→ RT, 10 d, 49 %.

Natriumacetat umgesetzt [220, 221]. Nach wässriger Aufarbeitung, fraktionierter Destil-

lation und anschließender Sublimation bei 1,3 · 10−2 mbar und 75 ◦C erhielt man aller-

dings nicht das gewünschte Produkt. Die Bestimmung des Schmelzpunktes lieferte einen

Wert von 58 ◦C. Diese Temperatur wich von dem für Tetrabromaceton angegebenen Wert

(37–38 ◦C) um 20 ◦C ab und deutet auf die Bildung von Z-3-Bromacrylsäure hin. Der

Schmelzbereich für Z-3-Bromacrylsäure liegt bei 57–58,5 ◦C [222]. Es ist sehr wahrschein-

lich, dass die Bromierung des Acetons nicht vollständig war und sich anstelle des Tetrab-

romacetons 48 überwiegend 1,1,3-Tribromaceton bildete (Abbildung 64). Es ist bekannt,

Abbildung 64: Bildung von 3,3-Dibromacrylsäure aus 1,1,3-Tribromaceton unter basischen Bedingungen.

dass 1,1,3-Tribromaceton bei Raumtemperatur unter leicht basischen Bedingungen eine

Faworski-Umlagerung eingeht [223]. Im Zuge der wässrigen Aufarbeitung wurde das Re-

aktionsgemisch mit gesättigter NaHCO3-Lösung neutralisiert. Das HCO3
−-Anion fungierte
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5.1 Synthese von Pseudouridin nach Noyori

dabei als Base und führte zur Bildung der Bromacrylsäure. Um diese unerwünschte Neben-

produktbildung zu minimieren, ließe sich die Konzentration der HCO3
−-Lösung, sowie die

Kontaktzeit zwischen dem Rohprodukt und dem alkalischen Medium verringern. Dieser

Vermutung wurde allerdings nicht nachgegangen, sondern ein alternatives Protokoll zur

Darstellung des bromierten Acetons 48 verfolgt. In einem zweiten Ansatz wurde Aceton

mit Br2 in konzentrierter Bromwasserstoffsäure umgesetzt [222, 224]. Nach zehntägiger

Reaktionszeit bei Raumtemperatur und unter Ausschluss von Licht konnte das tetrabro-

mierte Aceton 48 durch Kristallisation mit einer Ausbeute von 49 % isoliert werden.

5.1.2 Versuch der Synthese von 49 durch eine [3+4]-Zykloaddition

Die sich anschließende Bildung des Bizyklus 49 lässt sich auf verschiedenen Wegen errei-

chen. In einem ersten Versuch wurde Tetrabromaceton 48 mit Furan in wasserfreiem THF

in Anwesenheit von Fe2(CO)9 zur Reaktion gebracht [225]. Dabei werden zuerst zwei Elek-

tronen vom Eisen auf das Tetrabromaceton übertragen, wodurch ein Metall-Enolat entsteht

(Abbildung 65). Dieses bildet anschließend nach einem SN 1-ähnlichem Mechanismus ein

Oxallylkation [226]. Es existieren mehrere Möglichkeiten zur Oxallylbildung. Sie unter-

Abbildung 65: Postulierter Mechanismus der Bildung des Oxallyl-Kations am Beispiel von 1,1,3,3-
Tetrabromaceton. X = Zn, Fe2(CO)9, Cu/NaI, Zn/(OEt)3B, Zn/Ag. M = ZnBr, FeLn, Na, B(OEt)2, Ag; L = Br,
CO, Lösungsmittel etc.

scheiden sich vor allem durch die Fixierung des Enolats, als Zink-, Eisen-, Silber-, Natrium-,

oder auch Bor-Enolat. Die Art des Gegenions des Enolats hat einen direkten Einfluss auf

die Reaktivität des Oxallylions. Aufgrund des höheren Kovalentbindungsanteils der Eisen-

Sauerstoff-Bindung ist die Eisen-Spezies elektrophiler als Zink-Derivate und damit reakti-

ver gegenüber Dienen. Die [3+4]-Zykloaddition kann konzertiert oder stufenweise erfol-

gen (Abbildung 66). Entscheidend für die Art des Mechanismus der Bizyklusbildung ist

die Elektrophilie des Kations. Je elektrophiler das Kation ist, desto eher verläuft der Me-

chanismus konzertiert. Zudem hat die Stabilität des Intermdiats einen großen Einfluss auf

die Produktbildung. Zur Synthese von 49 wurde in dieser Arbeit eine Mischung von Tetra-

bromaceton 48 und Fe2(CO)9 mit einem Überschuss an wasserfreiem THF versetzt und das
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

Gemisch anschließend unter Schutzgas für 48 Stunden refluxiert. Nach Ablauf der Zeit er-

folgte die wässrige Aufarbeitung des Rohprodukts. Da die bei der Zykloaddition enstehen-

Abbildung 66: Konzertierter (A) und stufenweiser (B) Mechanismus der [3+4]-Zykloaddition. M = ZnBr,
FeLn, Na, B(OEt)3, Ag; L = Br, CO, Lösungsmittel etc.

den Isomere (Abbildung 67) äußerst wärme- und luftempfindlich sind, wurden sie direkt

im Anschluss einer reduktiven Debromierung unterzogen. Dafür wurde das Rohprodukt

in mit NH4Cl-gesättigtem Methanol in Anwesenheit eines Zink-Kupfer-Paares gerührt. Am

Ende der Reaktion konnte dünnschichtchromatographisch [225] allerdings nur sehr we-

nig Umsatz beobachtet werden. Eine Isolation fand aufgrund der augenscheinlich geringen

Ausbeute nicht statt. Die Wiederholung des Versuchs lieferte ebenfalls keine ausreichende

Menge an Produkt, um mit der Synthese des Pseudouridins fortzufahren. Da dieser Reak-

tionsschritt am Anfang der Synthesefolge zum Pseudouridin stand, war es wichtig, dass

man unproblematisch großen Mengen an Substanz gewinnen konnte, die als Vorstufe für

die folgenden Schritte dienen sollte.

Als zweite Möglichkeit zur Bildung des Bizyklus 49, wurde eine Variante unter Nutzung

von Zinkpulver und Triethylborat in THF gewählt (Abbildung 67) [224]. In einem aus-

geheizten Dreihalskolben wurde Zinkpulver gegeben und nacheinander THF und Furan

hinzugefügt. Ein Mischung aus Tetrabromaceton 48 und Triethylborat in THF wurden zu-

erst zügig zum Zink-THF-Furan-Gemisch gegeben, wonach sich der Kolbeninhalt deutlich

erwärmte. Danach wurde die Zugabegeschwindigkeit der Tetrabromaceton/Triethylborat-

Lösung so gewählt, dass der Ansatz leicht siedete. Da nach beendeter Zugabe aller Reak-

tanden und dem Abklingen der Wärmetönung noch weiteres Tetrabromaceton detektierbar
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war, wurde der Reaktionsansatz über Nacht bei 60 ◦C gerührt. Nach der wässrigen Auf-

Abbildung 67: Reaktion von 48 mit Furan. Die Produkte der [3+4]-Zykloaddition wurden direkt im An-
schluss reduktiv zu 8-Oxabicyclo[3.2.1]oct-6-en-3-on (49) debromiert. i: 1 Äq. 48, 1 Äq. Fe2(CO)9, Über-
schuss an Furan, Reflux, 48 h; ii: 1 Äq. 48, 1,2 Äq. B(OEt)3, 2 Äq. Furan, THF, 60 ◦C, über Nacht; iii: Zn/Cu,
ges. NH4Cl in Methanol, RT, 15 min.

arbeitung des Rohprodukts fand wie oben beschrieben die reduktive Debromierung des

dibromierten Zwischenprodukts statt. Der erste Versuch der [3+4]-Zykloaddition mittels

Zn/B(EtO)3 führte zu keiner Produktbildung. Als Fehlerquelle konnte die Verwendung von

nicht aktiviertem Zink ausgemacht werden. Die Aktivierung des Zinks erfolgte durch kurz-

zeitige Behandlung des Zinkpulvers mit 1 M HCl und anschließendem Waschen mit Ether.

Der daraufhin unternommene zweite Versuch der Zink- und Triethylborat-vermittelten Zy-

klisierung unter ansonsten gleichen Bedingungen gab nach dünnschichtchromatographi-

scher Analyse [225] das Produkt, allerdings auch in diesem Fall nur in Spuren. Da die

Synthese des Bizyklus 49 nicht erfolgreich war, wurden weitere Synthesestrategien zur

Darstellung von Pseudouridin verfolgt.

5.2 Bildung von Pseudouridin ausgehend von D-Ribose

5.2.1 Darstellung eines D-allo-Heptonsäurelactons

Eine weitere Möglichkeit der Herstellung des C-Nukleosids Pseudouridin ist in Abbildung

68 gezeigt [227]. Der Schutz der 2,3-Diolfunktion von D-Ribose 55 markierte den Beginn

der Synthesesquenz, bevor die 5-Hydroxylgruppe mit DMT geschützt wurde. Daran an-

schließend wurde eine Acetyl-Einheit auf den C1-Kohlenstoff von 57 übertragen, um so

eine Lactonisierung zum Bizyklus 49 zu ermöglichen. Es handelte sich demnach bei dieser

Strategie um eine alternative Möglichkeit zur Generierung des Lactons 51, der Folgestufe

der zuvor nicht erfolgreich durchgeführten Synthese des Bizyklus 49 (5.1.2). Nach Einfüh-
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rung einer Enamingruppe ließ sich durch Reaktion mit Harnstoff ein Pseudouridin-Derivat

53 darstellen.

Abbildung 68: Synthese von Pseudouridin (54) ausgehend von D-Ribose (55). Nach Einführung von Schutz-
gruppen an den 2,3- und 5-Positionen wurde die Pentose 57 in einer Wittig-Michael-Tandem-Reaktion um
eine C2-Einheit erweitert und bildete so die Vorstufe für ein geschütztes Lacton 51. Mit Hilfe von tert-
Butoxybis(dimethylamino)methan ließ sich ein Enaminon 52 generieren, welches durch die Umsetzung mit
isotopenmarkiertem Harnstoff Pseudourdin lieferte.

Der Schutz der 2-und 3-OH Gruppe von D-Ribose (55) wurde auf zwei Wegen erreicht.

In einem ersten Versuch erfolgte die Bildung des Acetonids 56 in Aceton unter schwe-

felsaurer Katalyse mit einer Ausbeute von 25 % (Abbildung 69). Durch die Reaktion von

55 mit 2,2-Dimethoxypropan in Aceton und in Anwesenheit von H2SO4 konnte die Aus-

beute auf 57 % gesteigert werden. Die 5-OH Gruppe wurde im Anschluss mit der DMT-

Abbildung 69: Synthese von 2,3-O-Isopropyliden-D-ribose (56). i: Aceton, H2SO4 (kat.), 1,5 h, RT, 25 %.
ii: 1,1 Äq. Dimethoxypropan, 4 ◦C, Aceton, 24 h, 57 %.

Schutzgruppe versehen. Die Reaktion fand mit 1,2 Äq. DMT-Cl in wasserfreiem Pyridin

unter Argongasatmosphäre statt [228]. Nach säulenchromatographischer Reinigung wur-

de das geschützte Ribosederivat 57 mit einer Ausbeute von 81 % erhalten (Abbildung

70). Nach der Schützung der 5-OH Gruppe sollte am C1 eine Methylacetat-Einheit ein-

geführt werden. Das DMT-geschützte Ribose-Derivat 57 wurde mit (Carbomethoxyme-

78



5.2 Bildung von Pseudouridin ausgehend von D-Ribose

Abbildung 70: Schutz der primären Hydroxylgruppe von 56 mit DMT-Cl. i: 1,2 Äq. DMT-Cl, Pyridin,
0 ◦C→ RT, 4 h, 81 %.

thyl)triphenylphosphoniumbromid (62) in Anwesenheit von TEA in trockenem Acetoni-

tril umgesetzt (Abbildung 71) [229]. Das Reaktionsgemisch wurde dabei für 18 Stunden

unter Schutzgas bei 85 ◦C zur Reaktion gebracht. Nach Ablauf der Reaktionszeit zeig-

te sich eine tiefrote Verfärbung der Reaktionslösung, welche auf das Vorhandensein von

Dimethoxytriphenylmethyl-Kationen und damit der Abspaltung der DMT-Gruppe hindeu-

tete. Die DMT-Schutzgruppe ist unter Hitzeeinwirkung instabil und unterliegt der Ether-

Abbildung 71: Wittigreaktion der 5-O-DMT-2,3-O-Isopropyliden-D-ribose 57 mit (Carbomethoxyme-
thyl)triphenylphosphoniumbromid (62). Unter den gegebenen Reaktionsbedingungen war die DMT-
Schutzgruppe instabil.

spaltung, so dass es zur Entschützung der Hydroxylfunktion kam. Darüber hinaus kam es

zur Bildung von weiteren Nebenprodukten, die nicht allein auf die Abspaltung der DMT-

Schutzgruppe zurückzuführen waren. In der Literatur wird von einer nicht vermeidbaren

Isomerisierung des gewünschten β-Anomers zum thermodynamisch stabileren α-Anomer

des Ribose-Derivats unter basischen Bedingungen berichtet [229, 230]. Mechanistisch han-

delt es sich dabei um eine Retro-Michael-Reaktion, wie sie in Abbildung 72 gezeigt ist. Dies

stellte ein Problem dar, da ausschließlich die β-Form der Ribose die sterischen Vorausset-

zungen erfüllt, um im Folgenden das natürlich vorkommende β-Pseudouridin zu bilden.

Um das Problem der DMT-Abspaltung zu umgehen und gleichzeitig die Isomerisierung

der D-Ribose so gering wie möglich zu halten, wurde nicht das Wittigsalz 62 sondern das

daraus resultierende Ylen 63 direkt eingesetzt (Abbildung 73). Außerdem wurde auf die

Schützung der 5-OH Funktion mit DMT verzichtet. Die Verwendung des Ylens macht den

Einsatz einer Base (z. B. TEA) unnötig.
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

Abbildung 72: Basenkatalysierte Isomerisierung der β-Form des D-Ribose-Derivats zum thermodynamisch
stabileren α-Anomer. R = H oder SG.

Das Phosphoran 63 wurde ausgehend von Bromessigsäure (59) hergestellt [231]. Nach

Aktivierung der Carboxylgruppe der Säure 59 mit Oxalylchlorid wurde das Säurechlorid

60 mit wasserfreiem Methanol umgesetzt. Aus dem Rohprodukt der Esterbildung wurde

durch die Reaktion mit Triphenylphosphan das Wittigsalz 62 als farbloser Feststoff erhal-

ten. Der letzte Schritt der Bildung des Phosphorans 63 bestand in der Deprotonierung des

Wittigsalzes 62 mit wässriger NaOH-Lösung. Alle Reaktionsschritte verliefen mit sehr gu-

ten Ausbeuten, so dass die Zielverbindung mit einer Gesamtausbeute von 85 % über vier

Schritte erhalten wurde. Nachdem das Phosphoran 63 erfolgreich dargestellt wurde, konn-

Abbildung 73: A) Synthese des Wittigsalzes 62. i: 1,1 Äq. Oxalylchlorid ii: 1 Äq. MeOH; iii: 1 Äq. Ph3P,
EtOAc, 88 % über drei Schritte. B) Deprotonierung des Wittigsalzes zum Phosphoran 63. iv: 2 Äq. NaOH,
97 %.

te es mit der geschützten D-Ribose 56 zur Reaktion gebracht werden (Abbildung 74). Das

Gemisch wurde vier Stunden bei 82 ◦C in trockenem Acetonitril unter Rückfluss erhitzt.

Die Reaktion wurde abgebrochen und aufgearbeitet, sobald sich kein Edukt mehr dünn-

schichtchromatographisch nachweisen ließ. Das im Überschuss vorliegende Phosphoran

63 verfügt über basischen Eigenschaften. Aus diesem Grund war es ebenfalls in der Lage
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die Isomerisierung der D-Ribose vom β-Anomer zur α-Form zu begünstigen. Die Isolierung

des Produkts fand säulenchromatographisch mit Diethylether als Laufmittel statt. Verbin-

dung 59 wurde mit einer Ausbeute von 84 % erhalten.

Abbildung 74: Reaktion zwischen 2,3-O-Isopropyliden-D-ribose (56) und dem Phosphoran 63. 1 Äq. Aceto-
nid, 1,2 Äq. Phosphoran, MeCN, Reflux, 4,5 h, 84 %.

Die nachfolgende Bildung des Lactons 51 aus dem Acetonid 59 erfolgte in zwei Schritten

(Abbildung 75). Erst nachdem der Methylester 59 gespalten wurde, konnte die interne

Esterbildung eingeleitet werden. Die Verseifung von 59 wurde unter verschiedenen Bedin-

gungen durchgeführt. Aufgrund der Gefahr der Isomerisierung des Ribose-Derivats, muss-

te eine Optimierung der alkalischen Esterhydrolyse zur anschließenden Lactonisierung er-

reicht werden. Ziel war es, eine möglichst quantitative Generierung der freien Säure 64

zu erreichen bei gleichzeitiger Reduzierung der α-Anomerenbildung unter basischen Be-

dingungen. Im Anschluss an die Hydrolyse wurde das Reaktionsgemisch neutralisiert. Die

Abbildung 75: Synthese des Lactons 51. i: 2 Äq. NaOH, MeOH/H2O, 70 ◦C, 15 min, Dowex (H+-Form);
ii: 1,1 Äq. Ac2O, Pyridin, 0 ◦C→ Reflux, über Nacht, 34 % über zwei Schritte.

besten Resultate konnten erzielt werden, indem der Methylester mit zwei Äquivalenten

NaOH bei 70 ◦C innerhalb von 15 Minuten verseift wurde. Die Neutralisation der über-

schüssigen Natronlauge fand entweder mittels saurem Kationenaustauscher (Dowex, H+-

Form) oder durch Titration mit verdünnter Salzsäure statt. Die Verwendung des Kationen-

austauschers hatte den Vorteil, dass sich kein zusätzliches NaCl als Nebenprodukt bildete.

Zudem ließ sich das Dowex-Material leicht durch Filtration entfernen. Die Lactonisierung
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der freien Säure 64 wurde in wasserfreiem Pyridin in Anwesenheit von 1,1 Äquivalenten

Acetanhydrid durchgeführt. Nach 16 stündigem Erhitzen unter Schutzgasatmosphäre er-

folgte die säulenchromatographische Reinigung von 51. Die Ausbeuten lagen zwischen 30

und 34 % über zwei Schritte. Als Grund für die geringen Ausbeuten war die hohe Acidität

des Protons der CH2-Gruppe in α-Stellung zur Carbonylfunktion anzusehen. Unter basi-

schen Bedingungen kommt es zur Isomerisierung der β-Form zum ungewünschten und

nicht lactonisierbaren α-Anomer.

5.2.2 Generierung des Pseudouridins aus dem Lacton 51

Nach der erfolgreichen Synthese des Lactons 51 fand die Funktionalisierung des α-Kohlen-

stoffs der Carbonylgruppe mit Hilfe von tert-Butoxybis(dimethylamino)methan (Bredereck-

Reagenz) statt. Das Lacton 51 wurde in wasserfreiem DMF mit dem Bredereck-Reagenz

Abbildung 76: Mechanismus der Reaktion des CH-aciden Lactons 51 mit tert-Butoxybis-
(dimethylamino)methan (Bredereck-Reagenz). A: Das Bredereck-Reagenz dissoziiert in einem ersten
Schritt in tert-Butanolat und ein Formamidiniumion. B: Nach Deprotonierung des Lactons durch das
gebildete Alkoholat kommt es zum elektrophilen Angriff durch das Formamidiniumion. Die nachfolgende
Eliminierung von Dimethylamin liefert das Enaminon 51.

zur Reaktion gebracht. Durch Dissoziation des Bredereck-Reagenzes entsteht das stark ba-

sische tert-Butanolat (Abbildung 76) [232]. Dieses deprotoniert das Lacton 51 an der Me-

thylengruppe in α-Position zur Carbonylfunktion. Anschließend addiert das Carbanion an

das N,N,N’,N’-Tetramethylformamidiniumion und bildet nach β-Eliminierung von Dime-

thylamin das Enaminon 52. Das gewünschte Produkt konnte nach säulenchromatographi-

scher Reinigung mit einer Ausbeute von 90 % isoliert werden. Es handelte sich dabei um

ein Gemisch aus dem E- und Z-Isomer, dessen Trennung nicht nötig war, da im darauf-

folgenden Reaktionsschritt beide Isomere eingesetzt werden können, um Pseudouridin in
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seiner richtigen β-Konfiguration zu erhalten.

Das Enaminon 52 stellt die Ausgangssubstanz für eine Reihe von Nukleosidanaloga dar

[218] und diente in dieser Arbeit zur Synthese von 15N-markiertem Pseudouridin. Verbin-

dung 52 wurde in einer Natriumethanolatlösung in Anwesenheit von 15N-angereichertem

Harnstoff 5 Stunden lang unter Rückfluss erhitzt (Abbildung 77).

Abbildung 77: Bildung des geschützten Pseudouridins 53 aus dem Enaminon 52 und Harnstoff. Die Ad-
dition eines durch Natriumethanolat deprotonierten Harnstoffs an das α-β-ungesättigte Lacton 52 verläuft
nach dem Michael-Mechanismus. Dimethylamin verlässt als Abgangsgruppe das Addukt. Abschließend fin-
det eine intramolekulare Ringschlussbildung durch den nukleophilen Angriff der zweiten Aminogruppe des
Harnstoffrests auf den Carbonylkohlenstoff des Lactons unter Öffnung des Esters zum Pseudouridin 53 statt.

Nach wässriger Aufarbeitung wurde das Rohprodukt 53 direkt der sauren Entschützung

der Isopropylidengruppe zum freien Nukleosid 54 zugeführt (Abbildung 78). Dafür wur-

de aus Acetylchlorid und wasserfreiem Methanol eine 10%ige methanolische HCl-Lösung

hergestellt und das Acetonid 53 in dieser Lösung bei Raumtemperatur 2 Stunden gerührt.

Abbildung 78: Synthese von [1,3-15N]-Pseudouridin (54). i: 5 Äq. 66, 3 Äq. Na, EtOH, 5 h, Reflux; ii: HCl
(10%ig in Methanol), RT, 2 h, 14 % über zwei Schritte.

Das Lösungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels RP-HPLC isoliert. Auf diese

Weise wurde das ungeschützte C-Nukleosid 54 mit einer Ausbeute von 14 % über zwei

Schritte erhalten.
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5.3 Synthese von Pseudouridin nach Chow

Da die Ausbeuten im vorletzten Schritt der Synthese von Pseuouridin aus dem Enami-

non 52 trotz 5-fachem Überschuss an 15N-Harnstoff sehr gering ausfielen und zu wenig

Substanz erhalten wurde, um aus dem Pseudouridin das DMT- und TBDMS-geschützte

Phosphoramidit zu generieren, wurde eine alternative Synthesestrategie verwendet. Es

handelte sich dabei um eine Syntheseführung ausgehend von 15N-Harnstoff, die sich an

den Arbeiten von Chow et al. orientierte [217].

Abbildung 79: Angewandte Synthesestrategie zur Darstellung von [1,3-15N]-Uracil. Aus isotopenmarkier-
tem Harnstoff (66) und Propinsäure (67) wurde das Uracil 68 generiert, welches in Form einer Iodpyrimidin-
Verbindung 71 mit der D-Ribose-Komponente 74 zum Halbacetal 75 umgesetzt wurde. Die stereoselektive
Reduktion des Halbacetals und lieferte nach anschließender Ringbildung das Pseudouridin 77. Nach Entfer-
nung aller Schutzgruppen wurde [1,3-15N]-Pseudouridin (54) erhalten.

Als Nachteil dieser Strategie kann der Umstand angesehen werden, dass der kosteninten-

sive 15N-isotopenmarkierte Harnstoff (66) bereits im ersten Schritt eingesetzt wird und so-

mit eine Vielzahl von Syntheseschritten durchlaufen muss (Abbildung 79). Anders als bei

den ursprünglichen Synthesestrategien von Pseudouridin wird das Nukleosid nicht direkt

an der Zuckerkomponente aufgebaut, sondern entsteht durch die C-C-Bindungsknüpfung

zwischen der Riboseeinheit und der Base.
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Aus 15N-markiertem Harnstoff (66) und Propinsäure (6) wurde im ersten Schritt Uracil

(68) gewonnen, welches daraufhin in ein Dimethoxypyrimidin 70 überführt wurde. Im

Anschluss wurde das Dimethoxypyridmidin 70 zum 5-Iod-2,4-dimethoxypyrimidin (71)

iodiert. Die Oxidation des C1-Kohlenstoffs von D-Ribose (55) gab D-Ribono-1,4-lacton

(72). Dieses wurde durch Einführung einer Isopropyliden-, sowie der tert-Butyldiphenylsilyl-

(TBDPS-) Schutzgruppe vollständig geschützt. Die Zuckerkomponente 74 ließ sich mit

dem Iodpyrimidin-Derivat 71 unter Ausbildung einer C-C-Bindung umsetzen. Das resul-

tierende Halbacetal 75 wurde reduziert und in einer Ether-Ringschluss-Bildung zu einem

Pseudouridin 77 umgesetzt. Nach Abspaltung der Schutzgruppen wurde das freie 15N-

isotopenmarkierte Pseudouridin 54 erhalten.

5.3.1 Herstellung der isotopenmarkierten Uracil-Einheit

Die Synthese der Pyrimidinbase 71 beginnt mit der Umsetzung von Propinsäure (67) mit

dem isotopenmarkierten Harnstoff (66) zum Uracil 68 (Abbildung 80) [233]. Die Rei-

Abbildung 80: Synthese von [1,3-15N]-2,4-Dimethoxyprimidin (70). i: Polyphosphorsäure, 1 Äq. 66, 1 Äq.
67, 85 ◦C, 3 h, 57 %; ii: POCl3, 0 ◦C→ Reflux, 3,5 h; iii: 6 Äq. NaOMe, Methanol, RT, 2 d, 73 % über zwei
Schritte.

nigung des Produkts erfolgte durch Kristallisation aus Wasser. Anschließend erfolgte die

Schützung von 68 in einer zweistufigen Synthesesequenz. Die Lactim-Form des Uracils

reagiert zuerst mit Phosphorylchlorid zum 2,4-Dichlorpyrimidin (69), welches mit Natri-

ummethanolat zu 2,4-Dimethoxypyrimidin (70) umgesetzt wurde [234]. In der Literatur

wird N,N-Dimethylanilin als Lösungsmittel eingesetzt. Es konnte jedoch festgestellt wer-

den, dass die Reaktion in reinem Phosphorylchlorid ebenfalls Verbindung 69 ohne Aus-

beuteverluste lieferte. Die Reinigung des geschützten Dimethoxypyrimidins 70 erfolgte

säulenchromatographisch an Kieselgel. Während der Entfernung der Elutionsmittels un-

ter vermindertem Druck war Vorsicht geboten, da die Verbindung 70 leicht flüchtig war.

Beide Reaktionsschritte verliefen mit guten Ausbeuten, so dass eine Gesamtausbeute an

70 von 73 % erreicht wurde. Der nächste Schritt bestand in der Iodierung des Pyridmidin-

derivats 70 mit N-Iodsuccinimid (NIS). Diese Reagenz lässt sich auf verschiedene Art her-

stellen. Eine Methode besteht in der Umhalogenierung von N-Bromsuccinimid mit Iod
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in Tetrachlorkohlenstoff und anschließender Reinigung durch Umkristallisation (Abbil-

dung 81 A) [235]. Die zweite, in dieser Arbeit verwendete Möglichkeit, ist eine Modifi-

kation der von Djerassi 1953 beschriebenen Vorgehensweise [236]. Die Synthese von NIS

Abbildung 81: Darstellung von N-Iodsuccinimid (80) aus N-Bromsuccinimid durch Umhalogenierung mit
I2 in CCl4 (A) oder durch Bildung aus Succinimid und nachfolgender Behandlung der Silberverbidung 79
mit Iod (B).

(80) nach Djerassi hat den Vorteil, dass kein Risiko der Verschleppung von Fremdhaloge-

nen besteht, die das Potenzial haben, durch Redoxprozesse Nebenreaktionen einzugehen.

Ausgehend von Succinimid wurde zuerst das Silbersalz durch Reaktion mit Silberoxid her-

gestellt (Abbildung 81 B). Zur Bildung des Silberoxids wurde Silbernitrat mit Natronlauge

versetzt und der entstehende Niederschlag über einen Büchnertrichter filtriert, gewaschen

und ohne weitere Reinigungs- oder Trocknungsschritte weiterverarbeitet. Das Silbersucci-

nimid 79 wurde dann mit Iod in Dioxan zur Reaktion gebracht [237], wobei neben Silbe-

riodid das gewünschte N-Iodsuccinimid (80) gewonnen wurde. Die Reinigung von Silber-

und Iodsuccinimid erfolgte durch Umkristallisation. Die Gesamtausbeute der NIS-Synthese

nach Djerassi betrug 70 % über beide Schritte.

Mit Hilfe des N-Iodsuccinimids lassen sich in Anwesenheit starker Säuren elektronenreiche

Abbildung 82: Iodierung von 70 zu 5-Iod-2,4-dimethoxypyrimidin (71). 1 Äq. 70, 2 Äq. 80, TFA, Reflux,
5 h, 76 %.
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Aromaten sehr gut iodieren [238]. In der Literatur wird als Lösungsmittel ein Gemisch aus

Trifluoressigsäure und Trifluoressigsäureanhydrid verwendet. Es konnte festgestellt wer-

den, dass die Reaktion zwischen 80 und Dimethoxypyrimidin 70 auch in reiner Trifluores-

sigsäure das Iodpyrimidinderivat 71 (Abbildung 82) in guten Ausbeuten (76 %) liefert.

Mechanistische Grundlage dieser Iodierungsreaktion ist wahrscheinlich die in-situ-Bildung

der aktiven Iodspezies 81 (Abbildung 83) durch Protonierung des N-Iodsuccinimids (80).

Die Reaktion findet bei erhöhter Temperatur unter Ausschluss von Wasser und Licht statt

Abbildung 83: Bildung einer aktiven Iodspezies aus 80 und Trifluoressigsäure.

[239]. Es hat sich gezeigt, dass die Lösung des 2,4-Dimethoxypyrimidins (70) in Trifluores-

sigsäure vor der Zugabe von 80 bereits sieden sollte. War die Temperatur zu Beginn der

Reaktion zu gering, kam es zur Zersetzung des Iodierungsreagenzes und die Reaktion lie-

ferte nur wenig Produkt. Die Zersetzung des N-Iodsuccinimids war deutlich an der Ab-

scheidung von Iodkristallen an der Glaswand von Kolben und Kühler zu erkennen. Das

farblose und kristalline Produkt 71 konnte durch säulenchromatographische Reinigung

isoliert werden. Im Folgenden sollte das Iodpyrimidin-Derivat 71 mit dem Zuckerlacton

74 zum Pseudouridin umgesetzt werden.

5.3.2 Bereitstellung der Zuckerkomponente 74

Die Zuckerkomponente 74 wurde ausgehend von D-Ribose (55) generiert (Abbildung 84).

Nachdem die Ribose 55 durch Reaktion mit alkalischem Bromwasser zum Lacton 72 oxi-

diert wurde [240], ließ sich zum Schutz der freien sekundären Hydroxylfunktionen mit

Hilfe von Aceton und einer katalytischen Menge konzentrierter Schwefelsäure das Aceto-

nid 73 mit einer Ausbeute von 47 % bilden [241]. Die Reinigung von 73 erfolgte durch Um-

kristallisation aus Benzol. Zum Schutz der primären OH-Gruppe am C6 von 73 fand die von

Hanessian und Levallee [242] zuerst beschriebene Silylschutzgruppe tert-Butyldiphenylsilyl

(TBDPS) Verwendung. Diese Silylschutzgruppe ist ideal für die sich anschließenden Reakti-

onsschritte, da sie stabiler ist unter sauren und basischen Bedingungen, gegenüber reduk-

tiven Reagenzien und Organolithiumverbindungen im Vergleich zu anderen häufig ver-
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wendeten Silylschutzgruppen, wie z. B. Trimethylsilyl (TMS) und tert-Butyldimethylsilyl

(TBDMS) [115]. Die Entschützung dieser Silylverbindung lässt sich unter stark sauren Be-

Abbildung 84: Synthese von 5-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-2,3-O-isopropyliden-D-ribono-1,4-lacton (74).
i: 1 Äq. Br2, 2 Äq. NaHCO3, 0–5 ◦C, 1,5 h → RT, 3 h, 64 %; ii: Aceton, kat. H2SO4, 0 ◦C → RT, 4 h, 47 %;
iii: 1,2 Äq. TBDPS-Cl, 2,6 Äq. Imidazol, DCM, 0 ◦C→ RT, über Nacht, 77 %.

dingungen oder durch Behandlung mit Fluorid-Ionen bewerkstelligen. Die Einführung der

TBDPS-Gruppe verlief mit einer Ausbeute von 77 % in wasserfreiem DCM und in Anwe-

senheit von Imidazol als Base.

5.3.3 C-C-Bindungsknüpfung zu Pseudouridin

Nachdem die Zuckerkomponente 74, sowie das Pyrimidinderivat 71 erfolgreich syntheti-

siert wurden, konnte die Verknüpfung der beiden Synthons durchgeführt werden (Abbil-

dung 85). Im ersten Schritt wurde das Iodpyrimidin 71 in wasser- und sauerstofffreiem

THF bei−72 ◦C mit n-Butyllithium umgesetzt. Dabei kommt es zu einem Halogen-Lithium-

Abbildung 85: Kopplung von 71 mit der Zuckerlacton-Komponente 74 zum Halbacetal 75. i) 2,2 Äq. n-BuLi,
THF, −72 ◦C, 0,5 h; ii) 1,1 Äq. 74, THF, −72 ◦C, 1,5 h, 55 %.

Austausch, mit dem Ergebnis, dass aus dem Pyrimidin-Derivat 71 das C-Nukleophil 83

generiert wird. Bereits um 1938 konnten Wittig [243] und Gilman [244] unabhängig von-

einander feststellen, dass ein stark elektronegativer Substituent wie Iod oder Brom gegen

einen stark elektropositiven Substituenten (Lithium) ausgetauscht werden kann, um ein

Lithiumorganyl zu bilden. Der Mechanismus dieser Austauschreaktion ist noch nicht gänz-

lich geklärt. Es werden zwei mögliche Abläufe diskutiert. Zum einen existiert die Vorstel-
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5.3 Synthese von Pseudouridin nach Chow

lung eines Radikalmechanismus im Sinne eines single electron transfers (SET) [245], zum

anderen gibt es Hinweise auf einen nukleophilen Mechanismus via einen sogenannten „at-

Komplex“ (Abbildung 86) [246, 247]. Aufgrund induktiver Effekte der in ortho-Stellung

Abbildung 86: A: Induktion einer positiven Partialladung am Iodatom von 71. B: in-situ-Entstehung eines
Lithiumorganyls 83 via Ausbildung eines „at“-Komplexes am Beispiel von 71.

zum Iod befindlichen Methoxygruppe ist das bindende Elektronenpaar zwischen dem Koh-

lenstoff und dem Iod verstärkt am Kohlenstoff lokalisiert ist (Abbildung 86 A). Das wegen

seiner Größe leicht polarisierbare Iod ist in der Lage sich kationisch vom Pyrimidinring-

system 71 zu lösen und somit gegen ein Lithiumkation ausgetauscht zu werden [243].
Als Intermediat entsteht ein Komplex mit formal anionischen Eigenschaften (Abbildung

86 B). Hinweise auf die Existenz solcher „at-Komplexe“ konnten von der Gruppe um Farn-

ham und Calabrese erbracht werden [248]. Sie waren in der Lage, eine hypervalente Iod-

Verbindung (10-I-2) aus Pentafluorophenyllithium und Pentafluorophenyliodid zu kristalli-

sieren. Gleichzeitig konnten diesem Komplex stark nukleophile Eigenschaften nachgewie-

sen werden. Nach welchem Mechanismus ein Halogen-Lithium-Austausch erfolgt hängt

stark von der Struktur des Edukts ab. Nach der in-situ-Bildung des C-Nukleophils aus dem

Iodpyrimidin 71 wurde das vollständig geschützte Lacton 74 hinzugegeben und das Reak-

tionsgemisch weitere 90 Minuten bei −72 ◦C gerührt (Abbildung 85). Nach der wässrigen

Aufarbeitung der Reaktion folgte eine säulenchromatographische Reinigung des Rohpro-

dukts.

Während der Reaktion bildete sich ein Anomerengemisch aus der α- und β-Form von

75. Um die isomerenreine, natürlich vorkommende β-Form des Pseudouridins zu erhal-

ten, wurde anschließend eine stereoselektive Reduktion des Halbacetals 75 durchgeführt.

Chow und Grohar konnten durch die Behandlung mit 1,1 Äquivalenten BF3 · Et2O in An-

wesenheit von 6 Äquivalenten Et3SiH erfolgreich das vollständig geschützte C-Nukleosid
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

als 1 : 1 Anomerengemisch isolieren [249]. Erhöhten sie das Verhältnis von Triethylsi-

lan gegenüber dem Kopplungsprodukt auf 40 Äquivalente, so ließ sich ausschließlich das

β-Anomer unter Verlust der Isopropyliden-Schutzgruppe erhalten. Eine Optimierung des

Reduktionsschritts wurde durch die kanadische Arbeitsgruppe um Stephen Hanessian be-

schrieben [250].

Abbildung 87: Stereoselektive Reduktion des Halbacetals 75 mittels L-Selektrid (Lithium-tri-sec-
butylborhydrid) in Anwesenheit (A) und Abwesenheit (B) von ZnCl2.

Sie verwendeten das Lithiumsalz des Tri-sec-Butylborhydrids (L-Selektrid) als Reduktions-

mittel und führten die Reaktion sowohl in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit von ZnCl2
durch. Auf diese Weise konnte selektiv und in sehr guten Ausbeuten entweder D-altro-

Hexitol oder D-allo-Hexitol isoliert werden (Abbildung 87). Ursache für diese Beobachtung

ist die Ausbildung eines chelatisierten Intermediats zwischen dem divalten Zn2+ und dem

Keto-, sowie dem Acetal-Sauerstoff. Die Fixierung ermöglicht dem sterisch anspruchsvol-

len Borhydrid die Übetragung des H− nur von der Si-(pro-S)-Seite unter Generierung des

D-altro-Hexitols. Stehen während der Reduktion keine Zinkionen zur Verfügung, ist die Hy-

dridübertragung von der Re-(pro-R)-Seite energetisch begünstigt. Der Ringschluss zum zy-

klischen Ether unter Mitsunobu-Bedingungen gibt schließlich die β- bzw. α-Pseudouridin-

Derivate. Da in dieser Arbeit das β-Anomer gebildet werden sollte, wurde die Reduktion

in Anwesenheit von Zinkchlorid durchgeführt (Abbildung 88). Das gewünschte Diol 76

konnte nach wässriger Aufarbeitung und säulenchromatographischer Reinigung mit einer

Ausbeute von 74 % isoliert werden. Anschließend wurde unter Mitsunobu-Bedingungen

mit Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) und Triphenylphosphan das vollständig geschütz-
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5.3 Synthese von Pseudouridin nach Chow

Abbildung 88: Synthese des vollständig geschützten Pseudouridin-Derivats 77 ausgehend vom Anomeren-
gemisch des Halbacetals 75. i: 1,5 Äq. ZnCl2, −72 ◦C, THF, 0,5 h; ii: 2,5 Äq. L-Selektride, −72 ◦C→ RT, über
Nacht, 74 %; iii: 2 Äq. PPh3, 2 Äq. DIAD, THF, 0 ◦C→ RT, über Nacht, 86 %.

te Pseudouridin 77 synthetisiert. Die Ausbeute betrug 86 %. Das so erhaltene vollständig

geschützte Nukleosid 77 wurde mit Natriumiodid in Eisessig refluxiert und nach wässriger

Aufarbeitung des Reaktionsansatzes in einem Gemisch aus konzentrierter Trifluoressigsäu-

re und Wasser gerührt (Abbildung 89). Während der Behandlung mit wässriger TFA fiel

Abbildung 89: Entschützung von 77 zum 15N-markierten Pseudouridin 54. i: 4 Äq. NaI, Eisessig, Reflux,
40 min; ii: TFA/H2O (9 : 1), RT, 1 h, 82 % über zwei Schritte.

das gewünschte Produkt 54 als farbloser Feststoff aus und konnte durch Filtration isoliert

werden. Das freie 15N-markierte Pseudouridin 54 konnte auf diese Weise mit einer Aus-

beute von 82 % über beide Schritte hergestellt werden. Die Gesamtausbeute 9-stufigen

Synthese, bezogen auf den isotopenmarkierten Harnstoff (66), betrug 9 %.

5.3.4 Synthese einer Phosphoramiditvorstufe aus 15N-markiertem

Pseudouridin

Nach der Generierung des Pseudouridins 54 wurde eine Phosphoramidit-Vorstufe gebildet.

Dafür wurde zunächst eine DMT-Schützungsreaktion des C-Nukleosids durchgeführt. Das

Pseudouridin 54 wurde in Pyridin gelöst und unter Kühlung in einem Eisbad mit DMT-Cl
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

versetzt. Nach wässriger Aufarbeitung des Ansatzes erfolgte die Reinigung des Reaktions-

produkts säulenchromatographisch an Kieselgel. Die Verbindung 81 konnte mit einer Aus-

beute von 68 % erhalten werden. Die Einführung der TBDMS-Gruppe an der 2’-Position

Abbildung 90: Synthese von 5’-O-DMT-2’-O-TBDMS-[1,3-15N]-pseudouridin (82). i: 1,2 Äq. DMT-Cl, Pyridin,
0 ◦C→ RT, über Nacht, 68 %; ii: 1,3 Äq. TBDMS-Cl, 1,3 Äq. AgNO3, 4 Äq. Pyridin, THF, über Nacht, 60 %.

des Zuckers von 81 erfolgte wie bereits in Kapitel 4.3.2.3 beschrieben mit TBDMS-Cl und

AgNO3 in trockenem THF (Abbildung 90). Nachdem nach vier Stunden Reaktionszeit noch

sehr viel Edukt nachweisbar war, wurde der Reaktionsansatz über Nacht gerührt. Prinzi-

piell sollte die Schützungsreaktion abgebrochen und aufgearbeitet werden, sobald sämt-

liches Edukt umgesetzt ist. Eine Erhöhung der Äquivalente an TBDMS-Cl oder die Ver-

längerung der Reaktionszeit führt nicht gleichzeitig zu einer Verbesserung der Ausbeute.

Die Menge an ungewünschten Nebenprodukten (3’-Isomer und 2’,3’-bissilyliertes Nukleo-

sid) kann unter solchen Bedingungen zunehmen. Die Reinigung des DMT- und TBDMS-

geschützten Pseudouridins 82 geschah nach wässriger Aufarbeitung säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel mit dem Laufmittelsystem EtOAC/Hexan. Das 3’-Isomer wurde eben-

falls isoliert und in einer 0,1%igen TEA in Methanol-Lösung bei Raumtemperatur über

Nacht gerührt [251]. Es ist bekannt, dass es bei vicinalen Diolen unter leicht basischen

Bedingungen zu einer Wanderung der TBDMS-Schutzgruppe kommt [252]. Diese Eigen-

schaft der Silylschutzgruppe wurde genutzt, um weiteres 2’-O-TBDMS-Isomer aus dem

3’-Isomer zu bilden. Die Isolierung von 82 erfolgte ebenfalls säulenchromatographisch, so

dass eine Gesamtausbeute von 60 % erreicht wurde.
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5.4 Résumé der Synthesen von [1,3-15N]-Pseudouridin (54)

Ein 15N-isotopenmarkiertes Pseudouridin wurde erfolgreich hergestellt. Zur Darstellung

des Nukleosids wurden drei verschiedene in der Literatur beschriebene Synthesestrategi-

en verfolgt.

Die Synthese von Pseudouridin nach Noyori lieferte bereits während der zweiten Stufe

der Synthesesequenz nur sehr geringe Ausbeuten des Zwischenprodukts 49. Da die [3+4]-
Zykloaddition äußerst empfindlich gegenüber Spuren von Wasser und Sauerstoff ist, muss

davon ausgegangen werden, dass die Bedingungen während der Umsetzung von Tetrab-

romaceton und Furan nicht ausreichend trocken und/oder sauerstofffrei waren. Trotz der

Verwendung von absoluten Lösungsmitteln, dem Arbeiten unter Schutzgasatmosphäre und

dem sorgfältigen Ausheizen aller Glasgeräte vor Synthesebeginn, reagierte das intermedi-

äre Oxallylkation wahrscheinlich mit verbliebenen Wasser- oder Sauerstoffmolekülen ab

und stand der Bildung des Bizyklus’ 49 nicht mehr zur Verfügung. Da das bizyklische Zwi-

schenprodukt 49 nicht in ausreichender Menge bereitgestellt werden konnte, wurden zwei

weitere Strategien verwirklicht. Mit Hilfe dieser beiden Alternativsynthesen ließ sich das

isotopenmarkierte Pseudouridin gewinnen. Die Synthesen unterschieden sich sowohl in

der Anzahl der Syntheseschritte, als auch bzgl. des Zeitpunkts der Einführung des kosten-

intensiven 15N-Harnstoffs in die jeweilige Synthesesequenz.

Die 7-stufige Synthese von Pseudouridin ausgehend von D-Ribose lieferte das Nukleosid

mit einer Ausbeute von 2 %. Bezogen auf den 15N-Harnstoff belief sich die Gesamtaus-

beute auf 14 %. Optimierungen zur Bildung des Lactons 51 durch Anpassung der Basen-

konzentration, Temperatur, sowie Reaktionszeit steigerten die Ausbeute für diesen Schritt

auf 34 %. Als Grund für die geringe Gesamtausbeute ist die Umwandlung des β-Anomers

in die nicht lactonisierbare α-Form anzusehen. Während in der Literatur keine Angaben

zur Ausbeute der Reaktion zwischen dem Enaminon 52 und Harnstoff zum Pseudouridin

gemacht werden konten, wurden in dieser Arbeit, einschließlich der Entschützung zum

freien [1,3-15N]-Pseudouridin, 14 % ermittelt.

Zur Darstellung von Pseudouridin nach Protokollen von Chow waren 9 Synthesestufen

notwendig. Obwohl der 15N-angereicherte Harnstoff bereits im ersten Reaktionsschritt

Eingang in die Synthese fand, belief sich die Gesamtausbeute bezogen auf den Harn-

stoff auf 9 %. Die allgemein guten bis sehr guten Ausbeuten lassen die lineare Synthe-

seführung beginnend mit 15N-Harnstoff rentabel werden. Für die Darstellung von Pseu-

douridin wurde in dieser Arbeit, abweichend von der Vorschrift nach Chow et al., ein

isotopenmarkiertes Uracil durch die Reaktion von Harnstoff mit Propinsäure und nicht

durch Reduktion von Cyanacetlyharnstoff erhalten. Auf diese Weise konnte die Ausbeute
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5 Darstellung eines 15N-markierten Pseudouridins

an Uracil von 36 % auf 57 % gesteigert werden. Außerdem wurde festgestellt, dass die

Bildung von 2,4-Dichlorpyrimidin entgegen der Literatur auch ohne N,N-Dimethylanilin

als Lösungsmittel, sondern auch in reinem POCl3 möglich ist. Die Synthese von 5-Iod-2,4-

dimethoxypyrimidin war in reiner TFA ohne Zusatz von TFA-Anhydrid ohne signifikante

Ausbeuteverluste erfolgreich.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass beide Syntheseansätze, sowohl der nach Chow,

als auch der auf dem Edukt D-Ribose basierende, das gewünschte Produkt lieferten und im

Hinblick auf die Gesamtausbeute über alle Schritte vergleichbar sind. Die 7-stufige Syn-

these lieferte das Pseudouridin mit einer Gesamtausbeute von 2 %, die 9-stufige von 9 %.

Bezogen auf den 15N-isotopenmarkierten Harnstoff liefert die Synthese nach Chow eine

geringfügig schlechtere Ausbeute (9 %) im Vergleich zur zweiten Strategie (14 %). Es wur-

den demnach zwei Protokolle zur Darstellung von 15N-markiertem Harnstoff evaluiert und

durch die Kombination und Veränderung bereits in der Literatur beschriebender Synthese-

vorschriften optimiert. Das so erhaltene Pseudouridin wurde nach bekannten Protokollen

an der 5’-Position mit DMT und an der 2’-Position mit TBDMS geschützt und stellt somit

die Vorstufe eines Phosphoramidits zur Inkorporation in eine RNA dar.
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Die vorliegende Dissertation ordnet sich in die Synthese von modifizierten Nukleosiden

ein. Diese stellen wichtige Hilfsmittel zur Charakterisierung und zur Erweiterung der Ei-

genschaften von Nukleinsäuren dar.

Die Arbeit lässt sich in drei Kapitel unterteilen. Neben dem Design und der Herstellung

eines Cytidin-Derivats zur Funktionalisierung einer RNA-Bibliothek, welches die Selektion

eines Cytidindesaminase-Ribozyms ermöglichen soll, waren die Bereitstellung von 15N-

markiertem Pseudouridine für NMR-spektroskopische Untersuchungen, sowie die Darstel-

lung einer hochmodifizierten Anticodon-Schleife der für Lysin codierenden tRNA aus E.

coli das Ziel der Dissertation.

Im Rahmen dieser Abeit wurden die Voraussetzungen für die Selektion eines Cytidindes-

aminase-Ribozyms geschaffen. Es wurde ein Assay für die in-vitro-Selektion vorgestellt und

das zu diesem Zweck notwendige Schlüsselmolekül, ein Cytidin-Derivat, designt und mit

einer Gesamtausbeute von 8 %, bezogen auf das Edukt Uridin, synthetisiert. Das Nukleo-

sid wurde in einer 16-stufigen Synthese mit zwei unterschiedlichen Linkereinheiten aus-

gestattet und stellt ein effektives Werkzeug zur in-vitro-Selektion von Cytidindesaminase-

Ribozymen dar. Das bifunktionalisierte Cytidin-Substrat wurde über seine 5’-OH Gruppe

mit einem Hexaethylenglykol-Linker versehen, der eine primäre Aminogruppe aufwies.

Über eine kurze Linkereinheit an der C4-Position der Nukleobase wurde ein Biotinrest

angefügt. Die angestrebte Selektionsstrategie sah die Oxidation des 3’-Endes einer RNA-

Bibliothek mittels Natriumperiodat vor. Das resultierende Dialdehyd sollte anschließend

mit der primären Aminogruppe des Cytidin-Derivats umgesetzt werden. Ein Protokoll zur

Anbindung des modifizierten Cytidins an eine an ihrem 3’-Terminus oxidierte RNA wurde

entwickelt und steht für die zukünftige Selektion eines Cytidindesaminase-Ribozyms zur

Verfügung. Der Nachweis des RNA-Cytidin-Derivat-Konjugats erfolgte mittels HPLC, sowie

massenspektrometrisch. Die RNA-Bibliothek für die geplante Selektion wurde ausgehend

von zwei Klenow-Primern mit jeweils 70 bzw. 72 Nukleotide langen randomisierten Berei-

chen hergestellt und steht ebenfalls zur Verfügung. Ein Ribozym, das in der Lage ist, Cyti-

din in Uridin umzuwandeln, würde einen weiteren wichtigen Hinweis auf eine ehemalige

RNA-Welt liefern und gleichzeitig ein neues Beispiel für sich selbstmodifizierende kataly-

tische RNA-Strukturen darstellen. Neben der Selbstreplikation ist die Selbstmodifikation

eine essentielle Voraussetzung für die diversifizierende Evolution von RNA im Kontext der

RNA-Welt-Hypothese.

Parallel zu den Arbeiten der Synthese des Cytidins zur Funktionalisierung einer RNA-
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Bibliothek, wurden im Rahmen zweier Kooperationen drei weitere Nukleosidanaloga dar-

gestellt. Das erste Kooperationsprojekt sah die Herstellung einer kurzen RNA vor. Es han-

delte sich dabei um die hochmodifizierte Anticodonschleife der tRNALys aus E. coli. Zur

chemischen Festphasensynthese dieser 17mer RNA waren die Phosphoramiditbausteine

von N6-Threonylcarbamoyladenosin (t6A) und 2-Thiouridin (s2U) erforderlich. Die Syn-

thesen der Nukleosidanaloga t6A und s2U, sowie deren Umwandlungen in die jeweiligen

Phosphoramidite wurden beschrieben.

Die Darstellung von s2U erfolgte nach Protokollen von Vorbrüggen und Strehlke mit einer

Gesamtausbeute von 78 %. Während des Schutzes der 2’-OH Gruppe mit TBDMS-Cl, bilde-

te sich hauptsächlich das 3’-O-TBDMS-Isomer. Dieses ließ sich nur sehr schwer vom 2’-O-

TBDMS-Isomer separieren. Durch die Verwendung der alternativen Schutzgruppe Di-tert-

butylsilandiylditriflat konnte das Problem der Bildung des 3’-O-TBDMS-Isomers behoben

werden. Die Synthese des Phosphoramidits von s2U geschah nach bekannten Protokollen

mit guten Ausbeuten.

Das hypermodifizierte Adenosin t6A wurde auf zweierlei Weise gewonnen. Die erste Syn-

these eines t6A-Derivats 33 orientierte sich an Vorschriften von Davis et al. und lieferte das

Nukleosid 33 mit einer Gesamtausbeute von 25% über 7 Schritte. Zusätzlich hinaus wur-

de eine zweite Synthesestrategie entworfen, die auf der Verwendung eines Isocyanats von

L-Threonin basierte. Die Aminosäure Threonin wurde mit unterschiedlichen Silylschutz-

gruppen versehen, die beide kompatibel mit der Kopplungschemie während der chemi-

schen RNA-Synthese waren. Das Isocyanat wurde mit guten Ausbeuten dargestellt und

anschließend sowohl mit ungeschütztem, als auch mit geschütztem Adenosin zur Reak-

tion gebracht. In beiden Fällen wurde ein t6A-Derivat erhalten. Die Umsetzung mit dem

geschützten Adenosin lieferte dabei das t6A-Derivat 33 mit einer Gesamtausbeute von 20 %

über 8 Schritte. Es wurde somit eine – in Bezug auf Ausbeute und Arbeitsaufwand – gleich-

wertige Alternativsynthese zur Gewinnung von t6A-Derivaten entwickelt.

Aus den beiden modifizierten Nukleosiden s2U und t6A wurden Phosphoramidit-Bausteine

zur automatisierten Festphasen-Synthese von RNA generiert. Durch den erfolgreichen Ein-

bau beider Nukleoside in eine 17mer RNA konnte die Anticodon-Schleife der tRNALys aus

E. coli hergestellt werden. Sie steht dem Kooperationspartner für röntgenstrukturanalyti-

sche Untersuchungen zur Verfügung.

Die Bearbeitung des zweiten Kooperationsthemas erforderte die Synthese eines isotopen-

markierten Pseudouridins, um mit Hilfe der heteronuklearen NMR-Spektroskopie den Me-

chanismus von Pseudouridin-spezifischen Methyltransferasen aufzuklären. Es wurde eine

vergleichende Synthese von 15N-markiertem Pseudouridin durch Adaption zweier unter-
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schiedlicher Protokolle durchgeführt. Das Ziel war die Evaluierung und Optimierung in

der Literatur beschriebener Protokolle, um eine möglichst effektive Synthesestrategie zur

Generierung eines Pseudouridins zu erarbeiten. Die erste Strategie, eine 7-stufige Synthese

des isotopenmarkierten C-Nukleosids, lieferte die Zielverbindung mit einer Ausbeute von

2 % über alle Schritte ausgehend von D-Ribose. Bezogen auf den 15N-Harnstoff betrug die

Gesamtausbeute 14 %. Grund für die geringe Gesamtausbeute waren die unvermeidliche

Isomerisierung der β-Form von D-Ribose zum α-Anomer während der Lacton-Bildung, so-

wie der geringe Umsatz des 15N-angereicherten Harnstoffs mit einem Enaminon zu einem

geschützten Pseudouridin. Es konnte herausgefunden werden, dass für die Darstellung des

C-Nukleosids aus D-Ribose kein temporärer Schutz der primären OH-Gruppe von 2,3-O-

Isopropyliden-D-ribose während der Wittigreaktion nötig war. Ferner konnte durch die Op-

timierung der Reaktionsbedingungen zur Lactonbildung die Ausbeute dieses Schritts auf

34 % gesteigert werden. In der Literatur fanden sich keine Angaben zur Ausbeute der Reak-

tion zwischen dem Enaminon und dem 15N-markierten Harnstoff zu einem Pseudouridin-

Derivat. In dieser Arbeit konnte für diesen Reaktionsschritt ein Wert von 14 % erreicht

werden, einschließlich der Abspaltung sämtlicher Schutzgruppen.

Die zweite Strategie orientierte sich an einer Publikation von Chow et al. Das 15N-markierte

Pseudouridin wurde hierbei mit einer Gesamtausbeute von 8 % über 9 Schritte erhalten.

Für den ersten Schritt, die Synthese von Uracil, wurde eine alternative Vorschrift verwen-

det, bei der Propinsäure mit Harnstoff umgesetzt wurde. Auf diese Weise konnte im Rah-

men dieser Dissertation die Ausbeute von Chow von 36 % auf 57 % gesteigert werden. Dar-

über hinaus wurde festgestellt, dass für die Chlorierung von Uracil zu 2,4-Dichlorpyrimidin

auf das krebserregende Lösungsmittel N,N-Dimethylanilin ohne Ausbeuteverluste verzich-

tet werden konnte. Zur Darstellung von 5-Iod-2,4-dimethoxypyrimidin war entgegen der

bekannten Literatur kein TFA-Anhydrid nötig.

Die Gesamtausbeuten der beiden Synthesestrategien zur Gewinnung von Pseudouridin

waren geringfügig unterschiedlich. Sie betrugen für die 7-stufige Synthese 2 % und für die

9-stufige nach Chow 9 %. Allerdings lag die Ausbeute, bezogen auf den kostenintensiven
15N-Harnstoff, bei der 7-stufigen Synthese mit 14 % etwas höher, als bei der Methode nach

Chow, die 9 % ergab. Demnach kann festgehalten werden, dass das abgewandelte Proto-

koll zur Herstellung des C-Nukleosids nach Davis die Methode der Wahl darstellt, sollte

der isotopenmarkierte Harnstoff den limitierenden Faktor der Synthese bilden.

Das Pseudouridin wurde anschließend an seiner 5’-OH Position mit DMT und an seiner

3’-OH Gruppe mit TBDMS versehen und bildet somit die Vorstufe zu einem [1,3-15N]-
Pseudouridin-Phosphoramidit, welches nach Absprache mit dem Kooperationspartner in
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eine RNA integriert werden kann.

Bei den vier in dieser Arbeit beschriebenen Nukleosidanaloga: (1) ein bifunktionalisiertes

Cytidin-Derivat, (2) ein 15N-markiertes Pseudouridin, (3) N6-Threonylcarbamoyladenosin

und (4) 2-Thiouridin handelt es sich somit um nützliche Werkzeuge zur Funktionalisierung

und zur Strukturaufklärung von RNA-Molekülen.
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7.1 Materialien und Methoden

7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien und Methoden

7.1.1 Labor- und Feinchemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen, soweit nicht anders angegeben der Reinheits-

norm p. a. und wurden über den Chemikalienfachhandel (Sigma-Aldrich, Merck, Fluka,

Acros, TCI) bezogen. Lösungsmittel für die Säulenchromatographie wurden vor der Ver-

wendung destillativ gereinigt. DIPEA wurde kurz vor Verwendung über CaH2 destilliert.

Wasser, Pipettenspitzen und Eppendorfgefäße für Arbeiten mit RNA wurden autoklaviert.

Pufferlösungen wurden mit 2,0 µm Membranfiltern filtriert. HPLC- und Gellösungen wur-

den mit 0,45 µm Membranfiltern filtriert.

7.1.2 Verwendete Enzyme

Klenow-Fragment 5 U µl−1, Fermentas

Taq-DNA-Polymerase 5 U µl−1, New England Biolabs

T7-RNA-Polymerase 76 mg ml−1, laboreigene Herstellung

DNAse I, RNAse-frei 1 U µl−1, Fermantas

7.1.3 Pu�er und Lösungen

Denaturierende Gellösung 20 % Acrylamid/Bisacrylamid 19:1 (Roth) in 1xTBE

(7 M Harnstoff)

Native Gellösung 20 % Acrylamid/Bisacrylamid 19:1 (Roth) in 1xTBE

TBE (1x) 1 mM Na-EDTA, 0,1 M Tris- HCl, 85 mM Borsäure,

pH 8,3

Denaturierender Ladepuffer 98 % Formamid in 10 mM EDTAaq. (v/v), 0,05 %

Bromphenolblau, Xylencyanol

Nativer Ladepuffer 50 % Glycerin, 0,05 % Bromphenolblau, Xylencyanol

DNA- und RNA-Längenmarker GeneRuler
TM

low range DNA ladder, Fermentas

RiboRuler
TM

low range RNA ladder, Fermentas

dNTPs dATP, dGTP, dCTP, dTTP (jeweils 100 mM), Fermentas
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NTP-Mix ATP, GTP, CTP, UTP (jeweils 25 mM), Fermentas

Fermentas

Natriumacetat-Elutionspuffer 0,3 M NaOAc, pH 5,2

Klenow-Puffer (10x) 500 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM NaCl,

pH 7,6

HEPES-Puffer (5x) 400 mM Na-HEPES, 60 mM MgCl2, 10 mM Spermidin,

20 mM DTT, pH 7,5

PCR-Puffer (10x) 200 mM Tris-HCl,100 mM (NH4)2SO4, 100 mM KCl,

30 mM MgCl2, 1 % Triton X-100, pH 8,8

7.1.4 Geräte

HPLC Äkta Purifier, Amersham Biosciences

UV-Detektor: UV-900, Amersham Biosciences

RP-Säulen: EC 250/4 Nucleodur 100-5ec, Machery

Nagel, VP Nucleodur 250 C18, Machery Nagel

Gelelektrophorese Bio-Rad Sub Cell GT, Bio-Rad; MIDGET 2050 Elektro-

phoresesystem, Pharmacia; Minigel-Twin, Biometra;

Power Supply PS 300-B, Hoefer

DNA-Syntheseautomat 394 DNA/RNA Synthesizer, Applied Biosystems

PCR-Gerät Thermocycler T-3000, Biometra

Massenspektrometer microflex MALDI-TOF MS, Bruker Daltonics

NMR 300 MHz, Bruker

600 MHz, Bruker

Säulenchromatographie Kieselgel 0,040–0,063 mesh

Dünnschichtchromatographie Kieselgel auf Aluminium (Merck 60 F254nm)

UV/VIS-Spektroskopie NanoDrop R© ND-1000 Spectrophotometer

Photosystem Darkroom-CN-3000, Vilber Lourmat

Lyophilisierung Univapo 100H, UniEquip

Concentrator plus, Eppendorf

Zentrifugation Zentrifuge 5804 R, Eppendorf

Heizblock Digital Heatblock, VWR

100



7.1 Materialien und Methoden

7.1.5 Programme

Grafikprogramme ChemDraw Ultra 8.0

CorelDRAW Graphics Suite X3

Analyse von DNA- und RNA-Sequenzen OligoAnalyzer 3.1 (www.idtdna.com)

Prozessierung und Bearbeitung von NMR-

Spektren

ACD/NMR Processor Academic Edition

(www.acdlabs.com)

Aufnahme und Bearbeitung von MALDI-TOF-

Spektren

flexControl Version 3.0 (Build 185)

flexAnalysis Version 3.0 (Build 96)

7.1.6 Hochleistungs�üssigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Reinigung mittels HPLC wurde ein Äkta-Purifier-System verwendet. Vor der Injektion

wurden die Proben gelöst und durch einen 0,45 µm Membranfilter filtriert. Die Detektion

erfolgte bei 254 nm.

Folgende Gradienten wurden verwendet:

Programm 1:

Puffer (A): 5 % Acetonitril in Wasser

Puffer (B): 70 % Acetonitril in Wasser

Säule: VP Nucleodur 250 C18

Gradient: 0 % (B)→ 70 % (B) in 5 SV, 70 % (B)→ 100 % in 3 SV, 100 % (B) für 3 SV

Flussrate 4 ml · min−1

Programm 2:

Puffer (A): 0,1 M TEAAc (pH 7,0), Wasser

Puffer (B): 0,1 M TEAAc (pH 7,0), 70 % Acetonitril in Wasser

Säule: VP Nucleodur 250 C18

Gradient: 0 % (B)→ 40 % (B) in 15 SV, 40 % (B)→ 100 % in 2 SV, 100 % (B) für 1 SV

Flussrate 4 ml · min−1
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Programm 3:

Puffer (A): 0,1 M TEAAc (pH 7,0), 5 % Acetonitril in Wasser

Puffer (B): 0,1 M TEAAc (pH 7,0), 30 % Acetonitril in Wasser

Säule: EC 250/4 Nucleodur 100-5ec

Gradient: 0 % (B) → 85 % (B) in 14 SV, 85 % (B) für 4 SV, 100 % (B) für 4 SV,

100 % (B)→ 0 % (B) in 2 SV

Flussrate 0,5 ml · min−1

Programm 4:

Puffer (A): 70 % Acetonitril in Wasser

Puffer (B): Acetonitril

Säule: VP Nucleodur 250 C18

Gradient: 0 % (B)→ 40 % (B) in 8 SV, 40 % (B)→ (B) in 3 SV, 100 % (B) für 2 SV

Flussrate 4 ml · min−1
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7.1.7 Chemische Oligonukleotidsynthese

Die zur Synthese der RNAs eingesetzten Phosphoramidite (Tabelle 3) wurden bei Chem-

Genes Corp. und Berry & Associates, Ltd. erworben.

Die automatisierte Synthese der RNA erfolgte nach dem Phosphoramiditverfahren (Tabel-

le 4) im 1 µmol-Maßstab unter „trityl off“-Bedingungen. Der Wassergehalt des verwen-

deten Acetonitrils betrug ≤ 10 ppm. Argon 5.0 wurde zur Begasung benutzt. Zur Auf-

Tabelle 3: Verwendete Phosphoramidite und Festphasenträger.

Baustein Produktbezeichnung (Anbieter)

Phosphoramidit
A 2’-tBDSilyl Adenosine (n-bz) CED phosphoramidite (ChemGenes)

C 2’-tBDSilyl Cytidine (n-acetyl) CED phosphoramidite (ChemGenes)

G 2’-tBDSilyl Guanosine (n-ibu) CED phosphoramidite (ChemGenes)

U 2’-tBDSilyl Uridine CED phosphoramidite (ChemGenes)

Ψ Pseudouridine CEP (Berry & Associates)

Träger

U-Träger 2’-tBDSilyl Uridine 3’-lcaa CPG 1000Å (ChemGenes)

G-Träger 2’-tBDSilyl Guanosine (n-ibu) 3’-lcaa CPG 1000Å (ChemGenes)

arbeitung der synthetisierten RNA wurde die Frittenböden der Säule entfernt und das

CPG-Trägermaterial auf zwei Eppendorfgefäße mit Schraubverschluss verteilt. Es wur-

de je 1 ml 32%iger Ammoniakaq.-/40%ige Methylaminaq.-Lösung hinzugegeben und das

fest verschlossene Reaktionsgefäß 30 min bei 65 ◦C geschüttelt. Der Überstand wurde

jeweils in ein neues Eppendorfgefäß überführt und der Rückstand dreimal mit 200 µl

EtOH/H2O (v/v = 1 : 1) gewaschen. Die vereinigten Lösungen wurden anschließend in

flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur Trockene lyophilisiert. Zur Abspaltung der 2’-

Silylschutzgruppen wurde das Pellet in 800 µl TEA · 3 HF/ DMF (v/v = 3 : 1) aufgenom-

men und 90 min bei 55 ◦C geschüttelt. Das Reaktionsgemisch wurde anschließend auf RT

abgekühlt und die Reaktion durch Zugabe von 200 µl Wasser gestoppt. Die Lösung wurde

in ein 50 ml Falcongefäß pipettiert und die RNA durch Zugabe von 20 ml n-Butanol bei

−20 ◦C gefällt. Der Niederschlag wurde bei 6000 rpm 45 min zentrifugiert und das BuOH

vom Pellet vorsichtig dekantiert. Das Pellet wurde mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen
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und im Vakuum bei RT einige Minuten getrocknet. Die Reinigung der RNA erfolgte durch

denaturierende PAGE.

Tabelle 4: Verwendeter Synthesezyklus zur chemischen Festphasensynthese von RNA.

Schritt Reagenzien Laufzeit

5’-O-DMT-Entschützung 3%ige Trichloressigsäure in Dichlormethan 58 sec

Aktivierung/ Kopplung Phosphoramidit: 0,1 M (Standard) in Acetonitril, 8 min

0,15 M (modifiziert) in Acetonitril 12 min

0,3 M BMT in Acetonitril

Blockierung Cap A: N-Methylimidazol/ Acetonitril 29 sec

(1 : 5 = v/v)

Cap B: Ac2O/ 2,6-Dimethylpyridin/ Acetonitril

(2 : 3 : 5 = v/v/v)

Oxidation 0,02 M I2 in THF/ Pyridin/ Wasser 60 s

(89,6 : 0,4 : 10 = v/v/v)

7.1.8 Enzymatische Reaktionen

7.1.8.1 Klenow-Au�üllreaktion

Zur Generierung der doppelsträngigen DNA-Bibliothek wurden die beiden käuflich erwor-

benen Primer N70DNA und N72DNA, deren 3’-Enden komplementär zueinander waren, mit

Hilfe des Klenow-Fragments zu einem DNA Doppelstrang aufgefüllt. Die Sequenzen beider

Klenow-Primer lauteten:

N70DNA: 5’-GGG AGA GCC ATA CCT GAC–N70–CAG GTT ACG CAT CC-3’

N72DNA: 5’-CAC GGA TCC TGA CGA CTG AC–N72–GGA TGC GTA ACC TG-3’
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Die Reaktion fand in einem Endvolumen von V = 500 µl statt. Die Endkonzentration der

jeweiligen Komponenten wurde mit Wasser auf folgende Werte gebracht:

Primer N70DNA 2 µM

Primer N72DNA 2 µM

dNTP-Mix 2 mM

Klenow-Puffer 1x

Klenow-Fragment 0,04 U µl−1

Jeweils 10 µl N70DNA (100 µM) und N72DNA (100 µM) wurden in Klenow-Puffer auf-

genommen und 5 min bei 90 ◦C denaturiert. Die Primer wurden anschließend bei der

Hybridisierungstemperatur von 43 ◦C 30 min lang inkubiert und der Ansatz anschließend

auf 37 ◦C temperiert. 40 µl eines 25 mM dNTP-Mixes wurde hinzugegeben und die Lösung

sorgfältig vermischt. Durch Zugabe von 4 µl des Klenow-Fragments wurde die Reaktion

gestartet. Nach 1-stündiger Inkubation bei 37 ◦C wurde die doppelsträngige DNA einer

Ethanol-Fällung unterzogen. Die Reinigung erfolgte durch native PAGE.

7.1.8.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Das Produkt der Klenow-Auffüllreaktion wurde mittels PCR amplifiziert. Folgende Primer

wurden verwendet:

PM1: 5’-AGC GAA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAG CCA TAC CTG AC-3’

PM2: 5’-CAC GGA TCC TGA CGA CTG AC-3’

Analytische PCR-Reaktionen wurde in 20 µl, präparative PCR-Reaktionen in einem Volu-

men von V = 200 µl durchgeführt. Die Bedingungen sind Tabelle 6 dargestellt. Die PCR

Produkte wurden mittels nativer PAGE analysiert und zur Isolierung der DNA mit Ethanol

gefällt.
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Tabelle 6: PCR-Bedingungen.

Komponente KonzentrationStammlsg. KonzentrationReaktionslsg.

DNA-Matrix 0,29 µM 10 nM

Primer PM1 100 µM 1 µM

Primer PM2 100 µM 1 µM

dNTP-Mix 25 mM 500 µM

PCR-Puffer 10x 1x

Taq-Polymerase 5 U µl−1 0,02 U µl−1

H2O ad. 20 µl (analytisch) bzw. ad. 200 µl (präparativ)

7.1.8.3 In-vitro-Transkription

Während der in-vitro-Transkription wurden 0,5 µM der DNA-Matrize mit Hilfe der T7-

Polymerase in RNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 500 µl für

4 h bei 37 ◦C durchgeführt. Die Template-DNA wurde anschließend durch Zugabe von 1 U

DNAse I je 50µl Transkriptionsansatz und Inkubation für weitere 30 min bei 37 ◦C besei-

tigt. Nach einer Ethanol-Fällung wurde die RNA durch denaturierende PAGE gereinigt.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Komponenten zur in-vitro-Transkription.

Komponente KonzentrationStammlsg. KonzentrationReaktionslsg.

DNA-Matrix 0,29 µM 0,5 µM

NTP-Mix 20 mM 2 mM

HEPES-Puffer 5x 1x

T7-Polymerase 76 mg ml−1 76 ng ml−1

H2O ad 500µl

7.1.9 Denaturiende PAGE

Die Größe der Gele betrug 300 x 150 x 1,5 mm für präparative PAGE und 100 x 150 x 1,5

mm für analytische Gele. Die Konzentration der Gellösung betrug 10 %. Diese Lösung wur-

den durch Verdünnen einer 20%igen Stammlösung mit 1 x TBE-Puffer erhalten. Die Poly-

merisation wurde durch die Zugabe von 1 ml APS (10%ig in Wasser) und 20 µl TEMED in-
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itiiert. Die Elektrophorese fand in 1xTBE-Laufpuffer statt. Bevor die Oligonukleotid-Probe

aufgetragen wurde, wurde ein 30-minütiger Vorlauf bei 200 V durchgeführt. Die RNA wur-

de in Wasser gelöst und mit denaturierendem Ladepuffer im Verhältnis 1 : 1 vermischt und

nach 5–10 minütiger Inkubation bei 95 ◦C auf das Gel gegeben. Nach einer 30-minütigen

Einlaufphase der Proben in das Gel bei 200 V wurde die Spannung auf 360 V erhöht. Hatten

die Referenzbanden die gewünschte Laufweite erreicht, wurde die Elektrophorese abge-

brochen, die RNA-Banden unter UV-Licht der Wellenlänge 254 nm sichtbar gemacht und

herausgeschnitten. Im Anschluss daran wurde die RNA aus dem Gel eluiert. Dazu wurde so

viel NaOAc-Elutionspuffer zu den zerkleinerten Gelstücken gegeben, bis diese vollständig

bedeckt waren. Durch Schütteln bei 10 ◦C über Nacht wurde eluiert. Die Elutionslösung

wurde abgenommen und die RNA weitere zweimal für mindestens zwei Stunden aus dem

Gel gelöst. Die vereinigten Elutionslösungen wurden einer Ethanol-Fällung unterzogen.

7.1.10 Native PAGE

Zur Reinigung in-vitro-transkribierter RNA wurden 10 %ig Polyacrylamidgele verwendet.

Die Gelgröße betrug 100 x 150 x 1,5 mm. 10 ml einer nativen Gellösung wurden mit 10 ml

1xTBE-Puffer vermischt und mit 200 µl einer 10 %igen APS-Lösung, sowie mit 50 µl

TEMED versetzt. Als Laufpuffer wurde 1xTBE verwendet. Die Proben wurden in einem

1 : 1 Verhältnis mit nativem Ladepuffer vermengt und anschließend auf das Gel gegeben.

Die Spannung während der Gelelektrophorese wurde auf 120 V gestellt. Die Visualisierung

erfolgte unter UV-Licht bei der Wellenlänge λ = 254 nm.

7.1.11 Fällungen

7.1.11.1 Butanol-Fällung

Zu der betreffenden Lösung wurde das 20-fache Volumen an n-Butanol hinzugegeben. Die

Lösung wurde vermischt und über Nacht bei −20 ◦C aufbewahrt. Die anschließende Zen-

trifugation fand bei 4 ◦C und 6000 rpm für 45 min statt. Der Überstand wurde vorsichtig

dekantiert und das Pellet im Vakuum getrocknet.

7.1.11.2 Ethanol-Fällung

Für die Fällung der RNA aus Ethanol wurde die RNA-Lösung mit 0,1 Vol-Äquivalent 100 mM

MgCl2-Lösung und 3 Vol-Äquivalenten Ethanolabs. versetzt. Nach gründlicher Vermischung
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wurde bei −20 ◦C inkubiert. Danach erfolgte die Zentrifugation bei 6000 rpm für 30 Mi-

unten bei 4 ◦C. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet mit 100 µl kaltem 70%igem

Ethanol gewaschen. Die RNA wurde anschließend im Vakuum getrocknet.

7.1.12 Massenspektrometrische Messungen

Die massenspektrometrischen Vermessung der Proben erfolgte nach der MALDI-Methode

mit dem Gerät microflex MALDI-TOF MS von der Firma Bruker Daltonics.

Syntheseprodukte

Eine gesättigte Lösung von 3-Dihydroxybenzoesäure in deionisiertem Wasser diente wäh-

rend der Messung als Matrix. Es wurden 1–5 mg des Analyten in 100 µl Methanol, Etha-

nol, Wasser oder Aceton gelöst und 1 µl der Probenlösung mit 1 µl der Matrix-Lösung

vermengt. Das Gemisch wurde auf einen MALDI-Träger gegeben und an der Luft getrock-

net. Die Messung erfolgte im positiven oder negativen Reflektor-Modus. Die Intensität des

Lasers, sowie die Anzahl der Schüsse pro Messung wurden so eingestellt, dass eine Signal-

stärke von ca. 1000 erreicht wurde.

Oligonukleotide

Zur Messung von Oligonukleotiden diente eine Lösung von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon

(THAP) und Diammoniumhydrogencitrat in Wasser/Acetonitril als Matrix. Dazu wurden

60 mg THAP in 500 µl Acetonitril gelöst und mit einer Lösung von 5,7 mg Diammoni-

umhydrogencitrat in 500 µl Wasser vermengt. Die Mischung wurde 30 Sekunden lang

gevortext und anschließend für 30 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand stellte

die Matrix-Lösung dar.

Das zu messende Oligonukleotid wurde zu einer Konzentration von 100–500 pmol/µl mit

deionisiertem Wasser verdünnt. Diese Lösung wurde mit dem Kationenaustauscher Dowex

50 WX8 (NH4
+-Form, 100–200 mesh) behandelt. Dafür wurden 5 µl einer Suspension des

Austauschermaterials in Wasser in ein 250 µl-Eppendorfgefäß transferiert und überschüs-

siges Wasser mit Hilfe einer 2,5 µl-Pipettenspitze entfernt. 2 µl der Oligonukleotid-Lösung

wurden auf das Dowex-Material gegeben und die Mischung 10 min lang inkubiert. 1 µl der

Analyten-Lösung wurde mit 1 µl der Matrix-Lösung vermischt und auf einen MALDI-Träger

gegeben. Die Messung erfolgte im positiven Linear-Modus.

108



7.2 Synthesevorschriften

7.2 Synthesevorschriften

7.2.1 2',3',5'-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)uridin (7)

Nach dreimaligem Coevaporien von 5 g (20 mmol) Uridin mit wasserfreiem DCM wur-

de das Nukleosid in 50 ml trockenem DMF gelöst. Dazu wurden 7 g (80 mmol) Imidazol

und 12 g (0,1 mol) TBDMSCl gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Argongasat-

mosphäre 18 h lang bei 65 ◦C gerührt und anschließend mit 100 ml Diethylether versetzt.

Die organische Phase wurde zweimal mit 50 ml Wasser gewaschen und mit Na2SO4 ge-

trocknet. Nach Filtration des Trockenmittels wurde das Lösungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt. Die Reinigung des farblosen Öls fand säulenchromatographisch mit dem

Laufmittel EtOAc/Hexan (1 : 4) statt.

Analytik:

Ausbeute an 7: 11,24 g (19,17 mmol, 94 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,67 (br, 1 H, NH), 8,03 (d, J = 8,1 Hz, 1 H,

6-CH), 5,87 (d, J = 3,3 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,69 (dd, J = 8,2 Hz, J = 2,3 Hz, 1 H, 5-CH),

4,05–4,11 (m, 3 H, 2’-CH, 3’-CH, 4’-CH), 3,99 (m, 1 H, 5’-CH), 3,76 (m, 1 H, 5’-CH), 0,95

(s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,91 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,90 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,14 (s, 3 H,

Si-(CH3)2), 0,13 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,10 (s, 6 H, Si-(CH3)2), 0,08 (2 x s, 6 H, Si-(CH3)2)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 163,12 (4-CO), 150,12 (2-CO), 140,37 (6-CH),

101,85 (5-CH), 88,89 (1’-CH), 84,51 (4’-CH), 76,13 (3’-CH), 70,76 (2’-CH), 61,79 (5’-

CH), 25,99 (SiC(CH3)3), 25,81 (SiC(CH3)3), 25,74 (SiC(CH3)3), 18,46 (SiC(CH3)3), 18,05

(SiC(CH3)3), 17,95 (SiC(CH3)3),−4,24 (SiC(CH3)2),−4,6 (SiC(CH3)2),−4,82 (SiC(CH3)2),

−4,87 (SiC(CH3)2), −5,4 (SiC(CH3)2), −5,61 (SiC(CH3)2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C27H54N2O6Si3 = 586,33, gefunden 587,49 [M+H]+

7.2.2 2',3',5'-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)-1-[4-triazolylpyrimidin-2(1H)-

onyl]-β-D-ribosid (2)

7,7 g (111 mmol) Triazol wurden in 70 ml wasserfreiem Acetonitril suspendiert. Zu dieser

Lösung wurden unter Argon bei 0 ◦C langsam 2,6 ml (4,3 g, 28 mmol) POCl3 getropft

und anschließend 19,5 ml (14,2 g, 140 mmol) Triethylamin zu der weißen Suspension
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gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h im Eisbad gerührt und dann 4,1 g (7 mmol) 7

zugefügt. Das Eisbad wurde entfernt und die Lösung weitere 4,5 h bei RT gerührt. Nach

Ablauf dieser Zeit wurde das Gemisch erneut gekühlt und 40 ml einer gesättigten NaHCO3-

Lösung hinzugegeben. Nach 10 min wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt und der Rückstand in 200 ml DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde

zweimal mit 75 ml einer NaHCO3- und zweimal mit 75 ml einer NaCl-Lösung gewaschen,

das Lösungsmittel mit Na2SO4 getrocknet und anschließend evaporiert. Umkristallisierung

aus Ethanol lieferte die Titelverbindung in Form farbloser Kristalle.

Analytik:

Ausbeute an 2: 3,4 g (5,3 mmol, 76 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 9,22 (s, 1 H, Triazol-CH), 8,84 (d, J = 7,2 Hz,

1 H, 6-CH), 8,08 (s, 1 H, Triazol-CH), 6,91 (d, J = 7,2 Hz, 1 H, 5-CH), 5,75 (s, 1 H, 1’-CH),

4,18–4,1 (m, 3 H, 2’-CH, 3’-CH, 4’-CH), 4,0 (m, 1 H, 5’-CH), 3,79 (m, 1 H, 5’-CH), 0,95

(s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,89 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,84 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,25 (s, 3 H,

Si-(CH3)2), 0,15 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,14 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,11 (s, 6 H, Si-(CH3)2), 0,08

(s, 3 H, Si-(CH3)2)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 159,21 (2-CO), 154,43 (Triazol), 153,95 (4-

CN), 147,31 (6-CH), 143,24 (Triazol), 93,86 (5-CH), 91,73 (1’-CH), 82,98 (4’-CH), 76,13

(3’-CH), 68,42 (2’-CH), 60,31 (5’-CH), 26,12 (SiC(CH3)3), 25,87 (SiC(CH3)3), 25,82 (SiC-

(CH3)3), 18,61 (SiC(CH3)3), 18,06 (SiC(CH3)3), −4,03 (Si(CH3)2), −4,16 (Si(CH3)2),

−5,11 (Si(CH3)2), −5,23 (Si(CH3)2), −5,57 (Si(CH3)2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C29H55N5O6Si3 = 637,33, gefunden 638,31 [M+H]+

7.2.3 N-(tert-Butoxycarbonyl)-3,6-dioxaoctan-1,8-diamin (3)

Es wurden 17,8 g (120 mmol) 2,2’-(Ethylendioxy)diethylamin in 80 ml Dioxan gelöst. Zu

der trüben Lösung wurden in einem Zeitraum von 5 h 4,4 g (20 mmol) Di-tert-butyldicarbo-

nat, welches zuvor in 30 ml Dioxan gelöst wurde, hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe

ließ man das Gemisch weitere 5 h bei RT rühren und entfernte anschließend das Lösungs-

mittel unter vermindertem Druck. Der Rückstand wurde mit 20 ml Wasser versetzt und

dreimal mit 45 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 20 ml
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einer gesättigten NaCl-Lösung gewaschen und nach der Trocknung mit Na2SO4 evapo-

riert. Die Reinigung erfolgte säulenchromatographisch an Kieselgel. Als Laufmittel diente

EtOAc/Hexan (1 : 2→ 2 : 1)→ DCM/MeOH/NH3 (80 : 15 : 1,5).

Analytik:

Ausbeute an 3: 3,39 g (13,7 mmol, 68 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 5,21 (br, 1 H, NH), 3,62–3,46 (m, 8 H, CH2-

O), 3,32 (q, J = 5,2 Hz, 2 H, CH2-NH), 2,89 (m, 2 H, CH2-NH2), 1,96 (br, 2 H, NH2), 1,45

(s, 9 H, C(CH3)3)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 155,98 (Boc-CO), 79,33 (Boc-C(CH3)3), 73,17

(CH2-O), 70,15 (CH2-O), 41,57 (CH2-NH2), 40,29 (CH2-NH), 28,36 (Boc-C(CH3)3)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C11H24N2O4 = 248,17, gefunden 248,96 [M+H]+

7.2.4 2',3',5'-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)-1-[4-(N-(tert-butoxycarbonyl)-

3,6-dioxaoctan-1,8-diamin)pyrimidin-2(1H)-onyl]-β-d-ribosid (9)

Zu der Lösung von 0,6 g (2,6 mmol) des Linkers 3 in 50 ml wasserfreiem Acetonitril wur-

den 1,27 g (2 mmol) des aktivierten Nukleosids 2 gegeben und das Gemisch bei RT über

Nacht gerührt. Das Lösungsmittel wurde entfernt und der Rückstand in 50 ml DCM aufge-

nommen. Die organische Phase wurde mit 30 ml einer gesättigten NaHCO3- und anschlie-

ßend mit einer gesättigten NaCl-Lösung gewaschen. Nach Trocknung mit Na2SO4 wurde

das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts er-

folgte säulenchromatographisch mit den Laufmitteln EtOAc/Hexan (1 : 2)→ DCM/MeOH

(95 : 5).

Analytik:

Ausbeute an 9: 1,38 g (1,7 mmol, 85 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,11 (br, 1 H, 6-CH), 5,72 (s, 1 H, 1’-CH), 5,66

(br, 1 H, NH), 5,55 (m, 1 H, 5-CH), 5,0 (br, 1 H, NH), 4,15–4,0 (m, 4 H, 2’-CH, 3’-CH,

4’-CH, 5’-CH), 3,77 (m, 1 H, 5’-CH), 3,67–3,54 (m, 10 H, CH2-O + CH2-NH), 3,32 (m,
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2 H, CH2NH), 1,44 (s, 9 H, C(CH3)3), 0,94 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,91 (s, 9 H, Si-C(CH3)3),

0,88 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,25 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,13 (s, 6 H, Si-(CH3)2), 0,11 (s, 3 H,

Si-(CH3)2), 0,04 (2 x s, 6 H, Si-(CH3)2)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 163,75 (4-CN), 156,1 (2-CO), 156,01 (Boc-CO),

140,35 (6-CH), 93,98 (5-CH), 90,68 (1’-CH), 82,48 (4’-CH), 79,43 (Boc-C(CH3)3), 76,16

(3’-CH), 70,28 (CH2-O), 68,98 (2’-CH), 60,72 (5’-CH), 40,98 (CH2-NH), 40,31 (CH2-NH),

28,39 (Boc-C(CH3)3), 26,06 (SiC(CH3)3), 25,91 (SiC(CH3)3), 25,84 (SiC(CH3)3), 18,49

(SiC(CH3)3), 18,03 (SiC(CH3)3), −4,1 (Si(CH3)2), −4,17 (Si(CH3)2), −5,11 (Si(CH3)2),

−5,21 (Si(CH3)2), −5,33 (Si(CH3)2), −5,6 (Si(CH3)2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C38H76N4O9Si3 = 816,49, gefunden 817,75 [M+H]+

7.2.5 2',3',5'-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)-1-[4-(3,6-dioxaoctan-1,8-di-

amin)pyrimidin-2(1H)-onyl]-β-D-ribosid (13)

Es wurden 680 mg (0,83 mmol) des vollständig geschützten Cytidin-Derivats 9 in 50 ml

trockenem DCM gelöst und 504 mg wasserfreies ZnBr2 (2,2 mmol) hinzugefügt. Das Ge-

misch wurde 25 Stunden lang bei RT gerührt. Nach Abschluss der Reaktion wurde die

klare Lösung mit 250 ml einer 1 molaren Na2CO3-Lösung versetzt. Nach dreimaliger Ex-

traktion der wässrigen Phase mit Diethylether wurde die organische Phase mit MgSO4

getrocknet und das Lösungsmittel entfernt. Die säulenchromatographische Reinigung mit

dem Laufmittelgemisch DCM/MeOH (95 : 5)→ DCM/MeOH/NH3 (94,5 : 4,5 : 1) lieferte

das gewünschte Produkt 13 als farblosen Schaum.

Analytik:

Ausbeute an 13: 490 mg (0,68 mmol, 82 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,01 (d, J = 7,4 Hz, 1 H, 6-CH), 6,58 (br, 1

H, NH), 5,75 (d, J = 1,7 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,68 (d, J = 7,4 Hz, 1 H, 5-CH), 4,11–4,0 (m, 4

H, 2’-CH, 3’-CH, 4’-CH, 5’-CH), 3,77 (m, 1 H, 5’-CH), 3,73–3,61 (m, 10 H, CH2-O + CH2-

NH), 2,97 (m, 2 H, CH2NH2), 2,74 (br, 2 H, NH2), 0,94 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,90 (s, 9 H,

Si-C(CH3)3), 0,88 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,21 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,12 (s, 3 H, Si-(CH3)2),

0,11 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,1 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,06 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,05 (s, 3 H,

Si-(CH3)2)
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13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 163,8 (4-CN), 156,47 (2-CO), 139,95 (6-CH),

94,65 (5-CH), 90,39 (1’-CH), 82,81 (4’-CH), 76,18 (3’-CH), 70,14 (CH2-O), 70,02 (CH2-

O), 69,77 (CH2-O), 68,36 (2’-CH), 60,98 (5’-CH), 40,37 (CH2-NH), 26,06 (SiC(CH3)3),

25,89 (SiC(CH3)3), 25,9 (SiC(CH3)3), 18,5 (SiC(CH3)3), 18,04 (SiC(CH3)3), −4,11 (Si-

(CH3)2),−4,22 (Si(CH3)2),−5,05 (Si(CH3)2),−5,12 (Si(CH3)2),−5,34 (Si(CH3)2),−5,56

(Si(CH3)2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C33H68N4O7Si3 = 716,44, gefunden 717,65 [M+H]+

7.2.6 2',3',5'-Tris-O-(tert-butyldimethylsilyl)-1-[4-N'-biotinyl-3,6-dioxaoc-

tan-1,8-diaminpyrimidin-2(1H)-onyl]-β-D-ribosid (14)

Es wurden 500 mg (0,7 mmol) des Cytidin-Derivats 10 zusammen mit 188 mg (0,77 mmol)

Biotin dreimal mit trockenem DCM coevaporiert und anschließend unter Schutzgas in 2 ml

wasserfreiem DMF aufgenommen. Die Suspension wurde in einem Eisbad gekühlt und bei

0 ◦C mit 147 mg (0,77 mmol) EDAC · HCl zur Reaktion gebracht. Das Gemisch wurde bei

RT über Nacht gerührt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Lösungsmittel unter vermin-

dertem Druck entfernt und der Rückstand in DCM aufgenommen. Die organische Phase

wurde mit gesättigter NaHCO3- und NaCl-Lösung gewaschen, mit Na2SO4 getrocknet, be-

vor das Lösungsmittel evaporiert wurde. Die säulenchromatographische Reinigung erfolgte

mit dem Laufmittelgradienten DCM/MeOH (95 : 5→ 9 : 1).

Analytik:

Ausbeute an 14: 430 mg (0,46 mmol, 65 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,04 (d, J = 7,4 Hz, 1 H, 6-CH), 6,68 (br, 1

H, NH), 6,48 (br, 1 H, NH), 6,24 (br, 1 H, NH), 5,74 (s, 1 H, 1’-CH), 5,63 (d, J = 7,5 Hz,

1 H, 5-CH), 5,55 (s, 1 H, NH), 4,51 (m, 1 H, Biotin-CHNH), 4,31 (m, 1 H, Biotin-CHNH),

4,14–4,01 und 3,79–4,76 (m, 5 H, 2’-CH, 3’-CH, 4’-CH, 5’-CH), 3,65–3,57 (m, 10 H, CH2-O

+ CH-NH), 3,43 (m, 2 H, CH2NH), 3,15 (m, 1 H, CHS), 2,9 und 2,74 (m, 2 H, CH2S), 2,22

(t, J = 7,1 Hz, 2 H, CH2CONH), 1,69 (m, 4 H, CH2CH2CH2), 1,44 (m, 2 H, CH2CH2CH2),

0,95 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,91 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,89 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,24 (s, 3

H, Si-(CH3)2), 0,13 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,11 (s, 6 H, Si-(CH3)2), 0,05 (s, 6 H, Si-(CH3)2)
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13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 173,36 (CH2CONH), 163,96 und 163,78 (4-

CN) und NHCONH), 156,15 (2-CO), 140,19 (6-CH), 94,28 (5-CH), 90,64 (1’-CH), 82,68

(4’-CH), 76,15 (3’-CH), 70,14 (CH2-O), 69,9 (CH2-O), 69,75 (CH2-O), 69,22 (2’-CH),

61,74 (Biotin-CHN) 60,91 (5’-CH), 60,19 (Biotin-CHN), 55,45 (CS), 40,46 (CH2S), 39,12

(Biotin-CH2), 35,96 (Biotin-CH2), 28,0 (Biotin-CH2), 26,1 (SiC(CH3)3), 25,92 (SiC(CH3)3),

25,86 (SiC(CH3)3), 25,48 (Biotin-CH2), 18,52 (SiC(CH3)3), 18,05 (SiC(CH3)3), −4,09

(Si(CH3)2),−4,16 (Si(CH3)2),−5,05 (Si(CH3)2),−5,14 (Si(CH3)2),−5,3 (Si(CH3)2),−5,53

(Si(CH3)2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C43H82N6O9SSi3 = 942,52 gefunden 943,81 [M+H]+

7.2.7 2',3'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-1-[4-N'-biotinyl-3,6-dioxaoctan-

1,8-diaminpyrimidin-2(1H)-onyl]-β-D-ribosid (11)

Ein Gemisch aus TFA/H2O/THF (10 ml, 1 : 1 : 4, v/v/v) wurde im Eisbad auf 0 ◦C tem-

periert. Diese Lösung wurde auf 220 mg (230 µmol) des dreifach TBDMS-geschützten

Cytidin-Derivats 14 gegeben. Die Reaktionslösung wurde 5 h bei 0 ◦C gerührt und an-

schließend mit gesättigter NaHCO3-Lösung neutralisiert. Nach Zusatz von 100 ml EtOAc

wurde die organische Phase zuerst mit 10 ml Wasser und dann mit 10 ml gesättigter NaCl-

Lösung gewaschen und das Lösungsmittel nach Trocknung mit Na2SO4 entfernt. Nach

säulenchromatographischer Reinigung mit DCM/MeOH (9 : 1) konnte das 5’-entschützte

Cytidin-Derivat 11 als farbloser Schaum erhalten werden.

Analytik:

Ausbeute an 11: 179 mg (216 µmol, 94 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): 7,45 (d, J = 7,4 Hz, 1 H, 6-CH), 6,89 (br, 1 H, NH), 6,77

(br, 1 H, NH), 6,73 (br, 1 H, NH), 5,82 (s, 1 H, 1’-CH), 5,78 (d, J = 7,4 Hz, 1 H, 5-CH),

5,31 (d, J = 5,2 Hz, 1 H OH), 4,75 (t, J = 5,0 Hz, 1 H, NH), 4,47 (m, 1 H, Biotin-CHNH),

4,27 (m, 1 H, Biotin-CHNH), 4,17 (m, 1 H), 4,04 (m, 1 H), 3,88 (m, 1 H), 3,63–3,52 (m,

10 H, CH2-O + CH-NH), 3,40 (m, 2 H, CH2NH), 3,10 (m, 1 H, CHS), 2,86–2,71 (m, 2 H,

CH2S), 2,20 (t, J = 7,3 Hz, 2 H, CH2CONH), 1,64 (m, 4 H, CH2CH2CH2), 1,39 (m, 2 H,

CH2CH2CH2), 0,87 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,83 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,08 (2 x s, 6 H, 2 x

Si-(CH3)2), 0,05 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,01 (s, 3 H, Si-(CH3)2)
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13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 173,59 (CH2CONH), 164,40 und 163,90 (4-

CN) und NHCONH), 156,32 (2-CO), 143,37 (6-CH), 95,96 (5-CH), 95,40 (1’-CH), 86,57

(4’-CH), 72,86 (3’-CH), 72,09 (2’-CH), 70,08 (CH2-O), 69,83 (CH2-O), 69,40 (CH2-O),

66,29 (5’-CH), 61,77 (Biotin-CHN), 60,26 (Biotin-CHN), 55,55 (CS), 40,41 (CH2S), 39,16

(Biotin-CH2), 35,89 (Biotin-CH2), 28,04 (Biotin-CH2), 25,85 (SiC(CH3)3), 25,43 (Biotin-

CH2), 18,05 (SiC(CH3)3), 17,92 (SiC(CH3)3), −4,47 (Si(CH3)2), −4,69 (Si(CH3)2), −4,84

(Si(CH3)2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C37H68N6O9SSi2 = 828,43 gefunden 851,90 [M+Na]+

7.2.8 17-(p-Toluolsulfonyl)-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol (17)

5,1 g (18 mmol) Hexaethylenglykol wurden dreimal mit DCM coevaporiert und anschlie-

ßend in 20 ml trockenem DCM unter Argongasatmosphäre gelöst. Zu dieser Lösung wur-

den unter Eiskühlung 4 g (21 mmol) Tosylchlorid, 6,2 g (26,7 mmol) Ag2O und 0,6 g

(3,6 mmol) KI gegeben. Nach einer 1 h bei 0 ◦C wurde das Reaktionsgemisch durch Celite

gefiltert und das Filtrat evaporiert. Die Reinigung des Rohprodukts fand säulenchromato-

graphisch mit dem Laufmittel DCM/MeOH (98 : 2) statt.

Analytik:

Ausbeute an 17: 5,1 g (11,7 mmol, 65 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 7,8 (m, 2 H, Phenyl-CH), 7,34 (m, 2 H, Phenyl-

CH), 4,16 (t, J = 4,8 Hz, 2 H, CH2-OTos), 4,14–3,58 (m, 22 H, CH2CH2-O), 2,51 (br, 1 H,

OH), 2,45 (s, 3 H, CH3)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 144,75 (Phenyl-C-CH3), 132,96 (Phenyl-C-SO3),

129,78 (Phenyl-C), 127,95 (Phenyl-C), 72,43 (CH2-O), 70,7 (CH2-O), 70,57 (CH2-O),

70,53 (CH2-O), 70,48 (CH2-O), 70,32 (CH2-O) 69,21 (CH2-O), 68,63 (CH2-O), 61,71

(CH2-OH), 21,6 (CH3)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C19H32O9S = 436,18 gefunden 437,21 [M+H]+
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7.2.9 17-Azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol (18)

Es wurden 2,5 g (5,7 mmol) der Verbindung 17 in 10 ml wasserfreiem DMF gelöst. Nach

der Zugabe von von 0,6 g ( 9,2 mmol) NaN3 wurde die Temperatur auf 110 ◦C erhöht und

das Gemisch 2,5 h unter Argongasatmosphäre gerührt. Das Gemisch wurde auf Raumtem-

peratur abgekühlt, das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und zweimal mit

wenig Toluol coevaporiert. Die säulenchromatographische Reinigung mit dem Laufmittel

EtOAc/MeOH (10 : 1) lieferte das Azid 18 als farblose Flüssigkeit.

Analytik:

Ausbeute an 18: 1,5 g (4,9 mmol, 86 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz):δ [ppm] = 3,71–3,56 (m, 22 H, CH2CH2-O), 3,36 (t, J= 5,0 Hz,

2 H, CH2-N3), 2,71 (br, 1 H, OH)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 72,39 (CH2-O), 70,55 (CH2-O), 70,49 (CH2-

O), 70,46 (CH2-O), 70,43 (CH2-O), 70,23 (CH2-O) 69,9 (CH2-O), 61,59 (CH2-OH), 50,56

(CH2-N3)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C12H25N3O6 = 307,17 gefunden 330,06 [M+Na]+

7.2.10 17-Amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol (19)

Zu der Lösung von 1 g (3,25 mmol) des Azids 18 in 10 ml wasserfreiem THF wurden

944 mg (3,6 mmol) PPh3 bei 0 ◦C gegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das Reakti-

onsgemisch bei RT über Nacht gerührt. Die Lösung wurde erneut gekühlt und anschlie-

ßend 0,6 ml Wasser hinzugefügt. Nach 6 weiteren Stunden bei RT wurde das Lösungsmit-

tel evaporiert. Nach säulenchromatographischer Reinigung mit dem Lösungsmittelsystem

DCM/MeOH/NH3 (83 : 15 : 2) wurde die Verbindung 19 in Form eines farblosen Öls er-

halten.

Analytik:

Ausbeute an 19: 848 mg (3 mmol, 93 %)

116



7.2 Synthesevorschriften

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 3.73–3,58 (m, 24 H, CH2CH2-O), 3,53 (t= 5,1 Hz,

2,87, CH2-OH), 2,87 (t, J = 5,1 Hz, 2 H, NH2)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 72,69 (CH2-O), 72,62 (CH2-O), 70,35 (CH2-

O), 70,28 (CH2-O), 69,98 (CH2-O), 61,11 (CH2-OH), 41,26 (CH2-NH2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C12H27NO6 = 281,18 gefunden 282,24 [M+H]+

7.2.11 N-(tert-Butoxycarbonyl)-17-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-

1-ol (20)

Zu der Lösung von 0,6 g (2,13 mmol) Linker 19 in 15 ml EtOAc wurden 0,56 g (2,56 mmol)

Di-tert-butyldicarbonat gegeben. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch 90 min bei

60 ◦C gerührt. Nach Ablauf dieser Zeit wurden weitere 30 ml EtOAc zugesetzt und das

Gemisch zweimal mit 20 ml einer gesättigten NaCl-Lösung gewaschen. Die organische

Phase wurde mit Na2SO4 getrocknet, sodann das Lösungsmittel entfernt und das Produkt

mittels Säulenchromatographie und dem Laufmittelgemisch DCM/MeOH (9 : 1) gereinigt.

Analytik:

Ausbeute an 20: 797 mg (2,09 mmol, 98 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 3,74–3,52 (m, 22 H, CH2CH2-O), 3,31 (br, 2 H,

CH2-NH), 2,76 (br, 1 H, OH), 1,44 (s, 9 H, C(CH3)3)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 155,98 (Boc-CO), 79,33 (C(CH3)3), 76,58 (CH2-

O), 72,48 (CH2-O), 70,54 (CH2-O), 70,30 (CH2-O), 70,19 (CH2-O), 61,67 (CH2-OH),

40,34 (CH2-NH), 28,39 (C(CH3)3)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C17H35NO8 = 381,24, gefunden 404,19 [M + Na]+

7.2.12 N-(tert-Butoxycarbonyl)-hexaethylenglycolmonoaminphosphoramidit

(5)

Nach dreimaliger Coevaporation des Linkers 20 (400 mg, 1 mmol) mit wasserfreiem DCM

wurde 20 in 15 ml trockenem DCM unter Argongasatmosphäre gelöst. 650 ml (494 mg,
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5,3 mmol) frisch über CaH2 destilliertes DIPEA wurde anschließend zum Linker gege-

ben und das Gemisch langsam mit 300 mg (300 µl, 1,3 mmol) Phosphorigsäuremono-

(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid versetzt. Nach 90 min ließ eine dünnschicht-

chromatographische Analyse keinerlei Edukt mehr erkennen. Die Reaktion wurde durch

Zugabe von 1 ml wasserfreiem Methanol gestoppt. Das Volumen des Reaktionsgemischs

wurde mit 15 ml EtOAc und 1 ml TEA vergrößert und die organische Phase mit 10 ml

einer gesättigten NaHCO3-Lösung und 10 ml einer gesättigten NaCl-Lösung gewaschen.

Nach Trocknung mit Na2SO4 wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck ent-

fernt. Das ölige Rohprodukt wurde dreimal mit trockenem DCM coevaporiert und ohne

weitere Reinigungsschritte weiterverwendet.

Analytik:

Rohausbeute an 5: 468 mg (804 µmol, 80 %)

31P NMR: (CDCl3, 300 MHz), 2 Rotamere: δ [ppm] = 149,42, 148,49

7.2.13 N4-(3,6-Dioxa-8-N'-biotinyl)-2',3'-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5'-

O-β-cyanoethylphosphoryl-[(N-tert-butoxycarbonyl)-17-amino-3,6,9,

12,15-pentaoxaheptadecyl]-cytidin (12)

Es wurden 130 mg (157 µmol) des 5’-entschützten Cytidinderivats 11, 100 mg (173 µmol)

Phosphoramidit 5 und 151 mg (785 µmol) BMT dreimal mit trockenem DCM coevaporiert.

Alle Komponenten wurden anschließend jeweils in 1 ml wasserfreiem THF gelöst und un-

ter Argongasatmosphäre durch Vermischen zur Reaktion gebracht. Nachdem 90 minütigem

Rühren bei RT, wurde eine 0,2 molare Iod-Lösung (in THF/Pyridin/Wasser = 2 : 1 : 1) bis

zum Bestehenbleiben einer rot-braunen Farbe hinzugefügt. Die Lösung wurde nach 10 min

mit einer 5%igen NaHSO3-Lösung entfärbt und mit 10 ml DCM versetzt. Die organische

Phase wurde zuerst mit NaHCO3- und dann mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen und

das Lösungsmittel nach Trocknung mit Na2SO4 entfernt. Die Isolierung des Kopplungspro-

dukts erfolgte mittels RP-HPLC (Programm 1).

Analytik:

Ausbeute an 12: 58 mg (43,8 µmol, 28 %)
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1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): zwei Diastereomere: δ [ppm] = 7,68 (2 x d, J = 7,6 Hz,

1 H, 6-CH), 6,68 (br, 1 H, NH), 6,27 (br, 1 H, NH), 5,85 (d, J = 7,6 Hz, 1 H, 5-CH), 5,57

(br, 1 H, NH), 5,13 (br, 1 H,NH), 4,50 (m, 2 H), 4,35–4,18 (m, 7 H), 3,69 (m, 1 H), 3,74–

3,50 (m, 30 H, CH2-O), 3,44 (m, 2 H, CH2-NH), 3,30 (m, 2 H, CH2-NH-Boc), 3,15 (m,

1 H, CH-S), 2,90 und 2,75 (m, 2 H, CH2S), 2,83 (m, 2 H, CH2-CN), 2,21 (m, 2 H, CH2-

CONH), 1,68 (m, 4 H, CH2CH2CH2), 1,44 (m, 11 H, OC(CH3)3 und CH2CH2CH2), 0,92 (s,

9 H, Si-C(CH3)3), 0,89 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,25 (2 x s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,13 (2 x s, 3 H,

Si-(CH3)2), 0,06 (s, 6 H, Si-(CH3)2)

31P NMR: (CDCl3, 300 MHz), 2 Diastereomere: δ [ppm] = −1,65, −1,68

MALDI-TOF: m/z berechnet als C57H105N8O19PSSi2= 1324,65 gefunden 1348,41 [M+Na]+

7.2.14 N4-(3,6-Dioxa-8-N'-biotinyl)-5'-O-phosphoryl-(17-amino-3,6,9,12,15-

pentaoxaheptadecyl)cytidin (1)

Es wurden 20 mg (15 µmol) des vollständig geschützten Cytidinderivats 12 in 100 µl einer

konzentrierten Ammoniak-/ 8 M ethanolischen Methylamin-Lösung aufgenommen. Nach

30 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Lösungsmittel unter verminder-

tem Druck entfernt. Der Rückstand wurde anschließend in 300 µl TEA x 3 HF gelöst und

zwei Stunden bei 55 ◦C zur Reaktion gebracht. Auf die Evaporation aller leichtflüchtigen

Komponenten folgte die Zugabe von 100 µl konzentrierter TFA. Das Gemisch wurde 2 min

bei RT gerührt. Nach Entfernung der Säure im Vakuum wurde das Rohprodukt mittels

RP-HPLC gereinigt (Programm 2), wobei das gewünschte Cytidinderivat 1 in Form eines

farblosen Schaums isoliert werden konnte.

Analytik:

Ausbeute an 1: 11,7 mg (12,4 µmol, 83 % über drei Schritte)

1H NMR: (H2O, 300 MHz): δ [ppm] = 7,77 (d, J = 7,6 Hz, 1 H, 6-CH), 6,01 (d, J = 7,6 Hz,

1 H, 5-CH), 5,93 (d, J = 3,8 Hz, 1 H, 1’-CH), 4,53 (dd, J = 7,9 Hz, J = 4,5 Hz, 1 H), 4,53

(dd, J = 7,9 Hz, J = 4,5 Hz, 1 H), 4,34 (dd, J = 7,9 Hz, J = 4,5 Hz, 1 H), 4,24 (m, 2 H),

4,15 (m, 2 H), 4,04 (m, 1 H), 3,96 (m, 2 H), 3,73–3,50 (m, 28 H, CH2-O), 3,55 (m, 4 H),

3,32 (t, J = 5,3 Hz, 2 H, CH2NH), 3,24 (m, 1 H, CH-S), 2,91 (dd, J = 13,2 Hz, J = 4,9 Hz,
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1 H, CH2-S), 2,70 (d, J = 13,2 Hz, 1 H, CH2-S), 2,20 (t, J = 7,2 Hz, 2 H, CH2-CONH),

1,76–1,48 (m, 4 H, CH2CH2CH2), 1,32 (m, 2 H, CH2CH2CH2)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 181,19 (CH2CNH), 165,07 und 163,98 (4-CN)

und 163,98 (NHCONH), 157,65 (2-CO), 139,50 (6-CH), 97,25 (5-CH), 88,99 (1’-CH),

82,35 und 82,22 (4’-CH und 3’-CH), 73,78 (2’-CH), 69,96 (CH2-O), 69,41 (CH2-O), 69,33

(CH2-O), 68,61 (CH2-O), 68,33 (CH2-O), 66,13 (CH2-O), 64,55 (5’-CH), 61,83 (Biotin-

CHN), 60,00 (Biotin-CHN), 55,11 (CS), 39,90 (CH2N), 39,46 (CH2S), 38,90 (CH2N), 38,62

(CH2N), 35,23 (Biotin-CH2), 27,61 (Biotin-CH2), 27,46 (Biotin-CH2), 24,91 (Biotin-CH2)

MALDI-TOF: m/z berechnet als C37H66N7O17PS = 943,40 gefunden 945,02 [M+H]+

7.2.15 2',3',5'-Tris-O-acetyladenosin (28)

5 g (18,7 mmol) Adenosin wurden dreimal mit trockenem Pyridin coevaporiert und an-

schließend in 50 ml Pyridin suspendiert. Das Gemisch wurde im Eisbad gekühlt und 20 ml

(21,6 g, 212 mmol) Acetanhydrid langsam hinzugetropft. Nach Entfernung des Eisbads

wurde die Lösung für vier Stunden bei RT gerührt und im Anschluss das Pyridin unter ver-

mindertem Druck evaporiert. Der ölige Rückstand wurde viermal mit Ethanol coevaporiert

und der farblose Schaum aus heißem Ethanol umkristallisiert.

Analytik:

Ausbeute an 28: 6,6 g (16,8 mmol, 90 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,35 (s, 1 H, 2-C2), 8,08 (s, 1 H, 8-CH), 6,8

(br, 2H, NH2), 6,19 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,91 (t, J = 5,3 Hz, 1 H, 2’-CH), 5,65 (m,

1 H, 3’-CH), 4,48–4,35 (m, 3 H, 4’-CH, 5’-CH2), 2,15 (s, 3 H, CH3), 2,12 (s, 3 H, CH3),

2,09 (s, 3 H, CH3)

7.2.16 Ethyl-9-(2',3',5'-tris-O-acetyl-β-D-ribofuranosyl)-9H-purin-6-carb-

amat (29)

In 50 ml trockenem Pyridin wurden 2 g (5,1 mmol) des dreifach geschützten Adenos-

ins 28 gelöst und der Kolben in einem NaCl-Eisbad auf −15 ◦C gekühlt. Die Zugabe von
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1,46 ml (1,66 g, 15,3 mmol) Ethylchlorformiat erfolgte tropfenweise über einen Zeitraum

von 30 min. Danach wurde die Kühlung entfernt und das Gemisch über Nacht bei RT

gerührt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Lösungsmittel evaporiert und der Rück-

stand in 50 ml DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit 20 ml ei-

ner gesättigten NaHCO3-Lösung gewaschen, dann zweimalig mit 20 ml einer gesättigten

NaCl-Lösung geschüttelt und die DCM-Phase im Anschluss mit Na2SO4 getrocknet. Nach

Entfernung des Lösungsmittels erhielt man einen gelblichen Sirup, der zum Großteil aus

dem gewünschten Produkt 29 bestand. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigungs-

maßnahmen dem nächsten Reaktionsschritt zugeführt.

Analytik:

Rohausbeute an 29: 2,5 g

7.2.17 (2',3',5'-Tris-O-acetyl-N-[(9-β-D-ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)-carb-

amoyl])-L-threonin (30)

2,5 g des ungereinigten Adenosinderivats 29 aus dem vorhergehenden Reaktionsschritt

wurden zusammen mit 1 g (8,5 mmol) L-Threonin in 60 ml wasserfreiem Pyridin gelöst

und das Gemisch für 3 h unter Argongasatmosphäre refluxiert. Im Anschluss wurde das

Pyridin unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand mit Toluol coevaporiert.

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte säulenchromatographisch mit dem Laufmittelge-

misch DCM/MeOH/HOAc (94,5 : 4,5 : 1). Das ölige Produkt wurde aus heißem Ethanol

kristallisiert.

Analytik:

Ausbeute an 30: 1,2 g (2,2 mmol, 43 % über zwei Schritte)

1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 9,85 (s, 1 H, 6-NH), 9,66 (d, J = 8,3 Hz,

1 H, Thr-NH), 8,65 (s, 1 H, 2-CH), 8,57 (s, 1 H, 8-CH), 6,31 (d, J = 5,7 Hz, 1 H, 1’-CH),

6,04 (t, J = 5,7 Hz, 1 H, 2’-CH), 5,61 (dd, J = 6,0 Hz, J = 4,5 Hz, 1 H, 3’-CH), 4,45–4,36

(m, 2 H, 4’-CH, Thr-CβH), 4,31–4,22 (m, 3 H, 5’-CH2, Thr-CαH), 3,34 (br, 1 H, OH), 2,13

(s, 3 H, CH3), 2,03 (s, 3 H, CH3), 2,02 (s, 3 H, CH3), 1,13 (d, J = 6,4 Hz, 3 H, Thr-CH3)
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7.2.18 (2',3',5'-Tris-O-acetyl-N-[(9-β-D-ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)carb-

amoyl])-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-threonin (31)

Nach dreimaligem Coevaporieren von 2,1 g (3,9 mmol) der Verbindung 30 mit trockenem

DCM wurde das N6-Threonylcarbamoyladenosinderivat in 40 ml DMF gelöst. Zu der Lö-

sung wurden unter Schutzgas 953 mg (14 mmol) Imidazol und 1,5 g (10 mmol) TBDMS-

Cl gegeben und das Reaktionsgemisch über Nacht bei 65 ◦C gerührt. Nach Abkühlung

auf Raumtemperatur wurden 120 ml Diethylether hinzugefügt und die organische Phase

zweimal mit 75 ml Wasser gewaschen. Die Etherphase wurde mit Na2SO4 getrocknet und

das Lösungsmittel entfernt. Das Öl wurde eine Minute lang mit 20 ml einer wasserfrei-

en 2 M Ammoniaklösung in Methanol geschüttelt. Evaporation der flüssigen Komponen-

ten und säulenchromatographische Reinigung des Rückstands mit dem Laufmittelgemisch

DCM/MeOH/HOAc (94,5 : 4,5 : 1) gab das gewünschte Produkt 31 in Form eines farblo-

sen Schaums.

Analytik:

Ausbeute an 31: 1,9 g (2,9 mmol, 74 % über zwei Schritte)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 10,27 (d, J = 8,7 Hz, 1 H, 6-NH), 9,46 (s, 1 H,

6-NH), 8,54 (s, 1 H, 2-CH), 8,37 (s, 1 H, 8-CH), 6,23 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,97

(t, J = 5,5 Hz, 1 H, 2’-CH), 5,61 (dd, J = 5,2 Hz, J = 4,3 Hz, 1 H, 3’-CH), 4,62 (m, 2 H,

4’-CH, Thr-CβH), 4,40 (m, 3 H, 5’-CH2, Thr-CαH), 2,12 (s, 3 H, CH3), 2,09 (s, 3 H, CH3),

2,04 (s, 3 H, CH3), 1,25 (d, J = 6,0 Hz, 3 H, Thr-CH3), 0,90 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,07 (s,

3 H, Si-(CH3)2), 0,05 (s, 3 H, Si-(CH3)2)

7.2.19 (2',3',5'-Tris-O-acetyl-N-[(9-β-D-ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)carb-

amoyl])-O-tert-butyldimethylsilyl-L-threonintrimethylsilylethylester

(32)

Methode 1:

Es wurden 1,9 g (2,9 mmol) des Adenosinderivats 31 dreimal mit trockenem DCM coe-

vaporiert und danach in 40 ml wasserfreiem DCM gelöst. Der Reaktionsansatz wurde

im Eisbad gekühlt und nacheinander mit 1,1 g (5,8 mmol) EDAC · HCl, 177 mg DMAP

(1,5 mmol) und 630 µl (520 mg, 4,4 mmol) Trimethylsilylethanol versetzt. Nach 16 stün-
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digem Rühren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 ml Wasser

beendet. Die wässrige Phase wurde dreimal mit 25 ml DCM extrahiert, die organischen

Phasen vereinigt und mit Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernung des Lösungsmittels und

säulenchromatographischer Reinigung mit dem Laufmittel DCM/MeOH (95 : 5) konnte

das vollständig geschützte N6-Threonylcarbamoyladenosin 32 erhalten werden.

Ausbeute an 32: 1,9 g (2,5 mmol, 86 %)

Methode 2:

Eine Lösung von 122 mg (0,34 mmol) des Isocyanats 41 in 10 ml wasserfreiem DMF

wurde mit 47 µl TEA und 122 mg (0,31 mmol) Adenosin auf 50 ◦C erwärmt und unter Ar-

gongasatmosphäre 24 h gerührt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Lösungsmittel

entfernt und das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie und dem Laufmittelgemisch

DCM/MeOH (95 : 5) gereinigt.

Analytik:

Ausbeute an 32: 158 mg (0,21 mmol, 67 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 10,02 (br, 1 H, Thr-NH), 9,02 (s, 1 H, 2-CH),

8,73 (br, 1 H, 6-NH), 6,30 (d, J = 6,0 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,99 (t, J = 5,6 Hz, 1 H, 2’-CH),

5,65 (dd, J = 5,5 Hz, 4,0 Hz, 1 H, 3’-CH), 4,49–4,15 (m, 7 H, 4’-CH, 5’-CH2, Thr-CβH,

Thr-CαH, TMSE-OCH2), 2,16 (s, 3 H, CH3), 2,12 (s, 3 H, CH3), 2,08 (s, 3 H, CH3), 1,39

(d, J = 6,4 Hz, 3 H, Thr-CH3), 0,93 (m, 2 H, TMSE-SiCH2), 0,87 (s, 9 H, Si-C(CH3)3),

0,10–0,01 (m, 15 H, Si-(CH3)2)

7.2.20 N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-threonin (37)

Eine Lösung aus 1,99 g L-Threonin (16,7 mmol) und 2,17 g Natriumhydrogencarbonat

(26 mmol) in Wasser und Methanol (jeweils 34 ml) wurde mit 5,4 g (24,6 mmol) Di-

tert-butyldicarbonat versetzt. Der Ansatz wurde 21 h bei RT und unter Argongas gerührt.

Anschließend wurde der pH-Wert der Lösung mit einer 1%igen HCl-Lösung auf 2 gebracht

und die wässrige Phase dreimal mit 50 ml EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen wurden mit Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt. Die Titelverbindung blieb als farbloses Öl zurück.
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Analytik:

Ausbeute an 37: 3,4 g (15,5 mmol, 92 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 6,68 (br, 2 H, NH und COOH), 5,67 (d, J= 9,1 Hz,

1 H, NH), 4,46-4,25 (m, 2 H, CαH und CβH), 1,45 (s, 9 H, C(CH3)3), 1,26 (d, J = 6,3 Hz,

3 H, CH3)

7.2.21 N-(tert-Butoxycarbonyl)-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-threonin (38)

Es wurden 1,5 g (6,8 mmol) 37 in 15 ml trockenem DMF aufgenommen, die Lösung in

einem Eisbad auf 0 ◦C gekühlt und nacheinander mit 1,44 g ( 21,1 mmol) Imidazol und

1,38 g (9,1 mmol) TBDMS-Cl versetzt. Nach Entfernen des Eisbads wurde das Gemisch

22 h bei RT gerührt, bevor der Reaktionsansatz mit Hilfe einer 1 M HCl-Lösung vorsichtig

auf pH = 2 eingestellt wurde. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wässri-

ge Phase zweimal mit 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

wurden mit Na2SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Isolierung

des Produkts fand säulenchromatographisch mit dem Laufmittelsystem EtOAc/Hex (3 : 2)

statt. Man erhielt ein farblöses Öl.

Analytik:

Ausbeute an 38: 2,1 g (6,3 mmol, 92 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 5,25 (d, J = 8,3 Hz, 1 H, NNH), 4,44 (m, 1 H,

CβH), 4,26 (m, 1 H, CαH), 1,47 (s, 9 H, Boc-C(CH3)3), 1,21 (d, J = 6,4 Hz, 3 H, CH3),

0,88 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,09 (s, 3 H, Si-CH3), 0,08 (s, 3 H, Si-CH3)

7.2.22 N-(tert-Butoxycarbonyl)-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-threonintri-

methylsilylethylester (39)

Eine Lösung von 1,1 g (3,3 mmol) 38 in wasserfreiem 16 ml DCM wurde mit 300 mg

(2,4 mmol) DMAP, 1,3 g (6,8 mmol) EDAC · HCl und 700 mg (4,9 mmol) 2-Trimethyl-

silylethanol versetzt. Der Ansatz wurde 24 h bei RT gerührt und die Reaktion anschlie-

ßend mit Wasser beendet. Die wässrige Phase wurde viermal mit 40 ml DCM extrahiert
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und die vereinigten organischen Phasen mit Na2SO4 getrocknet. Nach Evaporation des

Lösungsmittels wurde das Produkt säulenchromatographisch mit dem Laufmittelgemisch

Hex/EtOAc (95 : 5) in Form eines gelblichen Öls isoliert.

Analytik:

Ausbeute an 39: 1,3 g (3 mmol, 92 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 5,17 (d, J = 9,8 Hz, 1 H, NH), 4,43 (m, 1 H, CβH),

4,19 (m, 3 H, CαH und TMSE-OCH2), 1,48 (s, 9 H, Boc-C(CH3)3), 1,21 (d, J = 6,4 Hz, 3 H,

CH3), 1,01 (m, 2 H, TMSE-SiCH2), 0,86 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,05 (s, 12 H, Si-CH3), 0,00

(s, 3 H, Si-CH3)

7.2.23 O-(tert-Butyldimethylsilyl)-L-threonintrimethylsilylethylester (40)

In 50 ml wasserfreiem DCM wurden 493 mg (1,14 mmol) vollständig geschütztes Threonin-

Derivat 39 zusammen mit 359 mg (1,6 mmol) ZnBr2 zur Reaktion gebracht. Das Gemisch

wurde 1 d bei RT unter Schutzgas gerührt und nach Ablauf der Reaktionszeit mit 200 ml

einer 1 M NaHCO3 versetzt. Die wässrige Phase wurde viermal mit 50 ml Diethylether

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na2SO4 getrocknet und das

Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchroma-

tographisch mit dem Laufmittelgemisch EtOAc/Hex/TEA (47,5 : 47,5 : 5) gereinigt.

Analytik:

Ausbeute an 40: 277 mg (0,83 mmol, 73 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 4,33–4,08 (m, 3 H, CβH und TMSE-OCH2), 3,24

(d, J = 3 Hz, 1 H, CαH), 1,63 (br, 2 H, NH2), 1,25 (d, J = 6,0 Hz, 3 H, CH3), 1,01 (m, 2 H,

TMSE-SiCH2), 0,85 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,05 (s, 3 H, Si-CH3), 0,05 (s, 9 H, Si-CH3), 0,00

(s, 3 H, Si-CH3)
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7.2.24 3-(O-tert-Butyldimethylsilyl)-2-isocyanatobutansäure-2-trimethylsilyl-

ethylester (41)

Es wurden 400 mg (1,2 mmol) 40 in 6 ml wasserfreiem Acetonitril gelöst und langsam zu

einer auf −15 ◦C temperierten Lösung von 314 mg (1,44 mmol) Di-tert-butyldicarbonat

und 29 mg (0,24 mmol) DMAP in 12 ml trockenem Acetonitril getropft. Der Ansatz wurde

2 h bei −15 ◦C unter Schutzgas gerührt und anschließend mit DCM verdünnt. Die orga-

nische Phase wurde mit 50 ml einer 5%igen HCl-Lösung gewaschen. Nach Trocknung der

organischen Phase mit Na2SO4 wurde das Lösungsmittel evaporiert und gab die Titelver-

bindung als gelbliches Öl.

Analytik:

Ausbeute an 41: 245 mg (0,68 mmol, 57 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 4,42–4,19 (m, 3 H, CβH und TMSE-OCH2), 3,63

(d, J = 1,9 Hz, 1 H, CαH), 1,27 (d, J = 6,0 Hz, 3 H, CH3), 1,05 (m, 2 H, TMSE-SiCH2),

0,88 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,08 (s, 3 H, Si-CH3), 0,06 (s, 9 H, Si-CH3), 0,01 (s, 3 H, Si-CH3)

13C NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 169,82 (CO-TMSE), 128,62 (NCO), 69 (Cα),

64,65 (TMSE-OCH2), 64,25 (Cβ), 25,26 (C(CH3)3), 20,97 (CH3), 17,60 (C(CH3)3), 17,18

(TMSE-SiCH2), −1,83 (TMSE-Si(CH3)3) , −4,42 (Si(CH3)2), −5,53 (Si(CH3)2)

7.2.25 N-[(9-β-D-Ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)carbamoyl)]-O-tert-butyldi-

methylsilyl-L-threonintrimethylsilylethylester (33)

Methode 1:

Die Entschützung von 290 mg (0,39 mmol) des vollständig geschützten N6-Threonylcarb-

amoyladenosins 32 erfolgte durch 3,5 stündiges Rühren in einer 2 M Ammoniaklösung

(methanolisch) bei RT und unter Schutzgasatmosphäre. Evaporation der leicht flüchtigen

Komponenten unter vermindertem Druck lieferte die deacetylierte Verbindung 33 als farb-

losen Schaum. Das so gewonnene Produkt wurde ohne weitere Reinigungsmaßnahmen für

den nächsten Reaktionsschritt verwendet.

Rohausbeute an 33: 244 mg (0,39 mmol, quant.)
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Methode 2:

Eine Lösung von 122 mg (0,34 mmol) des Isocyanats 41 in 10 ml wasserfreiem DMF

wurde mit 47 µl TEA und 83 mg (0,31 mmol) Adenosin auf 50 ◦C erwärmt und unter Ar-

gongasatmosphäre 24 h gerührt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Lösungsmittel

entfernt und das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie und dem Laufmittelgemisch

DCM/MeOH (95 : 5) gereinigt.

Ausbeute an 33: 56 mg (0,09 mmol, 34 %)

Analytik:

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 10,03 (brd, J = 5,7 Hz, 1 H, Thr-NH), 9,07

(s, 1 H, 2-CH), 8,42 (s, 1 H, 6-NH), 8,28 (s, 1 H, 8-CH), 5,99 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, 1’-CH),

4,86 (t, J = 4,2 Hz, 1 H, 2’-CH), 4,53 (m, 2 H, 3’-CH, Thr-βH, 4’-CH), 4,33–4,13 (m, 3 H,

Thr-CαH, TMSE-OCH2), 3,94 und 3,77 (m, 2 H, 5’-CH und 5”-CH), 1,23 (d, J = 6,4 Hz,

3 H, Thr-CH3), 0,91 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,08 (s, 3 H, Si-(CH3), 0,04 (s, 12 H, Si-(CH3)

7.2.26 5'-O-(4',4�-Dimethoxytrityl)-N-[(9-β-D-ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)-

carbamoyl)]-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-threonintrimethylsilylethyl-

ester (34)

Es wurden 1,6 g (2,5 mmol) des Nucleosidderivats 33 in 10 ml wasserfreiem Pyridin gelöst

und unter Schutzgas in einem Eisbad gekühlt. Zu dieser Lösung wurden 1,1 g (3,3 mmol)

DMT-Cl gegeben und die Reaktion nach Entfernung der Kühlung bei RT über Nacht gerührt.

Im Anschluss wurde das Lösungsmittel entfernt und der Rückstand in DCM aufgenommen.

Die organische Phase wurde mit gesättigter NaHCO3- und NaCl-Lösung gewaschen, mit

Na2SO4 getrocknet und das Rohprodukt mit Hilfe der Säulenchromatographie gereinigt.

Als Laufmittel diente ein Gemisch aus DCM/MeOH/TEA (97,5 : 1,5 : 1).

Analytik:

Ausbeute an 34: 1,3 g (1,4 mmol, 56 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 10,00 (d, J = 9,0 Hz, 1 H, Thr-NH), 8,51 (s,
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1 H, 2-CH), 8,24 (br, 1 H, 6-NH), 8,18 (s, 1 H, 8-CH), 7,29–7,16 (m, 9 H, Phenyl-CH),

6,74 (m, 4 H, Phenyl-CH), 6,03 (d, J = 6,0 Hz, 1 H, 1’-CH), 4,85 (t, J = 5,3 Hz, 1 H,

2’-CH), 4,62–4,55 (m, 2 H, 3’-CH, Thr-βH), 4,45 (m, 2 H, 4’-CH, Thr-CαH), 4,32–4,14 (m,

2 H, TMSE-OCH2), 3,76 (s, 6 H, 2 x OCH3), 3,44 (m, 1 H, 5’-CH), 3,31 (m, 1 H, 5”-CH),

1,28 (d, J = 6,4 Hz, 3 H, Thr-CH3), 1,04 (m, 2 H, TMSE-SiCH2), 0,96 (s, 9 H, Si-C(CH3)3),

0,11 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,06 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,03 (s, 9 H, Si-(CH3)2)

7.2.27 2'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-5'-O-(4',4�-dimethoxytrityl)-N-[(9-β-

D-ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)carbamoyl)]-O-(tert-butyldimethylsi-

lyl)-L-threonintrimethylsilylethylester (35)

Zum Schutz der 2’-OH Gruppe des Nucleosidderivats 34 wurden 1 g (1,08 mmol) des

Nucleosids in 20 ml wasserfreiem THF gelöst. Zu der Lösung wurden nacheinander 340 mg

(4,3 mmol) trockenes Pyridin, 221 mg (1,3 mmol) AgNO3 und 211 mg (1,4 mmol) TBDMS-

Cl gegeben und die Reaktion bei RT unter Argongasatmosphäre über Nacht gerührt. Der

entstandene Niederschlag wurde filtriert und die organische Phase nach Versetzen mit

20 ml DCM mit Wasser, dann gesättigter NaHCO3- und schließlich gesättigter NaCl-Lösung

gewaschen. Die Isolierung des gewünschten Produkts geschah säulenchromatographisch

mit dem Laufmittelgemisch DCM/EtOAc (8 : 1) und gab 354 mg (440 µmol, 41 %) der

Titelverbindung in Form eines farblosen Schaums.

Analytik:

Ausbeute an 35:

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 9,97 (s, 1 H, 6-NH), 9,93 (d, J = 9,1 Hz, 1 H,

Thr-NH), 8,60 (s, 1 H, 2-CH), 8,28 (s, 1 H, 8-CH), 7,43–7,14 (m, 9 H, Phenyl-CH), 6,82

(m, 4 H, Phenyl-CH), 6,02 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,01 (t, J = 5,3 Hz, 1 H, 2’-CH),

4,50–4,38 (m, 2 H, 3’-CH, Thr-βH), 4,29–4,09 (m, 4 H, 4’-CH, Thr-CαH, TMSE-OCH2),

3,71 (s, 6 H, 2 x OCH3), 3,32–3,21 (m, 2 H, 5’-CH, 5”-CH), 1,19 (d, J = 6,0 Hz, Thr-CH3),

0,94 (m, 2 H, TMSE-SiCH2), 0,85 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,73 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,06

(s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,00 (s, 3 H, Si-(CH3)2), −0,02 (s, 9 H, Si-(CH3)2), −0,05 (s, 3 H,

Si-(CH3)2), −0,16 (s, 3 H, Si-(CH3)2)
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7.2.28 2'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3'-O-(2-cyanoethyl-N,N-diisopropyl-

phosphoramidit)-5'-O-(4',4�-dimethoxytrityl)-N-[(9-β-D-ribofuran-

osyl-9H-purin-6-yl)carbamoyl)]-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-threo-

nintrimethylsilylethylester (36)

Nach dreimaligem Coevaporieren von 278 mg (0,26 mmol) des t6A-Derivats 35 mit tro-

ckenem DCM, wurde es in 3 ml DCM gelöst. Zu der klaren Lösung wurden nacheinander

134 mg (177 µl, 1 mmol, 3,8 Äq.) frisch über CaH2 destilliertes DIPEA und 71 mg (71 µl,

1,2 Äq.) Phosphorigsäuremono-(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid gegeben und

das Gemisch 1,5 h bei RT unter Schutzgasatmosphäre gerührt. Nach Ablauf der Zeit wur-

de der Ansatz mit 200 µl wasserfreiem Methanol abgebrochen und das Volumen durch

Zugabe von 1 ml TEA und 10 ml EtOAc vergößert. Die organische Phase wurde zuerst mit

5 ml einer ges. NaHCO3-Lösung extrahiert, dann mit einer ges. NaCl-Lösung gewaschen

und abschließend mit Na2SO4 getrocknet. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem

Druck entfernt und der Rückstand dreimal mit trockenem DCM coevaporiert. Eine weitere

Reinigung des Phosphoramidits 36 fand nicht satt.

Analytik:

Rohausbeute an 36: 281 mg (86 %)

31P NMR: (CDCl3, 300 MHz), 2 Diastereomere: δ [ppm] = 149,43, 148,49

7.2.29 2',3',5'-Tris-O-benzoyl-2-thiouridin (42)

Zu einer Suspension von 640 mg (5 mmol) 2-Thiouracil 38 und 5,52 g (5 mmol) 1-O-

Acetyl-2,3,5-tris-O-benzoyl-β-D-ribofuranose 37 in 50 ml wasserfreiem Acetonitril wur-

den nacheinander unter Argongasatmosphäre 840 µl (655 mg, 4 mmol) HMDS, 510 µl

(433 mg, 4 mmol) TMS-Cl und 710 µl (1,58 g, 6 mmol) Zinn(IV)-chlorid, das zuvor in

20 ml trockenem Acetonitril gelöst wurde, gegeben. Das Gemisch wurde 6,5 Stunden bei

RT gerührt und sodann mit 100 ml DCM versetzt. Die organische Phase wurde mit einer

gesättigten NaHCO3- und NaCl-Lösung gewaschen und das Lösungsmittel nach Trocknung

mit Na2SO4 entfernt. Die säulenchromatographische Reinigung mit dem Laufmittelgradi-

enten EtOAc/Hexan (4 : 1→ 1 : 1) gab das Produkt 42 als farblosen Schaum.
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Analytik:

Ausbeute an 42: 2,3 g (4 mmol, 80 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 9,98 (br, 1 H, NH), 8,10 (m, 2 H, Phenyl-CH),

8,01 (m, 2 H, Phenyl-CH), 7,94 (m, 2 H, Phenyl-CH), 7,72–7,28 (m, 11 H, Phenyl-CH,

6-CH, 5-CH), 5,81 (m, 3 H, 1’-CH, 2’-CH, 3’-CH), 4,89 (dd, J = 12,5 Hz, J = 2,3 Hz, 1 H,

5’-CH), 4,79 (m, 1 H, 4’-CH), 4,7 (dd, J = 12,5 Hz, J = 3,0 Hz, 1 H, 5’-CH)

7.2.30 2-Thiouridin (43)

Es wurden 440 mg (0,77 mmol) der Verbindung 42 in 6 ml einer 7 M methanolischen

Ammoniaklösung gelöst und das Gemisch unter Argonatmosphäre über Nacht gerührt.

Nach Ablauf der Zeit wurde das Lösungsmittel entfernt, der Rückstand in 15 ml Wasser

aufgenommen und viermal mit ca. 10 ml DCM extrahiert. Nach Evaporation des Was-

sers wurde das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie und dem Laufmittelgradien-

ten DCM/MeOH (95 : 5→ 9 : 1) gereinigt.

Analytik:

Ausbeute an 43: 197 mg (0,76 mmol, 98 %)

1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 12,61 (br, 1 H, NH), 8,17 (d, J = 7,9 Hz,

1 H, 6-CH), 6,55 (d, J = 3,5 Hz, 1 H, 1’-CH), 5,98 (d, J = 7,9 Hz, 1 H, 5-CH), 5,42 (d,

J = 5,3 Hz, 1 H, OH), 5,23 (t, J = 4,9 Hz, 1 H, OH), 5,08 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, OH), 4,05

(d, J = 8,7 Hz, J = 4,9 Hz, 1 H, 2’-CH), 3,97 (q, J = 5,3 Hz, 1 H, 4’-CH), 3,91 (m, 1 H,

3’-CH), 3,75–3,56 (m, 2 H, 5’-CH2)

7.2.31 5'-O-(4',4�-Dimethoxytrityl)-2-thiouridin (44)

Nach dreimaligem Coevaporieren von 422 mg (1,6 mmol) des 2-Thiouridins 43 mit tro-

ckenem DCM, wurde das Nucleosid in 5 ml wasserfreiem Pyridin aufgenommen. Bei 0 ◦C

wurden zu der Lösung unter Argongasatmosphäre 813 mg (2,4 mmol) DMT-Cl, sowie 9 mg

(0,08 mmol) DMAP gegeben und das Gemisch bei RT über Nacht gerührt. Nach Entfer-
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nung des Lösungsmittels wurde der Rückstand mittels Säulenchromatographie und dem

Laufmittelgemisch DCM/MeOH/TEA (96,5 : 2,5 : 1) gereinigt.

Analytik:

Ausbeute an 44: 635 mg (1,1 mmol, 71 %)

1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 12,65 (br, 1 H, NH), 8,0 (d, J = 8,3 Hz, 1 H,

6-CH), 7,49–7,24 (m, 9 H, Phenyl-CH), 6,92 (m, 4 H, Phenyl-CH), 6,49 (d, J= 2,3 Hz, 1 H,

1’-CH), 5,57 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, OH), 5,41 (d, J = 8,3 Hz, 1 H, 5-CH), 5,2 (d, J = 5,2 Hz,

1 H, OH), 5,08 (d, J = 5,3 Hz, 1 H, OH), 4,22–3,99 (m, 3 H, 2’-CH, 3’-CH, 4’-CH), 3,74 (s,

6 H, 2 x OCH3), 3,34 (m, 2 H, 5’-CH2)

7.2.32 2'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3',5'-O-bis(tert-butyl)silyl-2-thiouridin

(46)

355 mg (1,36 mmol) 2-Thiouridin 43 wurden dreimal mit trockenem DCM coevaporiert

und danach unter Schutzgas in 3 ml wasserfreiem DMF suspendiert. Die Lösung wur-

de im Eisbad gekühlt. Zu der Suspension wurden 532 µl (719 mg, 1,63 mmol) Di-tert-

butylsilylbis-(trifluormethansulfonat) tropfenweise hinzugegeben und das Gemisch weite-

re 45 min bei 0 ◦C gerührt. Die klare Lösung wurde mit 463 mg (6,8 mmol) Imidazol und

nach weiteren 5 min mit 300 mg (2 mmol) TBDMS-Cl versetzt. Nach 16 stündigem Rüh-

ren bei RT wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde säulenchromatographisch mit dem Laufmittel DCM gereinigt und gab das vollstän-

dig geschützte 2-Thiouridinderivat 46 als farblosen Schaum.

Analytik:

Ausbeute an 46: 540 mg (1,05 mmol, 77 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 10,08 (s, 1 H, NH), 7,36 (d, J = 8,3 Hz, 1 H,

6-CH), 6,48 (s, 1 H, 1’-CH), 6,03 (d, J = 8,3 Hz, 5-CH), 4,56 (dd, J = 5,3 Hz, J = 4,2 Hz,

1 H), 4,35 (d, J = 4,5 Hz, 1 H), 4,27 (m, 1 H), 4,02 (dd, J = 9,4 Hz, J = 0,76 Hz, 1 H),

3,79 (dd, J = 5,3 Hz, J = 4,5 Hz, 1 H), 1,06 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 1,04 (s, 9 H, Si-C(CH3)3),

0,96 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,24 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,17 (s, 3 H, Si-(CH3)2)
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7.2.33 5'-O-(4',4�-Dimethoxytrityl)-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-thio-

uridin (45)

Eine Lösung von 540 mg (1,05 mmol) des vollständig geschützten 2-Thiouridinderivats

46 in 4 ml trockenem DCM wurde in einem Eisbad auf 0 ◦C temperiert. Es wurden 500 µl

wasserfreies Pyridin und 210 µl (225 mg, 8,3 mmol) einer gekühlten HF-Lösung (70 % in

Pyridin) versetzt. Nach dreistündigem Rühren bei 0 ◦C war die Reaktion beendet und wur-

de mit gesättigter NaHCO3-Lösung neutralisiert. Es wurden ca. 20 ml EtOAc hinzugegeben,

die organische Phase weitere zweimal mit einer gesättigten NaHCO3-Lösung gewaschen

und die wässrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden

vereinigt, mit konzentrierter NaCl-Lösung gewaschen und mit Na2SO4 getrocknet. Nach

Evaporation des Lösungsmittels wurde der Rückstand dreimal mit trockenem Pyridin coe-

vaporiert und in 10 ml Pyridin aufgenommen. Nach Kühlung auf 0 ◦C erfolgte die Zugabe

von 542 mg (1,6 mmol) DMT-Cl. Die Reaktion war nach drei Stunden beendet. Der Ansatz

wurde wässrig aufgearbeitet und das Lösungsmittel entfernt. Das Produkt wurde mittels

Säulenchromatograhie und dem Laufmittelgradienten EtOAc/Hex (1 : 3→ 1 : 2) isoliert.

Analytik:

Ausbeute an 45: 387 mg (0,57 mmol, 54 % über zwei Schritte)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 9,77 (br, 1 H, NH), 8,24 (d, J = 8,3 Hz, 1 H,

6-CH), 7,39 (m, 9 H, Phenyl-CH), 6,86 (m, 4 H, Phenyl-CH), 6,68 (d, J = 3,0 Hz, 1 H,

1’-CH), 5,42 (dd, J = 8,3 Hz, J = 1,9 Hz, 1 H, 5-CH), 4,43 (m, 2 H, 2’-CH, 3’-CH), 4,16

(m, 1 H, 4’-CH), 3,81 (2 x s, 6 H, OCH3), 3,56 (m, 2 H, 5’-CH2), 0,95 (s, 9 H, Si-C(CH3)3),

0,25 (s, 3 H, Si-(CH3)2), 0,19 (s, 3 H, Si-(CH3)2)

7.2.34 2'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3'-O-(2-cyanoethyl-N,N-diisopropyl-

phosphoramidit)-5'-O-(4',4�-dimethoxytrityl)-2-thiouridin (47)

Es wurden 393 mg (0,58 mmol) des 2-Thiouridin-Derivats 45 dreimal mit wasserfreiem

DCM coevaporiert und anschließend in 5 ml trockenem DCM gelöst. Es wurden 300 mg

(395µl, 2,3 mmol, 4 Äq.) DIPEA und anschließend langsam 158 µl (158 mg, 0,66 mmol,

1,1 Äq.) Phosphorigsäuremono(2-cyanoethylester)diisopropylamidchlorid hinzugegeben.

Der Reaktionsansatz wurde 60 min bei RT unter Argongasatmosphäre gerührt und durch
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Zugabe von 500 µl wasserfreiem Methanol gestoppt. Das Gemisch wurde mit 1 ml TEA und

10 ml EtOAc versetzt und die organische Phase zuerst mit einer ges. NaHCO3-, dann mit

einer ges. NaCl-Lösung gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase mit Na2SO4

wurde das Lösungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde dreimal mit trockenem DCM

coevaporiert und das Phosphoramidit 47 ohne weitere Reinigungsmaßnahmen weiterver-

wendet.

Analytik:

Rohausbeute an 47: 354 mg ( 0,4 mmol, 70 %)

31P NMR: (CDCl3, 300 MHz), 2 Diastereomere: δ [ppm] = 149,42, 148,48

7.2.35 2,3-O-Isopropyliden-D-ribose (56)

Zu der Suspension von 10 g (66,6 mmol) D-Ribose in 100 ml Aceton wurden 9,1 ml (7,7 g,

74 mmol) Dimethoxypropan gegeben. Nach Zugabe von 2 Tropfen konzentrierter H2SO4

wurde der Reaktionsasatz 20 Stunden bei 4 ◦C gerührt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde

die Lösung mit festem Na2CO3 neutralisiert. Nach Filtration des überschüssigen Na2CO3

wurde das Lösungsmittel entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch mit dem

Laufmittelgemisch EtOAc/Hex (2 : 1) gereinigt, wobei das Acetonid 56 als farbloses Öl

erhalten wurde.

Analytik:

Ausbeute an 56: 7,2 g (37,9 mmol, 57 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 5,42 (s, 1 H), 4,84 (d, J = 6,0 Hz, 1 H), 4,59 (d,

J = 6,0 Hz, 1 H), 4,41 (t, J = 2,5 Hz, 1 H), 3,73 (m, 2 H), 1,49 (s, 3 H), 1,33 (s, 3 H)

7.2.36 (Carbomethoxymethyl)triphenylphosphoniumbromid (62)

In einem Zweihalskolben mit Rückflusskühler und Septum wurden 9,1 g (65,5 mmol)

Brom-essigsäure vorgelegt. Dazu wurden 6,3 ml (9,3 g, 73,3 mmol) Oxalylchlorid getropft

und das Gemisch anschließend 3 Stunden bei 60 ◦C gerührt. Nach Kühlung auf 0 ◦C wur-
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den 2,7 ml (2,1 g, 65,5 mmol) wasserfreies Methanol hinzugegeben und der Reaktionsan-

satz weitere 30 min bei RT reagieren lassen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ml

Wasser beendet und die wässrige Phase dreimal mit 30 ml Diethylether extrahiert. Nach

Trocknung der organischen Phase mit Na2SO4 wurde das Lösungsmittel entfernt. Das Roh-

produkt 61 wurde anschließend in 20 ml EtOAc aufgenommen und auf eine Lösung von

17,6 g (67 mmol) PPh3 in 100 ml EtOAc gegeben. Die Suspension wurde bei RT über Nacht

gerührt, der entstandene Feststoff filtriert und mit Diethylether gewaschen. Die Trocknung

des farblosen kristallinen Feststoffs erfolgte bei 40 ◦C im Vakuum.

Analytik:

Ausbeute an 62: 24 g (57,8 mmol, 88 % über drei Schritte)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 7,92–7,84 (m, 6 H, Phenyl-H), 7,81–7,75 (m,

3 H, Phenyl-H), 7,71–7,63 (m, 6 H, Phenyl-H), 5,59 (d, J = 13,22 Hz, 2 H, P-CH2), 3,59

(s, 3 H, OCH3)

7.2.37 Triphenylphosphanylidenessigsäuremethylester (63)

Es wurden 14,5 g (35 mmol) des Wittigsalzes 62 in 90 ml DCM aufgenommen und zu-

sammen mit einer Lösung von 2,8 g (70 mmol) NaOH in 60 ml Wasser im Scheidetrich-

ter 10 min lang geschüttelt. Die organische Phase wurde abgetrennt, die wässrige Phase

zweimal mit DCM extrahiert und die vereinigten DCM-Phasen mit Na2SO4 getrocknet. Das

Hälfte des Lösungsmittels wurde unter vermindertem Druck entfernt und dann ca. 40 ml

Hexan hinzugefügt. Nach vollständiger Evaporation des Lösungsmittels konnte das Phos-

phoran 63 erhalten werden.

Analytik:

Ausbeute an 63: 11,3 g (33,8 mmol, 97 %)

Smp: 168 ◦C (Lit.: 168–171 ◦C [253])
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7.2.38 Methyl-3,6-anhydro-2-desoxy-4,5-O-isopropyliden-D-allo-

heptonat (59)

In einem Kolben wurden 4 g (21 mmol) des Acetonids 56 zusammen mit 10,5 g (31,5 mmol)

des Phosphorans 63 in 110 ml wasserfreiem Acetonitril gelöst und das Gemisch unter Ar-

gongasatmosphäre 4,5 h refluxiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Acetonitril evapo-

riert und der ölige Rückstand im Anschluss mit Diethylether versetzt. Nach Inkubation bei

4 ◦C über Nacht konnte der entstandene Niederschlag filtriert werden. Die Evaporation

des Filtrats lieferte ein Öl, welches nach säulenchromatographischer Reinigung mit rei-

nem Diethylether das gewünschte Produkt 59 ergab.

Analytik:

Ausbeute an 59: 4,1 g (17,7 mmol, 84 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 4,73 (dd, J = 3,8 Hz, J = 3,0 Hz, 1 H, 4-CH),

4,53 (dd, J = 4,9 Hz, J = 1,9 Hz, 1 H, 5-CH), 4,26 (m, 1 H, 3-CH), 4,08 (q, J = 3,4 Hz,

1 H, 6-CH), 3,84–6,63 (m, 2 H, CH2OH), 3,71 (s, 3 H, OCH3), 2,79–2,59 (m, 2 H, CH2CO),

2,38 (br, 1 H, OH), 1,54 (s, 3 H, CH3), 1,34 (s, 3 H, CH3)

7.2.39 3,6-Anhydro-2-desoxy-4,5-O-isopropyliden-D-allo-heptonsäure-ζ-lac-

ton (51)

Es wurden 3,6 g (14,6 mmol) des Methylesters 59 in 122 ml Methanol gelöst und in ei-

nem Glycerinbad auf 70 ◦C temperiert. Zu dieser Lösung wurden 5,8 ml (29,2 mmol) einer

wässrigen 5 molaren NaOH-Lösung gegeben und das Gemisch 15 min bei 70 ◦C gerührt.

Die Zugabe des sauren Kationenaustauschers Dowex (H+) beendete die Reaktion durch

Neutralisation der Lösung. Das Dowex-Material wurde filtriert und das Filtrat am Stick-

stoffrotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Nach dreimaliger Coevaporation des

öligen Rückstands mit wasserfreiem DCM wurde das Rohprodukt über Nacht im evakuier-

ten Exsikkator über P2O5 gelagert. Anschließend wurde das Zwischenprodukt 64 in 70 ml

wasserfreiem Pyridin aufgenommen und bei 0 ◦C mit 1,5 ml (1,6 g, 16,1 mmol) Acetan-

hydrid versetzt. Nach 16 stündigem Reflux des Reaktionsansatzes unter Schutzgas wurde

das Lösungsmittel entfernt und der Rückstand mit Toluol coevaporiert. Nach der säulen-

chromatographischen Reinigung des Rohprodukts mit dem Laufmittelgemisch EtOAc/Hex

(1 : 1) konnte das Lacton 51 in Form farbloser Kristalle erhalten werden.
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Analytik:

Ausbeute an 51: 1,1 g (5 mmol, 34 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 4,96 (d, J = 5,7 Hz, 1 H), 4,66 (d, J = 5,7 Hz,

1 H), 4,44–4,31 (m, 4 H), 2,98 (d, J = 3,8 Hz, 2 H, CH2CO), 1,50 (s, 3 H, CH3), 1,32 (s,

3 H, CH), CH3)

7.2.40 3,6-Anhydro-2-desoxy-2-[(dimethylamino)methylen]-4,5-O-isopropyl-

iden-D-allo-heptonsäure-ζ-lacton (52)

In einem ausgeheizten Kolben wurden 500 mg (2 mmol) des Lactons 51 vorgelegt und

anschließend in 1 ml wasserfreiem DMF gelöst. Dazu wurden 2 ml (1,7 g, 9,8 mmol)

tert-Butoxy-N,N,N’,N’-tetramethylmethandiamin gegeben und das Reaktionsgemisch 2,5 h

unter Argonatmosphäre refluxiert. Nach Entfernung des Lösungsmittels unter verminder-

tem Druck erfolgte die Isolierung des Enaminons 52 säulenchromatographisch mit dem

Laufmittel EtOAc/Hex/MeOH (45 : 45 : 10). Es konnten 499 mg (1,8 mmol, 90 %) Pro-

dukt gewonnen werden.

Analytik:

Ausbeute an 52: 499 mg (1,8 mmol, 90 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz), E- und Z-Isomere (1 : 2): δ [ppm] = 7,35 und 6,70 (s,

1 H, CHN(CH3)2)), 4,94 (d, J = 5,7 Hz, 1 H), 4,68–4,12 (m, 5 H), 3,14 und 2,94 (s, 6 H,

N(CH3)2), 1,51 (s, 3 H, CH3), 1,32 (s, 3 H, CH)

7.2.41 [1,3-15N]-Pseudouridin (54)

Methode 1:

In einem Zweihalskolben wurden 200 mg (0,7 mmol) des Enaminons 52, sowie 228 mg

(3,8 mmol) Harnstoff 66 über Nacht im evakuierten Exsikkator über P2O5 gelagert. 56 mg

(2,4 mmol) Natrium wurden in einem ausgeheizten Kolben in 5 ml wasserfreiem Ethanol

gelöst. Die NaOEt-Lösung wurde zu den beiden Feststoffen gegeben und das Gemisch 5 h
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unter Schutzgasatmosphäre unter Rückfluss erhitzt. Nach Evaporation des Lösungsmittels

wurde der Rückstand in 10 ml H2O aufgenommen und anschließend vorsichtig mit ver-

dünnter HCl-Lösung neutralisiert. Das Lösungsmittel wurde erneut unter vermindertem

Druck entfernt und der verbliebene Feststoff in 4 ml EtOH suspendiert. Der Niederschlag

wurde filtriert und in 10 ml einer 10%igen methanolischen HCl-Lösung aufgenommen.

Nach zweistündigem Rühren des Reaktionsanstzes bei RT wurde das Lösungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt und der farblose Rückstand mittels RP-HPLC (Programm 1)

gereinigt.

Analytik:

Ausbeute an 54: 25 mg (0,1 mmol, 14 %)

Methode 2:

In 20 ml Eisessig wurden 658 mg (1,2 mmol) des vollständig geschützten Nukleosids

77 gelöst. Nach Zugabe von 713 mg (4,8 mmol) NaI wurde das Gemisch 40 min refluxiert.

Die dunkle Lösung wurde auf ca. 50 ml Eiswasser gegeben und die wässrige Phase drei-

mal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesättigten

Na2S2O3-Lösung entfärbt und mit einer NaHCO3-Lösung gewaschen. Nach Trocknung des

Lösungsmittels mit Na2SO4 wurde es unter vermindertem Druck entfernt. Der Rückstand

wurde in 15 ml einer Mischung aus TFA/H2O (9 : 1) aufgenommen und 1 h bei RT ge-

rührt. Sämtliches Lösungsmittel wurde evaporiert und der Rückstand mit DCM versetzt.

Der Feststoff wurde filtriert, dreimal mit DCM gewaschen und getrocknet.

Analytik:

Ausbeute an 54: 239 mg (0,97 mmol, 82 %)

1H NMR: (D2O, 300 MHz): δ [ppm] = 7,60 (d, J = 3,1 Hz, 6-CH), 4,61 (d, J = 5,7 Hz, 1 H,

1’-CH), 4,22 (t, J = 5,4 Hz, 1 H, 2’- oder 3’-CH), 4,08 (t, J = 5,4 Hz, 1 H, 2’- oder 3’-CH),

3,95 (m, 1 H, 4’-CH), 3,78 (dd, J = 3,2 Hz, J = 12,6 Hz, 5’-CH), 6,65 (dd, J = 4,6 Hz,

J = 12,6 Hz, 1 H, 5’-CH)
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7.2.42 D-Ribono-1,4-lacton (72)

In einem Dreihalskolben mit Tropftrichter und Innentermometer wurden 8 g (53,3 mmol)

D-Ribose, sowie 9 g (106,6 mmol) NaHCO3 in 50 ml Wasser suspendiert und in einem Eis-

bad auf 0 ◦C temperiert. Zu dem Gemisch wurden langsam 2,7 ml (8,5 g, 53,3 mmol) Brom

hinzugetropft, so dass die Innentemperatur nicht über 5 ◦C stieg. Nach 90 min bei 0 ◦C

wurde das Eisbad entfernt und die Reaktionslösung weitere 3 h bei RT gerührt. Es wurde

NaHSO3 bis zur Entfärbung der Lösung hinzugefügt, das Lösungsmittel im Anschluss eva-

poriert und mit einer Mischung aus 40 ml EtOH und 10 ml Toluol coevaporiert. Der weiße

Rückstand wurde mit 40 ml EtOH versetzt und 30 min in der Siedehitze gerührt. Die heiße

Suspension wurde filtriert, der Feststoff mit 10 ml EtOH gewaschen und das Filtrat über

Nacht gekühlt. Der entstandene Niederschlag wurde filtriert. Nach dem Einengen der Mut-

terlauge auf ca. 20 ml fiel weiteres Produkt aus. Die vereinigten Feststoffe wurden aus 80

ml n-BuOH umkristallisiert, wobei das Lacton 72 als kristalliner Feststoff erhalten wurde.

Analytik:

Ausbeute an 72: 4,3 g (34,4 mmol, 64 %)

1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 5,73 (d, J = 7,6 Hz, 1 H), 5,35 (d, J = 3,4 Hz,

1 H), 5,31 (t, J = 5,3 Hz, 1 H), 4,42 (dd, J = 7,6 Hz, J = 5,7 Hz, 1 H), 4,22 (t, J = 3,4 Hz),

4,11 (m, 1 H), 3,57 (m, 2 H)

7.2.43 2,3-O-Isopropyliden-D-ribono-1,4-lacton (73)

Eine Suspension aus 4,3 g (34,4 mmol) D-Ribonolacton 72 in 120 ml trockenem Aceton

wurde im Eisbad gekühlt. Nach Zugabe von 0,7 ml konzentrierter H2SO4 wurde das Ge-

misch 4 h bei RT gerührt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Reaktionslösung mit 35%iger

NH3-Lösung neutralisiert, der entstandene Niederschlag filtriert und das Filtrat unter ver-

mindertem Druck eingeengt. Die Umkristallisation des Rückstands aus ca. 20 ml Benzol

lieferte das gewünschte Produkt 73 in Form glänzender Kristalle.

Analytik:

Ausbeute an 73: 3 g (16 mmol, 47 %)
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1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 5,31 (t, J = 4,9 Hz, 1 H), 4,77 (s, 2 H),

4,60 (t, J = 2,3 Hz, 1 H), 3,68–3,56 (m, 2 H), 1,35 (s, 3 H, CH3), 1,31 (s, 3 H, CH3)

7.2.44 5-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-2,3-O-isopropyliden-D-ribono-1,4-lacton

(74)

In 15 ml wasserfreiem DCM wurden 2 g (10,6 mmol) des Acetonids 73 gelöst, dann 1,8 g

(26 mmol) Imidazol zugesetzt und das Gemisch unter Argongasatmosphäre auf 0 ◦C ge-

kühlt. Anschließend wurden 3,5 ml (3,7 g, 13 mmol) TBDPS-Cl hinzugetropft. Die Kühlung

wurde entfernt und die Reaktionslösung bei RT über Nacht gerührt. Durch Zugabe von ca.

20 ml 5%iger NaHCO3-Lösung wurde die Reaktion beendet und die wässrige Phase drei-

mal mit 20 ml Diethylether extrahiert. Trocknung der organischen Phase mit Na2SO4 und

Evaporation des Lösungsmittels lieferte ein farbloses Öl. Nach säulenchromatographischer

Reinigung mit dem Lösungsmittelgradienten EtOAc/Hex (15 : 85 → 20 : 80) konnte das

vollständig geschützte Lacton 74 in Form eines amorphen Feststoffs isoliert werden.

Analytik:

Ausbeute an 74: 3,5 g (8,2 mmol, 77 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 7,65–7,6 (m, 4 H, Phenyl-CH), 7,48–7,39 (m,

6 H, Phenyl-CH), 4,91 (d, J = 5,7 Hz, 1 H), 4,74 (d, J = 5,7 Hz, 1 H), 4,59 (t, J = 1,9 Hz,

1 H), 3,93 (dd, J = 11,7 Hz, J = 2,3 Hz, 1 H), 3,77 (dd, J = 11,3 Hz, J = 1,5 Hz, 1 H),

1,50 (s, 3 H, CH3), 1,41 (s, 3 H, CH3), 1,05 (s, 9 H, Si-C(CH3)3)

7.2.45 [1,3-15N]-Uracil (68)

Es wurden 2,6 g (37 mmol) Propinsäure 67 zusammen mit 2,3 g 15N-markiertem Harnstoff

66 in 55 g (37 mmol) Polyphosphorsäure auf 85 ◦C erwärmt und das Reaktionsgemisch

für 3 h bei dieser Temperatur gerührt. Nach Ablauf der Zeit wurde die Lösung in einem

Eisbad gekühlt und mit 110 ml Wasser versetzt. Aus der gelblichen Lösung schieden sich

über Nacht bei 4 ◦C Kristalle ab, die durch Filtration isoliert wurden. Der beige Feststoff

wurde mit wenig Wasser gewaschen und im evakuierten Exsikkator über P2O5 getrocknet.

Analytik:
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Ausbeute an 68: 2,4 g (21 mmol, 57 %)

1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 11,15 und 10,85 (dm, J = 89,9 Hz, NH),

10,96 und 10,64 (dm, J = 94,8 Hz, 1 H, NH), 7,41–7,35 (m, 1 H, 6-CH), 5,47–5,41 (m,

1 H, 5-CH)

7.2.46 [1,3-15N]-2,4-Dimethoxyprimidin (70)

Bei 0 ◦C wurden 800 mg (7,01 mmol) 15N-markiertes Uracil 68 in 3 ml POCl3 suspendiert.

Die Suspension wurde 3,5 h unter Argongasatmosphäre refluxiert und das Lösungsmit-

tel nach Ablauf der Zeit unter vermindertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde mit

ca. 20 ml Eiswasser versetzt und die wässrige Phase anschließend viermal mit 20 ml Die-

thylether extrahiert. Die Etherphase wurde mit verdünnter NaHCO3-Lösung geschüttelt,

mit Na2SO4 getrocknet und zur Trockene eingeengt, um 771 mg (5,11 mmol, 73 %) der

Verbindung 69 in Form gelb-grüner Kristalle zu liefern. Weitere Reinigungsschritte fanden

nicht statt.

703 mg (30,6 mmol) Natrium wurden in 10 ml wasserfreiem Methanol gelöst. Die Me-

thanolatlösung wurde anschließend zu 771 mg (5,11 mmol) Dichlorpyrimidin 69 gege-

ben und das Gemisch 2 d bei RT unter Schutzgas gerührt. Nach Zugabe von 10 ml ei-

ner 30%igen NaOH-Lösung wurde die wässrige Phase viermal mit 20 ml Diethylether

extrahiert, die organische Phase mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen und dann mit

Na2SO4 getrocknet. Evaporation und Säulenchromatograhie mit dem Laufmittelgradien-

ten EtOAc/Hex (2 : 8→ 3 : 6) lieferte die Titelverbindung 70 als leicht flüchtige Flüssigkeit.

Analytik:

Ausbeute an 70: 724 mg (5,09 mmol, 73 % über zwei Schritte)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,19 (dd, J = 5,7 Hz, J = 5,8 Hz, 1 H, 6-CH),

6,38 (dm, J = 5,7 Hz,1 H, 5-CH), 3,99 (s, 3 H, OCH3), 3,97 (s, 3 H, OCH3)

7.2.47 N-Iodsuccinimid (80)

Eine Lösung von 2,6 g (65 mmol) NaOH in 12 ml Wasser wurde lngsam zu 10 g (59 mmol)

AgNO3 getropft. Der dunkle Niederschlag wurde filtriert, mit Wasser gewaschen und di-

rekt zu einer Lösung von 5,3 g (53 mmol) Succinimid in 160 ml Wasser gegeben. Das
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Gemisch wurde unter Ausschluss von Licht für 45 min refluxiert. Die heiße Suspension

wurde filtriert und das Filtrat im Dunkeln über Nacht bei 4 ◦C gelagert. Der entstandene

Niederschlag wurde filtriert und die glänzenden Kristalle unter vermindertem Druck ge-

trocknet, um 8,7 g (42 mmol, 80 %) N-Silbersuccinimid 79 zu ergeben. 8,7 g (42 mmol)

79 wurden zu 10,7 g (42 mmol) Iod in 45 ml wasserfreiem Dioxan gegeben. Das Gemisch

wurde unter Ausschluss von Licht 5 min lang kräftig und in den folgenden 60 min gele-

gentlich geschüttelt. Die Mischung wurde auf 50 ◦C erwärmt und die Lösung heiß filtriert.

Der Filterrückstand wurde mit wenig warmem Dioxan gewaschen und das Filtrat mit 8 ml

CCl4 versetzt. Nach Kühlung im Dunkeln über Nacht bei 4 ◦C konnte das N-Iodsuccinimid

80 durch Filtration isoliert werden.

Analytik:

Ausbeute an 80: 8,4 g (37 mmol, 70 % über zwei Schritte)

Schmp.: 198 ◦C (Lit.: 197–204 ◦C [254])

7.2.48 5-Iod-2,4-dimethoxypyrimidin (71)

In 7,5 ml reiner TFA wurden 800 mg (5,6 mmol) des Pyrimidinderivats 70 gelöst und die

Lösung auf 75 ◦C temperiert. Nach Zugabe von 2,5 g (11,2 mmol) NIS 80 wurde das Ge-

misch unter Argongasatmosphäre 5 h unter Ausschluss von Licht refluxiert. Nach Ablauf

der Zeit wurden die volatilen Komponenten unter vermindertem Druck entfernt und der

Rückstand in 30 ml DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser, gesättig-

ter NaHCO3- und Na2S2O3-Lösung und zum Schluss erneut mit Wasser gewaschen. Nach

Trocknung mit Na2SO4 wurde das Lösungsmittel evaporiert und das Rohprodukt mittels

Säulenchromatographie mit dem Laufmittel EtOAc/Hex (2 : 8) gerenigt.

Analytik:

Ausbeute an 71: 1,14 g (4,2 mmol, 76 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,45 (d, J = 11,3 Hz, 1 H, 6-CH), 4,04 (s, 3 H,

OCH3), 3,98 (s, 3 H, OCH3)
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7.2.49 5-[5'-O-(tert-Butyldiphenylylsilyl)-2',3'-O-isopropyliden-D-ribofuran-

osyl]-[1,3-15N]-2,4-dimethoxypyrimidin (75)

Alle Glasgeräte wurden vor der Benutzung ausgeheizt. Sämtliche Arbeitsschritte fanden

unter Luft- und Wasserausschluss statt. Das wasserfreie Lösungsmittel THF wurde vor Ver-

wendung entgast.

Es wurden 440 mg (1,64 mmol) des Pyrimidinderivats 71 in 10 ml THF gelöst und in

einem Isopropanolbad mit flüssigem Stickstoff auf −72 ◦C gekühlt. Zu dem Gemisch wur-

den über einen Zeitraum von 20 min langsam 2,2 ml (3,7 mmol) einer tert-Butyllithium-

Lösung (1,7 M in Pentan) getropft. Anschließend wurde eine auf −72 ◦C gekühlte Lösung

von 770 mg (1,8 mmol) des geschützten Lactons 74 in 5 ml THF zur Reaktion gegeben und

der Ansatz 1,5 h bei −72 ◦C gerührt. Die Zugabe von 10 ml Wasser beendete die Reaktion.

Nach Erwärmung auf RT wurde die wässrige Phase dreimal mit 50 ml EtOAc extrahiert, die

vereinigten organischen Phasen mit Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel evaporiert.

Die säulenchromatographische Reinigung des Rohprodukts lieferte ein Isomerengemisch

(α und β = 6 : 1) der Titelverbindung 75 in Form eines farblosen Schaums.

Analytik:

Ausbeute an 75: 500 mg (0,88 mmol, 55 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,59 (d, J = 11,7 Hz, 1 H, 6-CH), 8,50 (d,

J = 11,3 Hz, 6 H, 6-CH), 7,73–7,62 (m, 29 H, Phenyl-CH), 7,50–7,34 (m, 43 H, Phenyl-

CH), 5,81 (m, 6 H), 4,88 (m, 12 H), 4,74 (m, 3 H), 4,20 (m, 5 H), 4,05 (s, 17 H, OCH3),

4,01 (s, 17 H, OCH3), 3,85–3,75 (m, 8 H), 1,67 (s, 3 H, CH3), 1,41 (s, 3 H, CH3), 1,27 (s,

18 H, CH3), 1,24 (s, 18 H, CH3), 1,11 (s, 51 H, C(CH3)3), 1,03 (s, 9 H, Si-C(CH3)3)

7.2.50 5-[(1R,2S,3R,4S)-5'-O-(tert-Butyldiphenylylsilyl)-2',3'-O-isopropyl-

iden-1',4'-pentandiol]-[1,3-15N]-2,4-dimethoxypyrimidin (76)

In 135 ml trockenem DCM wurden 1,3 g (2,28 mmol) des Halbacetals 75 gelöst und unter

Argonatmosphäre auf −72 ◦C gekühlt. Zu dieser Lösung wurden 3,5 ml (3,4 mmol) einer

wasserfreien ZnCl2- Lösung (1 M in THF) gegeben und das Gemisch 30 min bei −72 ◦C

gerührt, wonach im Anschluss innerhalb von 30 min 8,9 ml (5,8 mmol) einer L-Selektrid-

Lösung (1 M in THF) hinzugetropft wurden. Der Ansatz wurde über Nacht bei Raumtem-

peratur gerührt und die Reaktion durch Zugabe von 3,7 ml EtOH, 3,7 ml H2O2 (30%ig)
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und 3,7 ml 5 M NaOH beendet. Nach 15 minütigem Rühren bei RT wurde die organi-

sche Phase abgetrennt, die wässrige Phase dreimal mit DCM extrahiert, die organischen

Phasen vereint und mit Na2SO4 getrocknet. Evaporation und säulenchromatographische

Reinigung des Rohprodukts mit dem Laufmittelgradienten EtOAc/Hex (1 : 2→ 1 : 1) gab

die Titelverbindung 76 als farlosen Schaum.

Analytik:

Ausbeute an 76: 1 g (1,7 mmol, 74 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,38 (d, J =11,7 Hz, 1 H, 6-CH), 7,72–7,66

(m, 4 H, Phenyl-CH), 7,47–7,38 (m, 6 H, Phenyl-CH), 5,31 (m, 1 H), 4,38 (dd, J = 6,0 Hz,

J = 1,5 Hz, 1 H), 4,25 (m, 2 H), 4,00 (s, 3 H, OCH3), 3,99 (s, 3 H, OCH3), 3,93 (dd,

J = 10,2 Hz, J = 2,6 Hz, 1 H), 3,83 (dd, J = 10,2 Hz, J = 4,9 Hz, 1 H), 3,06 (d, J = 6,8 Hz,

1 H), 2,88 (d, J = 4,5 Hz, 1 H), 1,49 (s, 3 H, CH3), 1,32 (s, 3 H, CH3), 1,09 (s, 9 H, Si-

C(CH3)3)

7.2.51 5-[5'-O-(tert-Butyldiphenylylsilyl)-2',3'-O-isopropylidene-β-D-ribofu-

ranosyl]-[1,3-15N]-2,4-dimethoxypyrimidin (77)

Es wurden 531 mg (0,93 mmol) der Verbindung 76 in 20 ml trockenem THF unter Schutz-

gas gelöst. Nach Zugabe von 489 mg (1,86 mmol) PPh3 wurde die Lösung im Eisbad ge-

kühlt und 366 µl (377 mg, 1,86 mmol) DIAD hinzugetropft. Die Kühlung wurde entfernt

und das Gemisch über Nacht bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem

Druck evaporiert und das Produkt mittels Säulenchromatograpahie mit dem Laufmittelsys-

tem EtOAc/Hex (1:2) isoliert.

Analytik:

Ausbeute an 77: 443 mg (0,8 mmol, 86 %)

1H NMR: (CDCl3, 300 MHz): δ [ppm] = 8,30 (d, J =11,7 Hz, 1 H, 6-CH), 7,71–7,66

(m, 4 H, Phenyl-CH), 7,44 - 7,33 (m, 6 H, Phenyl-CH), 4,99 (d, J = 4,2 Hz, 1 H, 1’-CH),

4,72 (dd, J = 6,4 Hz, J = 4,5 Hz, 1 H, 3’-CH), 4,66 (dd, J = 6,8 Hz, J = 4,2 Hz, 1 H,

2’-CH), 4,14 (m, 1 H, 4’-CH), 3,99 (s, 3 H, OCH3), 3,95 (s, 3 H, OCH3), 3,86 (m, 2 H,

5’-CH2), 1,60 (s, 3 H, CH3), 1,36 (s, 3 H, CH3), 1,07 (s, 9 H, Si-C(CH3)3)
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7.2.52 5'-O-(4',4�-Dimethoxytrityl)-[1,3-15N]-pseudouridin (81)

Nach zweimaligem Coevaporieren von 278 mg (1,1 mmol) des 15N-markierten Pseudou-

ridins 54 mit wasserfreiem Pyridin wurde das Nukleosid unter Schutzgas in 5 ml Pyrdin

gelöst und im Eisbad gekühlt. Es wurden 440 mg (1,3 mmol) DMT-Cl hinzugegeben und

der Ansatz über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Im Anschluss wurde das Lösungsmit-

tel evaporiert und der Rückstand mit Toluol coevaporiert. Die säulenchromatographische

Reinigung mit dem Laufmittel DCM/MeOH/TEA (86,5 : 2,5 : 1) gab das 5’-geschützte

Pseudouridin 81.

Analytik:

Ausbeute an 81: 422 mg (0,77 mmol, 68 %)

1H NMR: (DMSO-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 11,12 (d, J = 89,9 Hz, 1 H, NH), 10,43 (d, J

= 95,9 Hz, 1 H, NH), 7,44 - 7,19 (m, 10 H, Phenyl-CH, 6-CH), 6,88 (m, 4 H, Phenyl-CH),

5,00 (m, 1 H), 4,79 (m, 1 H,), 4,53 (d, J = 3,8 Hz, 1 H), 3,93 (m, 1 H), 3,84 (m, 2 H),

3,74 (s, 6 H, OCH3)

7.2.53 5'-O-(4',4�-Dimethoxytrityl)-2'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-[1,3-15N]-

pseudouridin (82)

Es wurden 530 mg (0,97 mmol) des Pseudouridinderivats 81 deimal mit wasserfreiem Py-

ridin coevaporiert und anschließend in 6 ml trockenem THF aufgenommen. Zu der Lösung

wurden unter Argongasatmosphäre 311 µl Pyridin und 214 mg (1,26 mmol) AgNO3 gege-

ben. Nach 15 minütigem Rühren bei RT wurden 190 mg (1,26 mmol) TBDMS-Cl dazuge-

gegben und der Reaktionsansatz über Nacht gerührt. Nach Zugabe von 50 ml EtOAc wur-

de die organische Phase filtriert und zweimal mit 15 ml einer gesättigten NaHCO3-Lösung

gewaschen. Nach Trocknung mit Na2SO4 und Evaporation des Lösungsmittels konnten

mittels säulenchromatographischer Reinigung mit dem Laufmittelgradienten EtOAc/Hex

(1 : 3 → 1 : 2 → 1 : 1) 359 mg (0,54 mmol) des gewünschten Produkts 82 gewonnen

werden. Das 3’-O-TBDMS-Isomer (54 mg) wurde ebenfalls isoliert und über Nacht in 5 ml

einer 0,1%igen TEA-Lösung in MeOH gerührt. Die säulenchromatographische Reinigung

lieferte weitere 25 mg (37 µmol) der Titelverbidung.

Analytik:
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Ausbeute an 82: 384 mg (0,58 mmol, 60 %)

1H NMR: (Aceton-d6, 300 MHz): δ [ppm] = 9,92 (dm, J = 91,0 Hz, 1 H, NH), 9,85 (dm,

J = 96,5 Hz, 1 H, NH), 7,60 - 7,19 (m, 10 H, Phenyl-CH, HNCH), 6,88 (m, 4 H, Phenyl-CH,

4,72 (m, 1 H), 4,35 (m, 1 H), 4,21 (m, 1 H), 3,99 (m, 1 H), 3,78 (s, 3 H, OCH3), 3,33 (d,

J = 3,7 Hz, 2 H), 0,94 (s, 9 H, Si-C(CH3)3), 0,21 (s, 3 H, Si-CH3), 0,16 (s, 3 H, Si-CH3)
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8 Anhang

Tabelle 8: Sequenzen und Extinktionskoeffizienten der verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz (5’→ 3’) ε (l/ mol · cm)

N70DNA GGG AGA GCC ATA CCT GAC–N70–CAG GTT ACG 978475

CAT CC

N72DNA CAC GGA TCC TGA CGA CTG AC–N72–GGA TGC 1013125

GTA ACC TG

PM1 AGC GAA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA 438600

GAG CCA TAC CTG AC

PM2 CAC GGA TCC TGA CGA CTG AC 188800

Test-RNA GUC AGC CGU CAG GAU CCG UG 192900

tRNALys GUU GAC Us2U Ut6AA ΨCA AU 175400
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