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Chemie und Biologie von RNA — eine
Einfuhrung

Im Jahre 2003 wurde das 50jahrige Jubilaum der Entdeckung der DNA-Doppelhelix-
Struktur durch James D. Watson und Francis H. C. Crick gefeiert. Dieser Meilenstein
in der Geschichte der Naturwissenschaften bildete die Basis fir die Entwicklungen in
der Molekularbiologie und der Nucleinsdurechemie der letzten Jahrzehnte. Das
tiefgreifende Verstandnis molekularer Vorgange wie z.B. der Replikation, der Evolution
und der Diversitat von Spezies wurde so ermdglicht. Schliellich fuhrten diese
Entwicklungen zu einem der groRten Projekte der Menschheit: zur Sequenzierung des
3,3 Milliarden Basen umfassenden humanen Genoms im Rahmen des HUGO-
Projektes ("Human Genome Project", Venter et al., 2001; Lander et al., 2001). Die
Weiterentwicklung medizinischer Anwendungen wie z.B. der Gentherapie, Fortschritte
bei molekularbiologischen Technologien wie z.B. dem Klonen und nicht zuletzt die
Entdeckung der RNA-Interferenz, welche das gezielte Ausschalten beliebiger Gene

ermaglicht, sind weitere eindrucksvolle Beispiele der modernen "Life Sciences".

Die Ausweitung der Forschung von DNA - dem Trager der genetischen Information -
auf die Ribonucleinsaure (RNA) fuhrte dazu, dass der RNA heute eine zentrale Rolle
in der Molekularbiologie der Zelle zugeschrieben wird. Zuvor wurde RNA lediglich eine

Vermittlerrolle zwischen DNA und Protein zugesprochen ("Vom Boten zum Boss";
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v.Bredow, 2003). Aufgrund neuer Erkenntnisse tUber die Mechanismen, Strukturen und
Funktionen von RNA entwickelte sich das Gebiet der funktionellen Genetik
("Functional Genomics"). Dies eroffnet die Mdglichkeit mit Hilfe von synthetischen
Oligonucleotiden die Genexpression zu regulieren und zu studieren. Nicht zuletzt
aufgrund der Weiterentwicklung des Konzeptes der RNA-Interferenz zur
therapeutischen Anwendung wurde die RNA im Jahre 2002 vom Science-Magazin
zum "Molekul des Jahres" gekurt ("Breakthrough of the Year"; Couzin, 2002); eine
Auszeichnung, welche die wichtige und zentrale Rolle der RNA-Chemie in diesem
Jahrzehnt verdeutlicht. Die Bedeutung der RNA spiegelt sich nicht zuletzt in der
Steigerung der RNA relevanten Publikationen der letzten Jahre wider (1970: 7724,
2003: 37202 Publikationen). Auch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) hat
die zunehmende Bedeutung der RNA erkannt und fordert dieses Gebiet unter
anderem durch den Sonderforschungsbereich "RNA-Ligand-Wechselwirkungen" (SFB
579) der J.W. Goethe-Universitat.

1.1 Grundlagen der Nucleinsaurechemie

Die 2’-Desoxyribonucleinsaure (DNA) wurde schon frih als Trager der genetischen
Information identifiziert (Avery, 1944). Zu Beginn der 50er Jahre des 20. Jahrhunderts
begann man verstarkt mit der Strukturanalyse dieses Biopolymers. Die Feststellung
Erwin Chargaffs, dass sich die Mengen an Adenin und Thymin sowie die Mengen an
Guanin und Cytosin in DNA-Strangen jeweils entsprechen (Chargaff, 1951a&b),
lieferte erste Hinweise darauf, dass DNA-Molekule als Dimere vorliegen. Alexander
Todd identifizierte die internucleosidischen Bindungen als 3°-5°-Phosphordiester-
Brucken (Brown & Todd, 1952). Die von M. Wilkins und Rosalind Franklin
durchgefuhrten Rontgenbeugungs-Untersuchungen an DNA-Fasern lie3en eindeutig
auf eine Helixstruktur schlieBen. Diese sollte aus zwei antiparallel ausgerichteten
DNA-Strangen bestehen (Wilkins, 1952; Wilkins 1953a&b; Franklin, 1953). Zuvor war
es R. Franklin bereits gelungen zwischen kristalliner A- und B-Form der DNA zu
unterscheiden (Olby, 2003).

Unter Berlcksichtigung von Chargaffs Regel und den Erkenntnissen von Todd, Wilkins
und Franklin postulierten James Watson und der erst kirzlich verstorbene Francis
Crick im Jahre 1953 die korrekte Doppelhelix-Struktur der DNA (Watson & Crick,
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1953a&b). Sie widerlegten damit Raummodelle aus drei umeinander geschlungenen
Strangen, die zuvor von Pauling und Corey vorgeschlagen wurden (Pauling & Corey,
1953a&b). Die postulierte Doppelhelix nach Watson & Crick besteht aus zwei
zueinander komplementaren, antiparallelen DNA-Strangen, die sich rechtsgangig um
eine gemeinsame Achse winden (Abbildung 1a). Die 2’-Desoxyribose und das
polyanionische Phosphordiester-Rickgrat zeigen dabei nach auf’en, wahrend die
Nucleobasen zueinander in die Helixmitte gerichtet sind. Dabei stehen sich immer
Adenin und Thymin gegenuber und bilden durch zwei Wasserstoffbrickenbindungen
ein Basenpaar. Das zweite sogenannte "Watson-Crick-Basenpaar" bilden Guanin und
Cytosin durch die Ausbildung von drei Wasserstoffbricken (Abbildung 1b). Ein G-C-

Basenpaar tragt somit mehr zur Stabilitat einer Doppelhelix bei als ein A-T-Basenpaar.

H
O------ H—N
0 = /
N /' N—He- NN
R N~ )—N
N—H------ 0] R
Adenin H
G - C Basenpaar
Thymin
H\
Guanin /N N=H------ O\
N G HN )
R N )N
Cytosin @) R
A - U Basenpaar
a) b)

Abbildung 1: a) schematische Darstellung der DNA-Doppelhelix; b) die Watson-Crick-Basenpaare.
R = Ribose (RNA), 2°-Desoxyribose (DNA). In der DNA ist Uracil durch Thymin (5-
Methyluracil) ersetzt
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Grundvoraussetzung daflr ist, dass die Nucleobasen in der Amino-Keto-
Tautomerenform vorliegen, damit die Donor-Akzeptormuster kompatibel sind. Die
Nucleobasen stehen dabei senkrecht zur Ebene des Furanoserings. Unter
Einbeziehung allgemeiner chemischer (Struktur-)Daten gaben Watson & Crick als
Helixradius, d.h. als Abstand zwischen dem Phosphoratom und der Helixachse, 10 A
an (Watson & Crick, 1953a).

Die Moglichkeit, dass auch Ribonucleinsduren helicale Strukturen ausbilden konnten,
wurde von Watson und Crick ausgeschlossen (Watson & Crick, 1953a). Sie
vermuteten, dass die Ribose mit der — im Vergleich zur DNA zusatzlichen 2°-

Hydroxygruppe — sterisch zu anspruchsvoll sei.

Bereits in diesem ‘"legendaren" Nature-Artikel wird erwahnt, dass die
sequenzspezifische Hybridisierung von DNA-Strangen einen Kopiermechanismus fur
die genetische Information darstellen kdnnte. Die Untersuchungen zum Fluss der
genetischen Information vom Gen zum Protein wurden erstmals 1958 von F. Crick
veroffentlicht (Crick, 1958).

Spater wurde dieses grundlegende Prinzip als "zentrales Dogma der
Molekularbiologie" bekannt (siehe auch Kapitel 1.2). Die beschriebenen Weg
weisenden Arbeiten auf dem Gebiet der DNA-Strukturanalyse wurden 1962 mit dem

Nobelpreis fur Medizin an James Watson, Francis Crick und Maurice Wilkins honoriert.

1.1.1 Aufbau von Nucleinséuren

Nucleinsduren koénnen in drei unterschiedlichen Doppelhelix-Konformationen
vorliegen: der A-, B-, und Z-Form. Wahrend die beiden Konformationstypen A- und B-
Form eine rechtsgangige Helix ausbilden, liegt die selten zu beobachtende Z-Form

linksgangig vor (Saenger, 1984).

Die klassische DNA-Doppelhelix bildet eine B-Form-Helix mit einer breiten "grofen
Furche" ("major groove") und einer engen und tiefen "kleinen Furche" ("minor groove")
aus. Sie wird in hohem Male durch Hydratation stabilisiert; in den Furchen wird eine
hochgeordnete Anlagerung von Wassermoleklilen beobachtet. Die breite und
kompakte A-Form-Helix kann durch Dehydratisierung der B-Form entstehen. Die

Konformationsanderungen in den Helixformen sind reversibel. In erster Linie wird die
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A-Form-Helix jedoch von RNA-RNA-Doppelstrangen ausgebildet. RNA/DNA-Hybride,
wie sie in Promoter/Templat-Regionen als Erkennungssequenz fur bestimmte Enzyme
(z.B. Reverse Transkriptase) vorkommen, liegen ebenfalls in der A-Form vor. Diese
wird durch den breiten Helixdurchmesser von 2,6 nm und der starken Neigung ihrer

Nucleobasen zur Helixachse charakterisiert (Stryer, 1991).

Tabelle 1: Strukturelle Eigenschaften von idealen A-, B- und Z-Form Helices (Voet, 1994)

A-Form B-Form Z-Form
helicaler Drehsinn rechtsgangig rechtsgangig linksgangig
Helixdurchmesser 2,6 nm 2 nm 1,8 nm
Basenpaare pro
helicaler Windung 1 10 12
Helicaler Anstieg 0.26 nm 0,34 nm 0,37 nm

pro Basenpaar

Konformation der anti (Pyrimidine);

anti anti

glycosid. Bindung syn (Purine)
Ganghohe 2,8 nm 3,4 nm 4,5 nm
(Anstieg/Windung)

Bagenneigung zur 20° 6° 70
Helixachse

grofde Furche eng, tief breit, tief flach

kleine Furche breit, flach eng, tief eng, tief
Ribose- . . C2’-endo (Pyrimidine)
Konformation o8 -ene Cz e C3’-endo (Purine)

Bei hohen Salzkonzentrationen bilden sich bevorzugt Helices der linksgangigen Z-
Form aus (Wang, 1979; Gessner, 1989). Die lange, schmale Form der Helix weist
grundlegende Unterschiede zur A- und B-Form auf, welche aus Tabelle 1 zu
entnehmen sind. Die schlanke Helixform bewirkt eine erhOhte elektrostatische
AbstoBung der Polynucleotidstrange, welche durch die hohe Salzkonzentration
reduziert wird. Bei allen drei Helixformen kann es zu deutlichen, sequenzspezifischen

Abweichungen von den in Tabelle 1 aufgestellten Daten kommen.
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Die heterocyclischen Nucleobasen der naturlichen Nucleotide weisen ein planares
Purin-Grundgerust (bei A und G) bzw. ein Pyrimidin-Grundgerust (bei C und T/U) auf.
Diese sind jeweils B-N-glycosidisch mit dem C1’-Kohlenstoff des Zuckers verknupft

(Abbildung 2). Zeigt die Watson-Crick Bindungsseite der Nucleobase von der Ribose

NH, weg, so spricht man von einer anti-

5 N Sy Konformation der glycosidischen Bin-
% </: |53l) dung. Diese wird aufgrund von ster-
© ') N ischen Effekten bevorzugt einge-
—%—7‘ 0 nommen. In der syn-Konformation ist
O\ (/)(H) < NH der Hauptteil der Nucleobase dem
@O/P<O 5 |N1ko Zucker zugewandt. Die Ebene der
L0~ Nucleobasen steht dabei nahezu senk-

—%O—z recht zur Ebene der (2°-Desoxy-) Ribo-

5 se. Die nucleosidische Zuckerkon-

3 formation ("sugar puckering") unter-

scheidet sich je nach Helixform. Der
Abbildung 2: Aufbau eines RNA-Stranges ) ) )
am Beispiel 5°- AU -3" nicht planare Ribofuranosering kann

dabei zwei verschiedene Hauptkonfor-

mationen einnehmen: die E- ("envelope") und die T-Konformation ("twist"). Bei der E-
Konformation liegen vier Atome des Furanoserings in einer Ebene und das funfte
Atom steht um ca. 0,5 A nach oben oder unten aus der Ebene heraus. Steht das Atom
in Richtung C5" und Nucleobase aus der Ebene, spricht man von einer endo-
Konformation; die gegensatzliche Orientierung wird mit exo bezeichnet. In
Doppelhelices liegen die Zucker in einer C2’-endo (DNA) und C3’-endo (RNA)-
Konformation vor. Die twist-Konformation entsteht, wenn nur drei Atome des
Furanoserings in einer Ebene liegen und je eines der anderen Atome Uber bzw. unter
der Ebene liegt (Abbildung 3).



Chemie und Biologie von RNA — eine Einfilhrung 7

5 3 5 2’ 5 2
HO B HO B HO B
W w v/
2 3 3
C3'- endo (°E) C2'- endo (°E) twist (°T5)

Abbildung 3: Drei mégliche Konformationen des Furanoserings

Statt des funfgliedrigen Furanoseringes kdnnen in synthetischen DNA-Strangen auch
Hexopyranose-Analoga eingebaut werden. Untersuchungen haben gezeigt (Hendrix,
1997), dass solche Nucleinsduren oft keine helicalen Strukturen mehr ausbilden,
sondern flache, "Leiter artige" Strukturen. Zudem ist in vielen Fallen die Bindung
solcher Oligonucleotide an RNA verstarkt, so dass sie gute mRNA-Inhibitoren
darstellen (van Aerschot, 2003).

Neben den Wasserstoffbricken in den Basenpaaren werden Doppelhelices auch
durch =-n-Basenstapelungs-Wechselwirkungen stabilisiert ("zz- base stacking").
Diese entstehen zwischen benachbarten Nucleobasen eines Oligonucleotidstranges.
Die Starke der Wechselwirkung hangt von der Lage der planaren n-Systeme der
Nucleobasen ab. n-n-Basenstapelungs-Wechselwirkungen zwischen Purinen sind

dabei immer starker als zwischen Pyrimidinen.

Auch die Solvatation spielt bei der Stabilitdt von Oligonucleotiden eine entscheidende
Rolle. Der Grad der Hydratation bestimmt die Ausbildung zur A- oder B-Form-Helix. In
Abhangigkeit von der Salzkonzentration im wassrigen Medium werden auch
ausgebildete Sekundar- und Tertiarstrukturen stabilisiert (Edelhoch & Osborne, 1976).
Durch ihr polyanionisches Phosphatrickgrat sind Oligonucleotide gut wasserloslich.
Ihre Polaritdt steigt durch Ausbildung der Doppelhelix-Struktur, da hier die
Phosphordiester dem Solvens starker exponiert sind. Oligonucleotide kénnen daher

gut mit Alkoholen gefallt werden.
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1.1.2 RNA-Strukturen

Ribonucleinsauren weisen eine wesentlich groRere strukturelle Diversitat,
konformationelle Flexibilitdt und funktionelle Vielseitigkeit auf als DNA. Sie kdnnen
neben helicalen, doppelstrangigen Bereichen auch komplexe, globulare Strukturen
ausbilden, deren Untereinheiten durch Einzelstrangsegmente verbunden sind. Die
Unterschiede der ausgebildeten Konformationen und der chemischen Reaktivitat der
Ribonucleinsaure im Vergleich zur DNA liegt in der Prasenz der 2’-Hydroxygruppe.
Computer gestutzte Strukturaussagen sind bei komplexen Systemen wie der
ribosomalen RNA und viralen RNA-Komplexen sehr hilfreich (z. B.
http://rna.chem.rochester.edu). In Zellen vorkommende RNA ist in drei Klassen
eingeteilt: die Boten-RNA ("messenger RNA"; mRNA), die Transfer-RNA (tRNA) und
die ribosomale RNA (rRNA) (Blackburn & Gait, 1992).

‘ﬂi u C(\hairpin Aox 2
* loop & C
.G : 5
R Y \!: A G o
bulge .1 \ \1 [ — a
U c = 5 U e &
"(‘_tc" w0 Stem C =] swen0 G
10 A—U — G e
C—G e G e
\C—6G - Ueh
c.—(L; g ‘ Ueh
A—U | _-I 44 e 1T
= — =] A
3__1: = = GA, C gouccta
/ — o ccG g
2l G ees 1EIBL
G-U 50 -
o : A A B 48 6C é T W
rng_é =G A Da A U
U-c = cegc Y
c—G p— l: ceg ®
loop L:;"\ Stem B |== =/ stem A G el
o - —— [
2:5 — - A =¥
GpppG—CA... I- Un L
&0 3 u Ams
CU A
a) b) c)

Abbildung 4: Sekundérstrukturen biologisch relevanter RNAs. a) HIV-Tar-RNA, b) Hairpin-Ribo-
zym, c) tRNA

Aufgrund der Ribose in den Nucleotiden der RNA kann diese keine B-Form-Helix wie
DNA ausbilden, sondern nimmt die Helixkonformation des A-Typs an. Bei nicht oder
nur teilweise komplementaren Regionen werden RNA-charakteristische Sekundar-
struktur-Elemente beobachtet (Holbrook, 1998; Puglisi, 1998). Es existieren einfache

Motive wie die Haarnadelschleife ("hairpin loop") und interne Schleifen ungepaarter
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Nucleotide ("loops"). Ein- und beidseitige Ausstilpungen ("bulges") werden von
ungepaarten Strangabschnitten in einer Helix ausgebildet. Zudem sind oft komplexe
Systeme wie z.B. Kreuzungen ("junctions") zu beobachten. Diese sind haufig in
biologischen RNA-Strukturen anzutreffen. In Abbildung 4 sind das HIV-Tar-Motif (a),
der Ribozym-Substrat-Komplex eines Hairpin-Ribozyms (b) und die tRNA (c) als
Beispiele fur die strukturelle Vielfalt der RNA aufgefuhrt.

Ungepaarte RNA-Regionen dienen oft als biologische Erkennungsmuster oder
stabilisierende Elemente. Dabei spielt die Tertiarstruktur der RNA eine wichtige Rolle.
Oft wird die korrekte dreidimensionale Konformation erst durch die Anlagerung eines
Proteins, eines Mg?-lons o0.4. induziert. Die korrekte Tertidrstruktur einer RNA
ermoglicht in vielen Fallen Uberhaupt erst deren biologische Aktivitat. In Abbildung 5
sind die Tertiarstrukturen bzw. Kristallstrukturen des Hairpin-Ribozyms und der tRNA

aufgefuhrt.

b)

Abbildung 5: Tertidrstrukturen von RNA am Beispiel des Hairpin-Ribozyms (a) und der tRNA (b).
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1.2 Therapeutische Oligonucleotide

Die genetische Information, die in den DNA-Sequenzen codiert ist, wird in der Zelle
zunachst in RNA umgeschrieben ("Transkription") und aus dem Zellkern geschleust.
Diese messenger-RNA (mRNA; Jacob, 1961) tritt im Cytoplasma in die ribosomale
Einheit ein und die Proteinbiosynthese wird gestartet ("Translation"). Dabei codieren
jeweils Sequenztripletts (Codons) flr bestimmte Aminosauren (Ochoa, 1963;
Nirenberg et al., 1963; Khorana, 1965). Dieses Prinzip, das mit wenigen Ausnahmen
allen Zellen zugrunde liegt, wird als "zentrales Dogma der Molekularbiologie"
bezeichnet (Abbildung 6). In seiner erweiterten Form berucksichtigt man auch die
Replikation, d.h. die Vervielfaltigung der DNA, und die Moglichkeit der reversen
Transkription wie sie von Retroviren ausgeubt wird. Hierbei wird die virale RNA in die
Wirtszelle eingeschleust und deren Zellmaschinerie wird dazu verwendet mittels einer

reversen Transkriptase virale DNA zu synthetisieren, um so die Vermehrung des Virus

zu sichern.
[ Genomics ] [ Proteomics ]
Transhkription Translation
@ DNA R_NA ——> Protein
Replifation

Reverse Transkmption

Abbildung 6: Zentrales Dogma der Molekularbiologie

Die Wissenschaft hat in den letzten Jahren zunehmend die zentrale Rolle der RNA bei
Zellprozessen erkannt. Sie wird daher nicht nur verstarkt als wichtiges Kontrollelement
und Mediator der Proteinbiosynthese angesehen, sondern auch als geeignetes Ziel,
um die Genexpression zu regulieren. Die in Abbildung 6 skizzierten zellularen Pro-

zesse bieten ideale Angriffspunkte fur therapeutische Oligonucleotide. Im Falle von
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Onkogenen, viralen RNAs oder z.B. krankhaften Mutationen im menschlichen Erbgut
ist diese gezielte Inhibierung der Genexpression von besonderem therapeutischen

Interesse.

Die meisten Wirkstoffe, die heute auf dem Markt sind, interagieren mit krankheits-
spezifischen Enzymen und Rezeptoren. Da einige Krankheiten jedoch auf defektem/
mutiertem genetischen Material und dessen Prozessierung in der Zelle beruhen,
versucht man seit Beginn der 90er Jahre diese Produktion defekter Proteine bereits
auf der Ebene der Nucleinsauren zu stoppen (Engels, 1991). Dieses Vorgehen hat
zwei entscheidende Vorteile: Zum einen liegt im Vergleich zu Proteinen eine
wesentlich geringere Zahl krankheitsrelevanter Nucleinsauren (Faktor 10%) vor und
zum anderen kann die Inhibierung viraler RNA die Vermehrung eines Virus stoppen

ohne die Zelle zu beschadigen.

1.2.1 Regulation der Genexpression

Therapeutische Oligonucleotide stellen eine neue Substanzklasse an Arzneimitteln dar
(Hartmann, 2003). Der Eingriff in die Genexpression kann sowohl auf der Ebene der
DNA, der mRNA als auch der Proteine stattfinden. Hierbei liegen verschiedene
Konzepte zugrunde, die im folgenden eingehend diskutiert werden. In Abbildung 7 ist
der Ablauf der Genexpression in einer Zelle schematisch dargestellt. Neben den
moglichen Angriffspunkten von synthetischen Oligonucleotiden sind die wichtigsten

Mechanismen zur Regulation der Genexpression skizziert.

Es handelt sich hierbei um folgende Konzepte:

. Antisense e Tripelhelices
. Ribozyme e Aptamere
o RNA Interferenz (RNAI)
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Cytoplasma mRNA

Transkription

Ribozym RNAi Antisense Aptamer

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Regulation der Genexpression

Tripelhelix-Konzept

Nur eine der Methoden, die Tripelhelixbildung, greift bereits auf der Stufe der DNA in
den zellularen Mechanismus ein. Bei dieser auch als "Anti-Gen-Konzept" bekannten
Methode blockieren Oligonucleotide die DNA-Doppelhelix im Zellkern durch
Anlagerung und Bildung einer dreistrangigen Helix. Idealerweise erfolgt diese
sequenzspezifische Bindung an Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren oder an
Promoterregionen der RNA-Polymerase, so dass der Transkriptionsstart direkt
verhindert werden kann. Die Hemmung kann dabei aus sterischen Grunden erfolgen
oder durch eine Konformationsanderung der Helix, die durch die Anlagerung des

dritten Stranges induziert worden ist (Batey, 1999).

Die stabilsten Tripelhelices werden in homopolymeren poly(U-A)Strangen gebildet, bei
denen in paralleler Ausrichtung ein Homopyrimidin-Strang hybridisiert ist. Die
Anlagerung dieses dritten Stranges erfolgt Uber Hoogsteen-Basenpaarung in der
grollen Furche der DNA-Doppelhelix (Blake, 1967; Massoulié, 1968; Klinck, 1995).

Neben den Basentripletts (U-A:-U), die aus dem Watson-Crick-Basenpaar U-A und
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dem Hoogsteen-Basenpaar A-U bestehen, konnen auch Tripelhelices der Form (C-
G-C") ausgebildet werden. Hierbei ist es fiir die Stabilitdt des Komplexes unerlasslich,
dass das Cytidin protoniert vorliegt; das heifl3t, es missen Bedingungen um pHG6

vorliegen.

Der grof3e Vorteil des Anti-Gen-Konzeptes liegt darin, dass pro Zelle nur ein diploider
Satz an Chromsomen vorliegt. Somit missen nur zwei identische DNA-Sequenzen
inhibiert werden (Engels, 2004). Die Beschrankung auf bestimmte Sequenzbereiche
(allg.: homoPy-Pu-Py), die in dieser Form in biologischen Systemen selten
vorkommen, schrankt den Einsatz von Tripelhelices erheblich ein. Tripelhelices sind
relativ instabil, so dass eine permanente Inhibierung der DNA nicht gewahrleistet
werden kann. Zudem muss eine ausreichend hohe Menge an Oligonucleotid in den
Zellkern geschleust werden und die mit Histonen verpackten DNA-Strange mussen fur
das Oligonucleotid zuganglich sein. Aufgrund dessen hat dieser Ansatz zur Regulation
der Genexpression in den letzten Jahren an Bedeutung verloren (Gewirtz, 1998;
Vasquez, 1998; Sun, 1996).

Antisense-Ansatz

Der Antisense-Ansatz richtet sich gegen die pra-mRNA oder die mRNA im Cyto-
plasma. Hierbei erfolgt die Watson-Crick-abhangige Anlagerung eines synthetischen
Oligonucleotids an den RNA-Einzelstrang. Durch diese Blockierung der mRNA wird
z.B. die Anlagerung des Spliceosoms oder der Eintritt der mRNA in die ribosomale
Einheit verhindert (Zamecnik, 1978; Stephenson, 1978).

Der Einsatz von synthetischen Antisense-Oligonucleotiden ist die alteste Methode zur
Regulation der Genexpression und wurde erstmals 1978 an der Harvard Medical
School in Boston, USA, am Beispiel der Inhibierung des "Rous sarcoma"-Virus
beschrieben. Das Wirkprinzip wird auch in Bakterien und Viren als naturlich vor-
kommender Regulationsmechanismus der Proteinbiosynthese beobachtet (Uhimann,
1990; Weintraub, 1990; Hjalt, 1992; Brantl, 2002). Die Wirksamkeit ist hochgradig von
der Zuganglichkeit der Sekundarstruktur der Ziel-RNA abhangig. Auch die Kenntnis
der korrekten Sequenz des anvisierten mRNA-Bereiches ist essentiell, da unter
physiologischen Bedingungen bereits ein "mismatch"-Basenpaar zu instabilen

Duplexen fuhren kann. Dies wird in spateren Kapiteln am Beispiel der Ribozym
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vermittelten Spaltung von HIV-Sequenzen mit Punktmutationen eingehend erlautert

und mit Ergebnissen belegt, die im Rahmen dieser Doktorarbeit erarbeitet wurden.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Wirkprinzips von Antisense-Oligonucleotiden am

Beispiel der nicht codierenden Region (NCR) des Hepatitis C-Virus

Die Wirkungsweise von Antisense-Oligonucleotiden fuhrt zu verschiedenen

mechanistischen Modellen (Crooke, 1999):

o Inhibierung des SpleiBvorgangs
Das Ausschneiden der Introns aus der pra-mRNA (primares RNA-Transkript)

wird durch Anlagerung des Antisense-Oligonucleotids verhindert.

. Sterische Blockade der Translation
Abbruch der Proteinbiosynthese durch Blockierung des AUG-Startcodons
oder einer anderen mRNA-Region. Dies unterbindet die Anlagerung bzw. die

Translokation des Ribosoms an der mRNA.

o Aktivierung der Ribonuclease H
Das Antisense-Oligonucleotid induziert den selektiven, Mg**-abhangigen
Abbau von RNA in RNA/DNA-Duplexen mittels RNAse H. Die zerschnittene

MRNA wird im Cytoplasma rasch durch Exonulceasen vollstandig abgebaut.
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Die RNAse H reguliert innerhalb der gesunden Zelle den Abbau von an der
DNA angelagerten RNA-Primern nach der Transkription; mRNA-Einzel-
strange werden zellintern durch 5°-Maskierung (CAP) und 3’-PolyA-

Uberhange vor dem Abbau durch Exonucleasen geschiitzt (Kanaya, 1993).

Die Aktivierung der RNAse H ist der effektivste Mechanismus des Antisense-
Konzeptes, da hierbei die mRNA irreversibel zerstort wird und es sich um einen

katalytischen Prozess handelt.

Neben den verschiedenen Mechanismen des Antisense-Ansatzes mussen beim
Design der Oligonucleotide noch weitere Parameter berlcksichtigt werden: die
Selektivitat, die Nucleasestabilitat und die Erhdhung der Bindungsaffinitat. Zur
selektiven Inhibierung einer bestimmten mRNA-Sequenz muss aus statistischen
Grunden mindestens ein 17mer Oligonucleotid eingesetzt werden (Uhimann, 1999;
Peyman, 1997). Die Lange des Oligonucleotides sollte jedoch 35 Nucleotide nicht
Ubersteigen, da bei grollen Nucleinsauren die Zelllaufnahme drastisch reduziert ist
(Frauendorf, 1993). Die ausgewahlten Bereiche der Ziel-RNA sollten hochkonserviert
sein, also keine Mutationen oder Deletionen aufweisen. Die Stabilitat gegeniber
Nucleasen kann durch die Einfuhrung von Ruckgrat-Modifikationen erhdht werden
(Crooke, 2000). Die Phosphorthioate, bei denen ein Sauerstoffatom des
Phosphordiesters durch ein Schwefelatom ersetzt ist, haben sich als Standard
durchgesetzt (Stein, 1991), da sie die Halbwertszeit des Antisense-Oligonucleotides
im Serum verlangern. Auch unpolare Ruckgratmodifikationen wie Methylphosphonate
(Miller, 1991) und Benzylphosphonate (Caselmann, 1997) verzdgern deutlich den

Abbau durch Nucleasen.

Wie in der Arbeitsgruppe Engels gezeigt werden konnte (Amberg, 2003) inhibieren
sechsfach Rlckgrat modifizierte Antisense-Oligonucleotide die Genexpression des
Hepatitis C-Virus (HCV) in CCI13-Zellen sehr effizient. Die Inhibierungsraten der
arylalkyl-modifizierten DNA-Strange lagen aufgrund der erhdhten Lipophilie Gber den
Werten der Phosphorthioat-modifizierten Strange. Im Falle der Phenylethyl-

Modifikation konnte RNAse H-Aktivitat nachgewiesen werden.
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Ribozyme und RNAI

Ribozyme und das Konzept der RNA-Interferenz beruhen auf den katalytischen
Eigenschaften von Ribonucleinsduren. Die Mechanismen sowie ihre Vor- und

Nachteile werden in Kapitel 2 "Katalytische RNA" ausfuhrlich beschrieben.

Aptamer-Konzept

Das Aptamer-Konzept beruht auf der Inhibierung von Proteinen durch Oligonucleotide.
Die eingesetzten RNA-Einzelstrange bilden definierte dreidimensionale Strukturen aus
und binden hochspezifisch und mit groRer Affinitat an ihre Zielstruktur. Durch in vitro-
Selektionstechniken (SELEX) konnen hochaffine RNA-Aptamere aus kombina-
torischen Bibliotheken entwickelt werden (Tuerk, 1990; Famulok, 1999). Der SELEX-
Prozess kann dabei auf beinahe beliebige Ziel-Strukturen angewandt werden.
Aptamere sind nur schwach immunogen und durchdringen Zellmembranen aufgrund

ihrer Grolke wesentlich besser als z.B. monoklonale Antikorper.

Aptamere, die den Eintritt des HI-Virus in die Zelle unterbinden, indem Hullproteine
inhibiert werden, haben den Vorteil, dass sie extrazellular arbeiten. Ein erstes RNA-
Aptamer, welches den HIV-1 Eintritt kompetitiv inhibiert, wurde kurzlich beschrieben
(von Laer, 2004). Dieses bindet an die CCR5-Co-Rezeptor-Bindungsdomane auf dem
HIV-1 gp120 Hullprotein. Eine interessante Entwicklung sind die sog. "Spiegelmere"
(Klussmann, 2003). Diese Form der Aptamere besteht aus L-Nucleosiden. Dies fuhrt
zu einer extrem hohen Stabilitdt gegenuber Nucleasen, welche chirale Molekule sind
und nur Substrate in der korrekten chiralen Konformation, also RNA-Molekule

bestehend aus D-Nucleosiden, akzeptieren.
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1.2.2 Wirkstoffe auf Nucleinséure-Basis

Vor ca. 20 Jahren wurden die ersten Konzepte zu Therapien auf Nucleinsaure-Basis
entwickelt. Der ersten Gentherapie-Studie 1990 gegen ADA Deffizienz (Blaese, 1995)
folgten in kurzer Zeit klinische Untersuchungen gegen verschiedenste Krankheiten auf
dem Gebiet genetischer Defekte, viraler Infektionen oder als Tumorstatika. Die exogen
applizierten Oligonucleotide mussen dabei fur die optimale Wirkung verschiedene
Kriterien wie Serumstabilitat, gute Zellaufnahme, geringe Toxizitat und geringe Kosten
erfillen. Hinzu kommen noch die Faktoren der Zuganglichkeit des Zielmolekils, die
Kolokalisation, die Verteilung im Organismus und die Pharmakokinetik. Um all diese
Anforderungen zu erfullen, wurden eine Reihe von Modifikationsmdglichkeiten an

Oligonucleotiden untersucht.

Chemische Modifikationen zur Erhéhung der Nucleasestabilitat

Die Instabilitit von RNA im Serum ist auf die Prasenz der 2°-OH-Gruppe
zurlckzufuhren. Von den intrazellularen Nucleasen ist vor allem die 3’-Exonuclease
am Abbau der RNA beteiligt. Neben den bereits erwahnten Phosphorthioaten stehen
heute eine Reihe 2’-modifizierter Nucleotide zur Verfigung (Wincott, 1995): 2'-
Methoxy, 2°-Amino, 2’-Fluor, 2°-O-Methoxyethyl, 2°-O-Allyl und 2°-C-Allyl sind die
gangigsten Modifikationen (Pieken, 1991; Paolella, 1992; Beigelman, 1995; Usman,
1996). Auch der Ubergang vom Phosphordiester-Riickgrat zu einem Peptid-Riickgrat
(PNA, "peptide nucleic acid"; Corey, 2002) oder der Austausch des Zuckers gegen
einen Morpholinrest (Summerton, 1999) fihrt zu einer erhéhten Stabilitat gegentber
Nucleasen. Sterisch gehinderte Konstrukte wie die LNA ("locked nucleic acid"), deren
Ribose uber die 2-Position verbruckt und somit konformationell fixiert vorliegt, sind

zusatzlich in der Lage die RNase H zu aktivieren (Wengel, 1998; Leumann, 2002).

Die meisten chemischen Modifikationen an der 2°-Position fuhren zu einer geringeren
Aktivitat des Oligonucleotids. Dieser vermeintliche Nachteil wird jedoch durch die
erhohte Halbwertszeit des Oligonucleotides im Serum und die in vielen Fallen
verbesserte Zellaufnahme wieder ausgeglichen. Die Kombination von 2°-
Modifikationen in Oligonucleotiden mit partiellem Phosphorthioat-Ruckgrat schlieRlich

kann die Lebensdauer eines Ribozyms von wenigen Minuten auf Tage erhdhen.
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Zusétzliche Informationen sind den nachfolgend aufgefiihrten Ubersichtsartikeln zu
entnehmen (Engels, 2000; Eckstein, 2000; de Mesmaeker, 1995; Uhimann, 1990).

Membrandurchlédssigkeit und Zellaufnahme

Die Zellaufnahme von Oligonucleotiden kann durch einen aktiven Mechanismus wie
der Rezeptor vermittelten Endozytose stattfinden oder durch passive Diffusion. Die
Lange des Oligonucleotids ist dabei limitierend (Loke, 1989) und antiproportional zur
intrazellularen Konzentration an Oligonucleotid. Die Uberwindung der Lipiddoppel-
schicht der Zellmembran kann durch kationische Tragerlipide erleichtert werden und
die intrazellulare Verteilung kann verbessert werden. Das meist verwendete
kationische Liposom ist Lipofektin®, eine Kombination aus einem Lipid und einem
Cytofectin (Felgner, 1987). Neben diesen "uptake enhancern" werden auch Den-
drimere, Nanopartikel und andere Systeme fur den nichtviralen Transport von
Oligonucleotiden getestet (Weber, 2000; Fattal, 1998).

Bestimmte Zelllinien, z.B. Eizellen des chinesischen Hamsters, nehmen chemisch
modifizierte Oligonucleotide aufgrund ihrer besonders aktiven Membran gut auf
(Mariani, 2000). Die Griunde hierfir missen noch eingehend untersucht werden und
konnten entscheidende Erkenntnisse fur das Design von Oligonucleotiden liefern. Eine
neue Methode die Zellaufnahme von Ribozymen zu verbessern fuhrt zu Peptid-RNA-

Chimaren, bei denen spezifische Ribozyme mit zelltypischen Peptiden ligiert werden.

Die Verteilung innerhalb der Zelle ist oftmals ein limitierender Faktor fur die Aktivitat
des Oligonucleotides. Diese liegen oft proteingebunden im Zytoplasma oder in
bestimmte Zellstrukturen eingeschlossen vor, so dass sie zur Hybridisierung an die
mRNA nicht mehr zur Verfligung stehen. Die verbesserte Kolokalisation eines
Oligonucleotids mit der Ziel-RNA wird durch endogene Transfektion ermdglicht, da
hierbei ein Vektor z.B. das Ribozym direkt in der Zelle exprimiert wird (Rossi, 1999;
Review: Sun, 1998). Die Verteilung von Oligonucleotiden wurde in verschiedenen
Organismen wie Maus (Zhao, 1998), Affe (Henry, 1999) und Mensch (Séréni, 1999)
eingehend untersucht. Die Akkumulation und die Stoffwechselprodukte von
Oligonucleotiden sind vor allem in Niere, Leber und dem retikularem Endothelial-

system zu beobachten (Desjardins, 1996).
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Es sind bereits groRe Fortschritte bei der chemischen Modifikation von RNA
hinsichtlich Serumstabilitat und Zellaufnahme erreicht worden. Die Verwendung von
RNA basierten Therapeutika wie Ribozymen ist bisher jedoch immer noch limitiert
(Hartmann, 2003).

Ausbietung als Arzneimittel

Bisher sind nur Antisense-Oligonucleotide als Arzneimittel zugelassen. Als erstes
therapeutisches Oligonucleotid wurde 1998 Formivirsen, ein 20 Basen langes
Phosphorthioat modifiziertes Antisense-Oligodesoxynucleotid, fur die Behandlung von
Virostatika-refraktarer CMV-Retinitis bei AIDS-Patienten von der FDA zugelassen
(Grillone, 2001). Genasense®, welches in einer multizentrischen Phase Ill-Studie von
Genta Inc. und Aventis S.A. untersucht wird, wird in Kombination mit der
Chemotherapie gegen maligne Melanome angewendet und ist gegen bcl-2 gerichtet
(Zaman, 2003). Erst vor wenigen Wochen sprach sich das Fachgremium der FDA
(U.S. Federal Drug Administration) jedoch gegen eine Zulassung des Praparates aus.
Dies wurde mit einer zu geringen Wirkung des Oligonucleotids im menschlichen
Korper begrundet. Bei "Resten-NG" handelt es sich um ein Morpholino-Oligonucleotid.
Tabelle 2 gibt eine Ubersicht Uber den Oligonucleotid basierten Arzneimittel-
entwicklungen und die wichtigsten Wirkstoffkandidaten in klinischer Prifung. Gem92
zur Behandlung von AIDS ist der erste Wirkstoffkandidat zur oralen Aufnahme von

therapeutischen Oligonucleotiden.
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Tabelle 2: Antisense-Oligonucleotide und Ribozyme, die als Arzneimittel zugelassen oder in

klinischer Priifung sind

Indikation Produkt Firma target Status
Antisense
CMV Retinitis Formivirsen, ISIS Cmv zuglassen
Vitravene®
Krebs Genasense® Genta Inc. bcl-2 [l (gestoppt)
Lungenkrebs Affinitac ISIS / Lilly PKC-a [l
Restenose Resten-NG AVI BioPharm c-myc 1]
NHL G3139 ISIS bcl-2 1]
Morbus Crohn Alicaforsen ISIS ICAM-1 1]
Hepatitis C Isis14803 ISIS HCV Il
Eierstockkrebs ISIS5132 ISIS C-Raf [l
Bauchspeichel- ISIS2503 ISIS H-Ras Il
drusenkrebs
Asthma EPI12010 EpiGenesis Adenosin1- Il
Rezeptor
Restenose LR3280 Lynx c-myc Il
AIDS Gem92 Hybridon HIV-1 Il
Ribozyme
HCV Heptazyme SIRNA antiviral gestoppt
Krebs Angiozyme SIRNA VEGF-1 Il
Krebs Herzyme SIRNA HER2 I
AIDS SIRNA HIV-1 /1
AIDS City of Hope HIV-1 /1
AIDS Gene Shears HIV-1 /1
HIV, HCV Immusol antiviral /11
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Die praklinischen und klinischen Prifungen von Ribozym basierten Arzneimitteln
fokussierten zunachst auf AIDS und andere virale Infektionskrankheiten (Sun, 2000).
Als Ziel-Regionen fur Ribozyme wurden in Zellstudien u.a. auch N-ras (Scherr, 1997),
Proteinkinase C (Sioud, 1998), HCV (Grillone, 2001) und der Dopamin D2-Rezeptor
(Salmi, 2000) untersucht. Interessant ist, dass bei der Uberwiegenden Zahl an
getesteten Ribozymen die Inhibierungsrate unabhangig von der Ziel-RNA und der
verwendeten Zelllinie bei 51-77% lag (Engels, 2004). In den letzten Jahren wurden
einige Phase I/lI-Studien mit trans-schneidenden, exogen applizierten Ribozymen
gestartet (Sullenger, 2002). Bei Herzyme und Angiozyme der Firma SIRNA (vormals
"Ribozyme Pharmaceuticals") handelt es sich um vielversprechende Wirkstoff-
kandidaten fUr die Krebstherapie, die derzeit in Phase | bzw. Il getestet werden. Die
klinischen Studien am dritten Ribozym von SIRNA, Heptazyme, wurden in Phase Il
beendet, da es an Patienten nur eine geringe antivirale Wirkung zeigte und bei einer

Toxizitatsstudie ein Affe sein Augenlicht verlor.

Neben Antisense-Oligonucleotiden und Ribozymen befindet sich auch ein Aptamer in
der Phase lll der klinischen Prufung. Die Inhibierung des VEGF-Rezeptors ("vascular
endothelial growth factor") fuhrt zu einer Verlangsamung des Tumorwachstums durch

eine reduzierte Vaskularisierung.

Bei der Therapie vieler viraler Infektionen sto3t die Wissenschaft auf das Problem der
Punktmutationen, durch die sich der Virus dem Immunsystem des Wirtes entzieht. Die
Toleranz dieser Punktmutationen durch geeignet chemisch modifizierte Ribozyme am

Beispiel des HI-Virus ist u.a. Gegenstand dieser Doktorarbeit.
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Chemie und Biologie von RNA — eine Einfiihrung
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Katalytische RNA

Zwei der wichtigsten Voraussetzungen fur das Leben von Organismen sind die
Speicherung bzw. Weitergabe der genetischen Information sowie die katalytische
Aktivitat. Neben der allgemein bekannten enzymatischen Katalyse ist auch RNA in der
Lage biologische Ablaufe zu katalysieren. Es ist den Entdeckungen von Thomas Cech
und Sidney Altman zu verdanken, dass katalytische Ribonucleinsauren heute im
Zentrum des wissenschaftlichen Interesses stehen (Cech et al., 1982; Altman et al.,
1983). Sie beobachteten erstmals, dass RNA in der Lage ist die Hydrolyse von RNA-
Strangen zu katalysieren. Diese enzymatisch aktiven RNAs werden als Ribozyme
bezeichnet. Das "Gruppe | Intron"-Ribozym, welches RNA spleil3t und die benach-
barten Exons ligiert, und die RNA-Untereinheit der RNAse P, isoliert aus E.coli,
wurden als erste Ribozyme identifiziert. Der Einfluss katalytisch aktiver RNAs ist bei
vielen biologischen Prozessen zu beobachten und umfasst ein weites Gebiet. Neben
der grundlegenden Unter-scheidung zwischen der internen Spaltung und der Spaltung
eines separaten RNA-Stranges ist eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen,
Cofaktoren, Strukturen und Anwendungsgebiete bekannt. In den folgenden Unter-
kapiteln wird Uber die Grundlagen und aktuellsten Forschungsergebnisse auf dem
Gebiet der Ribozyme und der RNA-Interferenz, einem Mechanismus zum gezielten

Ausschalten von Genen, berichtet.
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21 Ribozyme

Ribozyme sind aus RNA Pflanzenviroiden, z.B. dem Tobacco ringspot-Virus, oder aus
kleinen RNA-Satelliten bekannt (Symons, 1992). lhre selbst-spleiRende Aktivitat wird
dabei im Replikationsmechanismus und zur Translationskontrolle verwendet. Das
Herausschneiden der Introns aus der pra-rRNA ist eine mehrstufige Reaktion und
beinhaltet neben der Katalyse des SpleilRvorgangs auch eine Ligation. Aufgrund der
natlrlichen Funktion der Ribozyme, zu dem u.a. das Schneiden und Ligieren von
cyclischen RNA Satellitplasmiden zahlt, muss die katalysierte Reaktion kinetische
nicht schnell ablaufen. Die Reaktionen muissen in diesen Fallen sehr prazise sein
(McKay, 1999). Diese Spezifitat ist durch die Substraterkennung mittels Watson-Crick-
Basenpaarung gegeben. Die Spaltung des Phosphordiesters erfolgt bei Ribozymen in
der GroRRenordnung von 1 pro Minute. Dies ist zwar langsam im Vergleich zu den
klassischen Enzym katalysierten Reaktionen, jedoch sehr schnell in Bezug auf die
Zeitskala des viralen Infektionscyclus. Im folgenden wird naher auf die
unterschiedlichen Klassen von Ribozymen eingegangen. Dabei wird das
Hammerhead-Ribozym in den Vordergrund gestellt, da es im Rahmen dieser
Doktorarbeit eingehend untersucht wurde und fir den Einsatz gegen Punktmutationen

im HIV-Genom chemisch modifiziert wurde.

2.1.1 Die unterschiedlichen Ribozym-Klassen

Man unterteilt die verschiedenen Ribozyme zum einen nach ihrer Grofke und zum
anderen nach der Art der Spaltungsreaktion. Diese kann intern erfolgen, d.h. in einem
Selbst-Spleilvorgang, bei dem sich die katalytisch aktive Struktur und die zu
spaltende Sequenz auf einem Strang befinden (cis-Mechanismus). Beim externen
Spaltvorgang sind das Ribozym und das Substrat zwei separate RNA-Strange (trans-
Mechanismus). Die interne Stranghydrolyse wird vor allem bei grofRen Ribozymen
(>150 Nucleotide) beobachtet. Da die sog. kleinen Ribozyme (<150 Nucleotide) sehr
gut charakterisiert sind und oft auf die fur ihre katalytische Aktivitat essentiellen

Merkmale reduziert sind, werden sie vornehmlich fur trans-Spaltungen eingesetzt.
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Daraus resultiert inr moglicher Einsatz als Therapeutika, da sie beliebig gegen fast alle
MmRNA-Sequenzen gerichtet werden koénnen. Sie spalten den RNA-Substratstrang
vornehmlich durch eine Umesterungs-reaktion unter Bildung eines cyclischen
Phosphordiesters; ihr Mechanismus ist daher ahnlich dem der Proteinribonucleasen
(Doherty & Doudna, 2000). In nachstehender Aufzahlung werden die verschiedenen

Ribozyme vorgestellt:

kleine Ribozyme groBe Ribozyme
Hammerhead Gruppe | Intron
Hairpin Gruppe Il Intron

HDV RNAse P Untereinheit

Neurospora VS

Das Gruppe | Intron-Ribozym verwendet wie die meisten anderen langkettigen
Ribozyme externe Nucleophile zur Katalyse der RNA-Spaltung. Hierbei vermittelt die
3’-Hydroxygruppe eines Guanosin-Cofaktors die Hydrolyse der Substrat-RNA.
Aufgrund des externen Nucleophils ist die Spaltungsreaktion nicht auf RNA
beschrankt. Da die 2'-Hydroxygruppe der Substrat-RNA nicht essentiell fur die
Reaktion ist, kann z.B. das Tetrahymena Gruppe | Intron-Ribozym auch DNA-Strange
spalten (Cech, 1990; Joyce, 1990). Die RNAse P Untereinheit hydrolysiert spezifisch

das Ruckgrat von tRNA-Vorlaufern ("precursor”).

Im Gegensatz dazu verwenden kleine, nucleolytische Ribozyme die 2 -Hydroxygruppe
des (zumeist separaten) Substratstranges als Nucleophil. An der Spaltstelle werden
dabei ein cyclischer 2°,3"-Phosphordiester und eine freie 5-OH-Gruppe gebildet. Das
Hairpin-Ribozym stellt in dieser Gruppe eine Besonderheit dar, da es in der Lage ist
die gespaltenen RNA-Strange wieder zu ligieren. Dieses Ribozym ist um eine Vier-
Wege-Kreuzung organisiert. Das katalytische Zentrum ist dabei in den Sequenzen
zweier jeweils ungepaarter Schleifen konserviert (Ferré-dAmaré, 2003). Wahrend die
katalytisch aktive Konformation durch zweiwertige Metallionen induziert wird und die
beiden Helices bei der Spaltung miteinander wechselwirken, wird fur die Ligation die

ungefaltete Kreuzung favorisiert (Lilley, 2001). Die Varkus Satellit (VS)-Ribozyme
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bestehen aus flnf helicalen Bereichen und sind die grof3ten nucleolytischen Ribozyme

fur die noch keine Kristallstruktur vorhanden ist (Lilley, 2004).

2.1.2 Das Hammerhead-Ribozym

Das Hammerhead-Ribozym ist das kleinste bekannte Ribozym und bendtigt nur 25-50
Nucleotide, um die Kkatalytische Aktivitat zu gewahrleisten. Es besitzt eine
hochkonservierte Kernstruktur aus 11 Nucleotiden, die fur die Katalyse essentiell sind
(Kuimelis & McLaughlin, 1998). Diese Nucleotide sind in Abbildung 9 hervorgehoben.
In Anwesenheit von Mg?*-lonen bilden sich bei Anlagerung des Substrates drei Helices
um die Kernstruktur aus. Die Mg**-lonen induzieren dabei die korrekte, katalytisch
aktive Konformation. Die hochspezifische Anlagerung des RNA-Substratstranges
beruht auf Watson-Crick-Basenpaarung. Die effektivste Spaltstelle im Substratstrang
ist ein GUC-Triplett, oder allgemein ein Triplett der Form NUH (N = A, C, G, U; H= A,
C, U), an dessen 3’-Ende die Spaltung stattfindet. Die Erkennungssequenz NUH kehrt
in genomischen Nucleinsauresequenzen statistisch alle 100 Basen wieder. Die Lange
und Sequenz der Helix Il ist unter in vitro-Bedingungen nicht essentiell (Eckstein,
2001).

¥ &
Helix Il G—— C Substratstrang
G—¢C
G—C
U—A
A—U

Spaltstelle

U—A
C—G n;/
A—U

Helixll A *®.CAGGAAGU- ¥
. |
S eeerene
UG CCUG,, G Helix
G: A:
U

Abbildung 9: Sekundérstruktur des Hammerhead-Ribozyms mit angelagertem Substratstrang. Das

katalytische Zentrum ist hervorgehoben. Zur Nummerierung siehe Hertel, 1992.
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Struktur und Faltung des Hammerhead-Ribozyms

Die RNA-Faltungsmechanismen bilden die Grundlage fur das Verstandnis der RNA-
Katalyse und sind stark von der Konzentration an Metallkationen abhangig. Das
Hammerhead-Ribozym unterliegt dabei wie alle kleinen Ribozyme einem sehr
prazisen, lonen induzierten Faltungsprozess. Man unterscheidet dabei zwischen einer
diffusen Anordnung von M*-lonen in der Umgebung des polyanionischen RNA-
Stranges und den chelatierenden lonen, die Uber elektrostatische Wechselwirkungen
direkten Kontakt zur Bindungsstelle haben (Draper, 2004). Der energetische Aufwand
liegt fir die chelatierenden lonen in der Verdrangung der Wassermolekille der
Solvathulle und in der AbstoRung durch die anwesenden, ungeordneten lonen.
Wahrend die diffuse Anordnung der lonen an der Oberflache des RNA-Stranges
ausschlaggebend fur die Ausbildung der allgemeinen RNA-Struktur ist, sind die

chelatierenden lonen essentiell fir die Katalyse.

Die Faltung des Hammerhead-Ribozyms in die katalytisch aktive Konformation erfolgt
durch einen zweistufigen Ubergang. Es bildet sich durch Anlagerung des ersten lons
an A9 zunachst die coaxiale Anordnung der Helix Il und Il aus (Abbildung 10). Dieses
auch als "Domane 2" bezeichnete Tertiarstrukturelement stabilisiert das Hammerhead-
Ribozym (Lilley, 2000). Der wichtigste energetische Beitrag sind dabei die
Basenstapelungswechselwirkungen ("z-stacking"). Die Organisation von Ver-
bindungsstellen durch coaxiale Stapelung wird oft durch die Bindung zweiwertiger
Metallkationen in der Nahe der Stapelstelle erreicht (Batey, 1999; Saenger, 1984;
Shen, 1994; Batey, 1998).

+ Mg2+ + Mg
| !
Ka 10,000 M-! Ka 1,100 M1
G
Agu A |
i ]
no added Mg2* 500 pM Mg2+ 15 mM Mg2+

Abbildung 10: Schematische Darstellung des zweistufigen Faltungsprozesses des Hammerhead-
Ribozyms (Lilley, 2000)
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Das zweite Magnesium-lon bindet direkt im katalytischen Zentrum an den Nucleotiden
C3 bis A6 und generiert so die "Domane 1" (Knoll, 1997). Diese Bindungstasche liegt
direkt unter dem 3°’-Phosphat des Nucleosids C17, also der Spaltstelle des

Substratstranges.

Die globale Konformationsanderung des Hammerhead-Ribozym bei zunehmender
Konzentration an Magnesium-lonen ist in Abbildung 10 dargestellt. Die Helices stellen
in der katalytischen Konformation eine Y-Form mit einem spitzen Winkel zwischen

Helix | und Il dar.

Der Faltungsmechanismus des Hammerhead-Ribozyms wurde anhand von
Kristallstrukturen (Pley, 1994; Scott, 1995), mit Hilfe der FRET-Fluoreszenzanalyse
(Tuschl, 1994; Bassi, 1997) und durch Kryo-Experimente (Scott, 1996) analysiert. Die
Beteiligung von Magnesium-lonen an der Katalyse des Hammerhead-Ribozyms
konnte so geklart werden. Durch Koordination des Mg®*-lons an das Nucleophil (2°-OH
von C17) wird die Deprotonierung der Hydroxygruppe erleichtert (Dahm, 1993). Die
Stabilisierung des trigonal-bipyramidalen Ubergangszustandes erfolgt durch direkte
Koordination an die pentavalente, an der Spaltung beteiligte Phosphatgruppe
(Koizumi, 1991; Scott, 1996). Ob das 5°-Sauerstoffatom der Abgangsgruppe ebenfalls
durch ein Magnesium-lon stabilisiert wird, ist noch ungeklart (Doherty, 2000).

Die Kristallstruktur des Hammerhead-Ribozym (Abbildung 11) wurde u.a. anhand
eines inaktiven Ribozyms geldst. An dessen Spaltstelle war eine 2°-O-Methyl-Funktion
eingebaut, um zu gewahrleisten, dass das Ribozym in der katalytisch aktiven
Konformation kristallisiert, ohne jedoch die Substratspaltung zu induzieren. Es stellte
sich heraus, dass die Kristallstruktur die gleiche Konformation offenbart wie sie in
Lésung bei >10 mM Mg®* vorliegt (Bassi, 1997; Tuschl, 1994).
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Abbildung 11: Kristallstruktur des Hammerhead-Ribozyms a) ohne und b) mit MgZ+—Bindungsste/Ien
(Hammann, 2002)

Mechanismus der katalytischen Spaltung

Die frans-spaltenden Hammerhead-Ribozyme sind in der Lage fast jede beliebige
Sequenz zu schneiden und kdnnen unter Substratiberschuss-Bedingungen ("multiple
turnover") eingesetzt werden. lhre katalytische Aktivitat resultiert dabei aus der
korrekten, durch Mg”-lonen induzierten Faltung. Dabei sind die Helices Il und Il durch
coaxiale Stapelung nahezu Ubereinander angeordnet. Dies ermoglicht den inline-
Angriff des Nucleophils auf die Phosphatgruppe des Cytosins 17. Die Koordination von
Mg?-lonen unterstiitzt dabei vermutlich die allg. Saure-Base-Katalyse durch
anwesende Wasser-Molekile (Olivanen, 1998; Perreault, 1997). Der Mechanismus
der Spaltung ist jedoch bis heute nicht exakt geklart. Die Erleichterung der
Deprotonierung der 2’-Hydroxygruppe des Nucleosids C17 flhrt zum nucleophilen
Angriff auf das 3’-Phosphoratom. Es handelt sich um eine Sy2-Reaktion unter
Inversion des Reaktionszentrums. Im Ubergangszustand (Abbildung 12) befinden sich
das 2’-Sauerstoffatom, der 3’-Phosphor und der 5°-Sauerstoff der Abgangsgruppe in
einer colinearen Position. Diese Storung der lokalen RNA-Struktur beschleunigt die
Hydrolyse des Ubergangszustandes (Karplus, 1994). Daraus resultiert ein cyclischer

2",3"-Phosphordiester und eine primare 5°-OH-Funktion des nachsten Nucleosids.
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Abbildung 12: Mechanistische Betrachtung der RNA-Spaltung durch das Hammerhead-Ribozym

Die Spaltung der RNA-Substrate folgt dabei einer Michaelis-Menten-Kinetik wie sie
von den klassischen Enzymreaktionen bekannt ist. Die Assoziation des Substrates an
die komplementaren Ribozymarme bewirkt die bereits diskutierte Faltung des
Ribozyms. Nach Spaltung des Stranges am 3°-Ende des NUH-Tripletts erfolgt die
Dissoziation der Spaltprodukte vom Ribozym (Abbildung 13). Der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt der Reaktion ist die Spaltung der 3'P-5"O-Bindung (Zhou, 1998).
Die Katalyse von Hammerhead-Ribozymen kann durch verschiedene Faktoren
beschleunigt werden (Burgin, 1996). Eine effizientere Anlagerung des Substrates, z.B.,
bewirkt die Modulation der Geschwindigkeitskonstante k4 (Herschlag, 1994). Eine
schnellere Dissoziation der Spaltprodukte (Hendry & McCall, 1995) erhoht zusatzlich

den Umsatz ("turnover") des Ribozyms (Kcat).
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Abbildung 13: Schema der durch das Hammerhead-Ribozym katalysierten Spaltungsreaktion

Die Michaelis-Menten-Konstante Ky entspricht bei kleinen Ribozymen der
Dissoziationskonstante des Ribozym-Substrat-Komplexes. Mit steigender Lange der
Ribozymarme (>6 Nucleotide) und damit einhergehender erhdhter Spezifitat des
Ribozyms und Stabilitdt des Ribozym-Substrat-Komplexes sinkt die katalytische

Geschwindigkeitskonstante k., drastisch (Thompson, 1996).

Erst vor kurzem entdeckten Khvorova et al., dass das minimale Motiv fur das
Hammerhead-Ribozym aus Abbildung 9 nur fur die kinetischen in vitro-Analysen bei
Mg®*-Konzentrationen von >10 mM geeignet ist. Die Reduktion des Hammerhead-
Ribozyms fur mechanistische Studien, zur besseren Zellaufnahme und zur
preiswerteren Synthese flhrte zur Eliminierung wichtiger Sequenzabschnitte
aullerhalb des katalytischen Zentrums. Diese Strukturelemente ermoglichen durch
tertiare Wechselwirkungen jedoch die optimale intrazellulare Aktivitat. Die Loop-Loop-
Wechselwirkungen zwischen Helix | und Il sind fur die katalytische Effizienz unter
physiologischen Mg?*-Konzentrationen (100 pM statt 10 mM) notwendig und konnten

durch Modelling-Experimente und Mutationsanalysen bestatigt werden.
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2.2 RNA-Interferenz

Unter RNA-Interferenz versteht man die gezielte Zerstorung von mRNA-Sequenzen
durch kurze RNA-Duplexe. Die Grundlage fur dieses Konzept liegt in der
Beobachtung, dass die Injektion von langer, doppelstrangiger RNA (dsRNA) in den
Nematoden C. elegans zu einer spezifischen Inhibierung der Gene fihrt, die zur
verabreichten dsRNA homolog sind (Fire, Mello, 1998). Die doppelstrangige, 500-1500
bp lange RNA wird in der Zelle durch das sog. Dicer-Enzym in 19-23 nt lange RNA-
Duplexe geschnitten. Das Dicer-Enzym ist eine spezifische Endonuclease der RNAse
[lI- Familie (Mondal, 2003). Die kurzen RNA-Duplexe, sog. siRNAs ("small interfering
RNA") sind der Grund fur den Sequenz spezifischen Abbau der mRNA (Elbashir,
2001). Sie werden durch eine ATP-abhangige Kinase am 5°-Ende phosphoryliert und
mittels einer Helicase entwunden. Sowohl der sense- als auch der antisense-Strang
werden in den RISC ("RNA induced silencing complex") aufgenommen (Hannon,
2002). Dieser Enzym-Komplex lagert sich mit dem siRNA-Einzelstrang an den
komplementaren mRNA-Sequenzabschnitt an (Abbildung 14). Dadurch wird zum
einen die mRNA blockiert und der Eintritt in das Ribosom inhibiert. Zum anderen wird
die mRNA durch die Nucleaseaktivitdt des RISC-Komplexes irreversibel gespalten
(Elbashir, 2001; Micura, 2002). Die Spaltung erfolgt 10 Nucleotide vom 3’-Ende des
siRNA-Stranges entfernt (Tuschl, 2001; Bartel, 2004). Nach Dissoziation des
Komplexes von der mRNA steht die siRNA fur eine erneute Spaltung zur Verfugung.
Die RNA-Interferenz ist ein katalytischer Prozess und kann bis zu Faktor 30 erreichen
(Sijen, 2001).

Da lange, doppelstrangige RNA in menschlichen Zellen eine unspezifische
Immunantwort auslost und diese Interferonausschuttung toxisch fur die Zellen ist, lief3
sich das Prinzip der RNA-Interferenz zunachst nicht auf den Menschen ubertragen.
Thomas Tuschl stellte fest, dass die Injektion chemisch synthetisierter siRNAs
hingegen keine Immunantwort auslést und dass siRNAs trotzdem die gewinschte
Wirkung erzielen (Elbashir, 2001). Damit stellt die RNA-Interferenz eine simple und
effektive Methode dar, die Funktion bestimmter Proteine zu analysieren ("functional

genomics"). Dies konnte bereits in Zebrafischen (Wargelius, 1999), in der Fruchtfliege
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D. melanogaster (Misquitta, 1999) und in C. elegans (Tuschl, 2003) erfolgreich gezeigt

werden.
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Abbildung 14: Mechanismus der RNA-Interferenz (Schwarz, 2003)

Bei der Anwendung chemisch synthetisierter siRNAs haben sich Duplexe mit 2 3'TT-
Uberhéngen als (iberlegen erwiesen (Tuschl, 2003). Generell werden Modifikationen
im sense-Strang toleriert, wahrend Modifikationen im antisense-Strang zu hohem
Verlust an katalytischer Aktivitat fihren. Dies konnte anhand der Modifizierung mit 2'-
Aminouridin und 5-lod-Uridin gezeigt werden (Parrish, 2000). Auch die Erhaltung der
A-Helix-Geometrie ist ein wichtiger Aspekt fur die Effizienz synthetischer siRNAs. Ein
groRer Vorteil der RNA-Interferenz ist, dass die injizieten siRNAs mehrere
Zellteilungen lang im Serum stabil sind. FUr den therapeutischen Einsatz werden
Konzentrationen von 1-200 nM getestet. Bereits flir das Jahr 2005 sind die ersten

klinischen Studien fur einen Wirkstoff auf siRNA-Basis vorgesehen.

Zur Gestaltung hocheffizienter siRNAs mussen einige Punkte beachtet werden (Prydz,
2004; Frantz, 2004). Neben einem G/C-Gehalt von 30-50%, um einen stabilen
siRNA/mRNA-Duplex zu gewahrleisten, sollten siRNAs keine internen
komplementaren Sequenzen haben, um Sekundarstrukturbildungen zu verhindern. Es

hat sich herausgestellt, dass eine gewisse Konsensus-Sequenz existiert, die hoch
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aktive siRNAs garantieren, sofern die mRNA gut zuganglich ist. Als Konsensus-
Sequenz haben sich folgende Positionen des sense-Stranges erwiesen: Pos. 3: A;
Pos. 13: G; Pos. 19: A; Pos. 10: U. An der Spaltstelle wird ein U bevorzugt (Pos. 10),
wahrend die restlichen Positionen eine verbesserte Aufnahme in den RISC bewirken
(Reynolds, 2004).

Die Toleranz von chemischen Modifikationen in siRNAs wurde u.a. an einem Faktor,
der die Blutgerinnung initiiert, getestet (Amarzguioui, 2003). Neben Mutationen wurde
auch die Empfindlichkeit auf 2-OMe, 2°-OAllyl und Phosphorthioate untersucht. Es
stellte sich heraus, dass chemische Modifikationen in siRNA-Strangen toleriert
werden, wobei jedoch die Position eine entscheidende Rolle spielt. Veranderungen in
der Strangmitte wirken sich nicht so stark auf die Aktivitat der siRNAs aus wie
Modifikationen am 5°-Ende der siRNAs. Bei Modifikationen am 5°-Ende ist unter
Umstanden die Phosphorylierung durch die ATP-abhangige Kinase nicht so effizient
wie bei unmodifizierten Nucleotiden (Nykanen, 2001). Zudem ist das 5°-Ende des in
den RISC eintretenden Stranges besonders sensibel, da dieser spezifische

Wechselwirkungen mit dem Enzymkomplex eingeht, die gestdrt werden kdnnten.

Auch die thermodynamische Stabilitdt der Duplex-Enden steuert die Aufnahme in den
RIS-Komplex. Durch die Helicase wird das A/U-reiche, thermodynamisch instabilere
Ende bevorzugt aufgeschmolzen. Um eine madglichst effektive Aufnahme des
antisense-Stranges zu bewirken, muss also das 5°-Ende dieses Stranges im Duplex
moglichst schwach gebunden sein (Frantz, 2004). Dieses Prinzip der asymmetrischen

Strangselektion wurde auch im Rahmen dieser Doktorarbeit aufgegriffen.
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Artifizielle Nucleoside — universelle
Basen und 2 -Modifikationen

3.1 Universelle Nucleobasen

Universelle Basen sind Nucleosidanaloga, die bei der Basenpaarung nicht zwischen
den vier naturlichen Nucleosiden diskriminieren (Loakes, 2001). Neben dieser
primaren Definition werden noch weitere, sowohl chemische als auch biologische

Anforderungen gestellt:
e geringe Destabilisierung des gebildeten Duplex

e die Eigenschaft, als Templat fur die Polymersase zu dienen

e keine Inhibierung der Polymerase-Aktivitat beim Einbau als Triphosphat

Bis heute wurde keine universelle Base entwickelt, die alle Eigenschaften erfillt.
Jedoch sind einige artifizielle Nucleoside dargestellt worden, die ein paar der
aufgefuhrten Punkte sehr gut erflllen (Loakes, 2001). Eine Auswahl wird im folgenden

kurz vorgestellt.
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Universelle Basen sollen die naturlichen Nucleobasen imitieren ohne jedoch
spezifischen Wechselwirkungen im Duplex einzugehen. Dies wird bis heute am besten
durch isostere Strukturen mit hydrophoben Basen erreicht. Auf diese Weise kann der
Einfluss der Wasserstoffbrickenbindungen auf die Struktur komplexer Biomolekule
untersucht werden. l|hre Eigenschaften als Enzymsubstrate oder Template in

Polymerase-Reaktionen sind ebenfalls von wissenschaftlichem Interesse.

Die meisten veroffentlichten Strukturen, die als universelle Basen untersucht wurden,
sind DNA-Analoga mit erhdhter Hydrophobizitat. Dies hat seinen Ursprung darin, dass
universelle Basen zunachst in "Primern" fir die PCR und der Sequenzierung
verwendet wurden. Da die RNA-Polymerase jedoch wesentlich toleranter bei der
Inkorporation modifizierter Nucleoside ist, verwundert es, dass die Eigenschaften der
Ribonucleoside bis jetzt nicht eingehender untersucht wurden. |hre geringe
Genauigkeit erhdht die Wahrscheinlichkeit des Einbaus als Triphosphat bzw. den

Einbau aller vier naturlichen Nucleobasen gegenuber der universellen Base.

Da RNA-Duplexe vor allem durch Basenstapelung und Wasserstoffbriicken stabilisiert
werden (~1 kcal/mol pro Bp) und die Erkennung von Nucleosiden in erster Linie vom
Akzeptor-Donor-Muster fur die H-Brlickenbildung abhangt, wurden als universelle
Basen zunachst hydrophobe Molekulle entwickelt, welche die Basenstapelungseffekte
erhdhen, jedoch nicht auf die Wasserstoffbrickenbildung angewiesen sind. Damit wird
ermdglicht, dass der Duplex weiterhin stabilisiert, die Basenpaarung jedoch

unspezifischer wird.

Eine natlrlich vorkommende annahernd universelle Base ist Hypoxanthin (Ohtsuka,
1985; Takahashi, 1985). Trotz ihrer suboptimalen Hybridisierungs-Eigenschaften
wurde die Nucleobase erstmals als universelle Base eingehend untersucht und
derivatisiert. Die groRe Schwankungsbreite in den T.-Werten konnte jedoch nicht
unterbunden werden (Martin, 1985; Kamayaha, 1992). 3-Nitropyrrol 1 (Abbildung 15)
hingegen diskriminiert nicht zwischen den vier nattrlichen Nucleobasen (Bergstrom,
1993&1995; Nichols, 1994). Die Erhdohung der Basenstapelungseigenschaften werden
durch die Nitrogruppe ermdglicht, die das aromatische n-System des Pyrrolringes
polarisiert. Jedoch wird trotz dieses Einflusses eine starke Destabilisierung des
Duplexes beobachtet. Von den substituierten Nitroindolen hat sich 5-Nitroindol 2 als
sehr gute universelle Base erwiesen (Loakes, 1994&1995; Vallone, 1999). Die

Destabilisierung des modifizierten, selbstkomplementaren "Dickerson"-Dodecamers
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5°-d(CGC 2AA TTN GCG)-3" ist mit AAG = 0,4 kcal/mol sehr gering (Bergstrom, 1997).
Dass nicht nur elektronische, sondern auch sterische Effekte eine entscheidende Rolle
spielen, ist am Beispiel des 4-Nitrobenzimidazols 3 zu erkennen. Die zu Adenosin
isostere Nucleobase bevorzugt bei der Duplexbildung ein Thymidin als Partner.
Dasselbe Ergebnis liefert auch 4-Aminobenzimidazol 4, welches formal Elektronen in
das n-System schiebt (Seela, 1995&1996).

NO,
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Abbildung 15: Universelle Nucleobasen (Loakes, 2001; Kool, 1994; Parsch, 2000)

Dass ein Phenylring alleine mit seinem aromatischen System keinen zusatzlichen
Beitrag zum "Stacking" leistet, zeigt das Beispiel von 1,2-Didesoxy-1-phenyl-3-D-
ribofuranose 5. Diese Modifikation bewirkt eine ausgepragte Destabilisierung sowohl
des DNA- (Millican, 1984), als auch -in der Ribonucleotidform- des RNA-Duplexes
(Parsch, 2000).

Das bestmdgliche sterische Mimetikum fur Thymidin ist 1°,2°-Didesoxy-1"-(2,4-
difluortoluol-5-yl)-B-D-ribofuranose 6 (Kool, 1994). Dieses deutlich hydrophobere
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Nucleosid besitzt eine nahezu identische Kristallstruktur wie Thymidin. 2D-NMR-
Untersuchungen und Molekuldynamik-Simulationen bestatigen, dass bei Einbau in ein
Oligonucleotid die DNA-Doppelhelixstruktur durch die Modifikation nicht gestért wird
(Guckian, 1998). Dennoch fallt der T-Wert des Duplexes um 14-19°C. Die Ergebnisse
belegen, dass neben der raumlichen Anordnung und den Wasserstoffbricken-
bindungen mehrere physikalische Effekte an der Stabilisierung eines modifizierten
Oligonucleotid-Duplexes beteiligt sind. Dies fuhrte zu breit angelegten Unter-
suchungen an hydrophoben Nucleosidanaloga. Neben 1,2-Didesoxy-1-phenyl-8-D-
ribofuranose 5 wurden auch Naphthalin-, Phenanthren- und Pyren-Substituenten
getestet (Kool, 2002). Physikalische Parameter wie der Verteilungskoeffizient log P
aus Octanol/Wasser, die Polarisierbarkeit und das Dipolmoment wurden bestimmt;
auch die Oberflachenstrukturen wurden berilcksichtigt. Mit Ausnahme der Fest-
stellung, dass der "dangling end"-Effekt mit zunehmender Ringgrée ansteigt, konnte
jedoch keine Korrelation zwischen den einzelnen physikalischen Eigenschaften der
untersuchten Verbindungen und der Basenstapelungsfahigkeit gefunden werden
(Schweitzer, 1994; Guckian, 2000; Matray, 1998; Kool, 2000). Werden neuartige
Basenpaare aus zwei hydrophoben Nucleosiden geformt, so kommt es zu einer

Stabilisierung um bis zu 5 kcal/mol.

Tabelle 3: Einfluss der universellen Nucleobasen auf die Schmelztemperaturen von Duplexen

Universelle Reduktion der Stabilitat | Schwankungsbreite
Nucleobase AT, [°C] der T,-Werte [°C]

1 8-11 3

2 4-7 3

6 14 -19 S

7 3-5 2

8 9-10 1

9 10-10,5 0,5
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5-Methyl-isocarbostyril 7 (Berger, 2000) besitzt durch das zweite aromatische
Ringsystem eine erhohte Lipophilie und zeigt verbesserte Basenstapelungs-
eigenschaften, die sich in einer geringen Destabilisierung des Duplex aul3ert. Zudem
bildet diese Nucleobase mit allen vier natirlichen Nucleosiden &ahnlich stabile

Basenpaare (Tabelle 3).

Die fluorierten Benzimidazol- und Benzolnucleoside 8 und 9 zeigen die mit Abstand
geringste Schwankung der T,-Werte (1°C bzw. 0,5°C). Aufgrund der hydrophoben
Natur dieser Nucleobasen (log P 8: 4,23; log P 9: 1,68; log P U: 0,02) und der daraus
resultierenden geringeren Solvatation ergibt sich eine Destabilisierung der Duplexe.
Bei diesen fluorierten Benzimidazol- und Benzolnucleosiden ist noch ein zusatzlicher
Effekt zu beobachten (Parsch, 2002): Bilden die beiden Nucleoside ein Basenpaar,
ergibt sich ein um 0,6 kcal/mol stabilerer Duplex als durch die Berechnungen der
einzelnen Beitrage. Diese zusatzliche Stabilisierung konnte einer F---H-
Wasserstoffbriicke zugeschrieben werden. Diese konnte auch in der Kristallstruktur
von 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9 nachgewiesen werden (Bats,
2000).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die beiden Nucleoside 8 und 9 als Grundlage
fur weitere Untersuchungen verwendet. Die Destabilisierung des Duplex sollte dabei
durch elektrostatische Wechselwirkungen einer protoniert vorliegenden Amino-
alkylgruppe an der 2°-Position unterbunden werden. Die Nucleoside 8 und 9 wurden
zudem auf ihre Eigenschaften als universelle Basen im biologischen Sinne getestet.
Dazu wurden sowohl die Triphosphate synthetisiert und der Einbau mittels einer RNA-

Polymerase getestet.



40 Artifizielle Nucleoside — universelle Basen und 2°'-Modifikationen

3.2 2 -Modifizierte Nucleoside

2’-Modifizierte Nucleoside sind aus vielen Grunden wissenschaftlich und biologisch
interessante Molekule. Da die 2'-Hydroxygruppe den Hauptunterschied zwischen DNA
und RNA darstellt, kbnnen Modifikationen an dieser Position weitreichende Einflusse
auf die chemische Stabilitat und die biologische Aktivitat der Oligonucleotide haben.
Die Substitution der 2°-OH-Funktion fuhrt zum einen zu einer deutlich erhdhten
Resistenz des Oligonucleotides gegenuber Nucleasen, zum anderen kann die
Stabilitdt von Duplexen und Triplexen dadurch gezielt moduliert werden. Das
Einfuhren neuer Funktionalititen und die daraus resultierende Madoglichkeit zur
Kupplung von anderen Molekulen (Farbstoffe, Peptide) oder zur Verzweigung der
Struktur  (dendritische  Strukturen) erdffnet ein ganzes Gebiet neuartiger

Anwendungsmdglichkeiten (Kachalova, 2000).

Die klassische Anwendung 2 -modifizierter Nucleoside ist die Erhéhung der Stabilitat
von RNA im Serum. Hierfir haben sich die in Abbildung 16 aufgefiuhrten
Modifikationen etabliert: 2°-Fluor- 10 (Heidenreich, 1994), 2°-Amino- 11 (Heidenreich,
1993), 2°-O-Methyl- 12, 2°-O-Allyl- 13, 2°-O-Methoxyethyl- 14 (Scherr, 1997).

Y

HO NH, 11 HO OMe 12

HO B HO B
O O

HO O~ 13 HO O~y 1

Abbildung 16: Gebrduchlichste 2’-Modifikationen zur Erhéhung der Nucleasestabilitit; B =

Nucleobase
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3.2.1 Synthetischer Zugang zu 2°-modifizierten Nucleosiden

Zur Synthese 2’-modifizierter Nucleoside gibt es zwei wichtige Synthesewege: Die
erste Synthesestrategie startet bei der Ribose und liefert nach Alkylierung einen 2°-
modifizierten Zucker 15, der anschlieBend mit gangigen Techniken, z.B. in einer
Glyosilierungsreaktion nach Vorbriiggen, zum Nucleosid 16 umgesetzt wird (Martin,
2003). Die effiziente Darstellung der dafur bendtigten modifizierten Zucker wurde
schon frih beschrieben (Imbach, 1982). Das Verhaltnis der entstehenden o- und -
Nucleoside hangt dabei von der verwendeten Glycosilierungsmethode und den
Edukten ab. Die zweite Methode ist die direkte Alkylierung des geeignet geschuitzten
Nucleosids 18 (siehe Abbildung 17). Diese geht von den Nucleosiden 17 aus, welche
im Falle von modifizierten Nucleobasen zuvor glycosiliert wurden (Legorburu, 1999).
Die modifizierten Nucleoside kdnnen zum Phosphoramidit umgesetzt und leicht in ein
Oligonucleotid eingebaut werden. Werden funktionelle Gruppen an der 2°-Position

eingeflhrt, so ist auch eine weitere postsynthetische Derivatisierung moglich.

RO , RO
o) OR? Alkylierung ) OR2
O
RO OH RO OMe
RO N™ O
0
O O
RO OMe 16
| NH | NH
HO o RO o /
N Y
HO OH 17 RO OH 18

Abbildung 17: Prinzipielle Synthesestrategien zur 2°-Modifizierung von Nucleosiden am Beispiel
des 2°-O-Methyluridins 16; R, R? = Schutzgruppen
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Der klassische Zugang zu 2°-O-Methylribonucleosiden fuhrt Gber die Reaktion mit
Diazomethan (Broom & Robins, 1965). Die Aktivierung des cis-Diol-Systems der
Ribose erfolgt dabei Uber einen cyclischen Zinn organischen Ubergangszustand
(Robins, 1974). Wird die Reaktion mit Methyliodid durchgefuhrt, hat sich der Zusatz
von Ag,0 vor allem bei der Darstellung von Pyrimidinnucleosiden bewahrt (Furukawa,
1965; Chattopadhyaya, 1986; Inoue, 1987).

Die Alkylierung der 2°-Position von Nucleosiden hangt stark von der Deprotonierung
der 2°-Hydroxygruppe ab. Neben den heute zumeist verwendeten Alkalimetallhydriden
sehen die Uublichen Alkylierungsvorschriften auch die Verwendung von starken
organischen Basen und anorganischen Basen wie z.B. Alkalimetallhydroxide vor. Dies
schrankt die Auswahl an Schutzgruppen fur die Nucleobase, die 5°- und die 3'-
Hydroxygruppe stark ein (Zatsepin, 2002). Wahrend die Alkylierung in Anwesenheit
von Alkalimetallhydroxiden in relativ guten Ausbeuten verlauft und keine
Nebenreaktionen an den Nucleobasen zu beobachten sind, limitieren die drastischen
Reaktionsbedingungen jedoch den generellen Einsatz dieser Methode (Tazawa,
1972). Sproat et al. entwickelten eine erfolgreiche Methode unter Verwendung von 2-
[(tert-Butyl)imino]-2-(dimethylamino)-perhydro-1,3-dimethyl-1,3,2-diazaphosphorin
BEMP (Grath, 1999; Sproat, 1990). Der Einsatz von Natriumhydrid zur Alkylierung der
2’-Position hat sich als sehr effiziente Reaktionsfihrung etabliert. Die Reaktion
ungeschitzter Ribonucleoside mit NaH und Alkylierungsreagenz liefert das
gewlnschte Produkt, da die 2’-Hydroxygruppe das acideste Proton tragt
(Chattopadhyaya, 2001). Die Menge an Nebenprodukten durch Reaktionen des
primaren 5°-Alkohols und der 3'-OH-Gruppe sind jedoch betrachtlich. Die von W.
Markiewicz entwickelte Schutzgruppe, ein substituiertes Disiloxan, stellt eine
hervorragende Madglichkeit zur simultanen Protektion der 5°- und 3’-Hydroxygruppe
dar (Markiewicz, 1979). Die Reaktivitat des Alkylierungsreagenzes spielt neben der
Diskussion der zu verwendenden Base und Schutzgruppe eine entscheidende Rolle.
Aufgrund der zu geringen Reaktivitat von Alkylhalogeniden haben sich die Ester der
Bromessigsaure als gute Alkylierungsreagenzien erwiesen (Cuenoud, 1998; Keller,
1993).
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3.2.2 Eigenschaften 2°-Aminoalkyl modifizierter Oligonucleotide

Viele chemische Modifikationen an Nucleosiden beschranken sich auf die Nucleobase.
Diese ist jedoch durch die Ausbildung von hochspezifischen Wasserstoffbricken-
bindungen eine besonders sensitive Stelle in Bezug auf Duplexbildung und biologische
Erkennungsmuster. Die 2’-Position hingegen ist nicht in diesem Mal} an diesen
Prozessen beteiligt; Substituenten an dieser Stelle kbnnen mit den Molekilen der

kleinen Furche einer Doppelhelix interagieren.

Aminoalkyl-Gruppen eignen sich in besonderer Weise als funktionelle Gruppe im
Oligonucleotid. Die Tatsache, dass sie unter physiologischen Bedingungen protoniert
vorliegen, fuhrt zu mdglichen elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem negativ
geladenen Phosphatruckgrat im Duplex. Eine Erhdhung der
Assoziationsgeschwindigkeit bei Ausbildung eines Duplex und die Zunahme der
Bindungsaffinitat konnen zu deutlich verbesserten biologischen Eigenschaften der
Oligonucleotide fuhren (Cuenoud, 1998). Durch die Reduktion der Nettoladung des
Oligonucleotids wird zudem eine grofiere Membrandurchlassgkeit und somit eine

verbesserte Zellaufnahme induziert.

Im Falle eines 3’-endstandigen 2°-y-Aminopropyl modifizierten Nucleosids wird
deutlich erhdhte Resistenz gegenuber 3’'-Exonucleasen beobachtet. Dieses Prinzip
lasst sich auch auf Hammerhead-Ribozyme zur Erhdéhung der Serumstabilitat
anwenden (Burlina, 1997). Dies ist auf eine spezifische Wechselwirkung der
Aminogruppe mit der Metallbindungsstelle der Nuclease zurlckzufuhren (Teplova,

1999) und fuhrt zu einer bis zu 100fach erhéhten Resistenz gegenuber Nucleasen.

Die Position der Aminoalkyl-Seitenkette im Nucleosid ist ebenfalls von Bedeutung, da
Aminoalkyle, die in Richtung der groRen Furche eines Duplex zeigen, aufgrund
fehlender Wechselwirkungen keine Veranderung der Duplexstabilitat herbeifihren
(Hashimoto, 1993a&b). Der stabilisierende Effekt einer Aminoalkyl-Seitenkette auf
eine Doppelhelix ist eindeutig auf die Aminogruppe zuruckzufuhren wie Hashimoto et
al. zeigen konnten. Oligonucleotide mit Aminohexyl modifizierten Nucleosiden, deren
Aminogruppe unter physiologischen Bedingungen protoniert vorliegt, binden gleich gut
an komplementare DNA-Strange wie der natirliche Strang. Hexyl modifizierte Strange

hingegen beeintrachtigen die Duplexstabilitat signifikant. Dies kommt auch in den
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Betragen der freien Energien der DNA Duplexe zum Ausdruck (Hashimoto, 1993b).
Die Aminogruppen gehen keine Wechselwirkungen zu den im selben Strang
benachbarten Carbonylgruppen der Nucleobase oder zu O4" ein. Dies konnte durch

Molekuldynamikstudien von Griffey et al. gezeigt werden (Griffey, 1996).

In Bezug auf Triplex ausbildende Oligonucleotide sind 2°-Aminoethyl modifizierte
Oligonucleotide die besten in vivo-Inhibitoren der Genexpression im Vergleich zu

anderen modifizierten Strangen (Stutz, 2001).
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HIV und anti-HIV Ribozyme

4.1 Der Hi-Virus: Verbreitung, Struktur und Therapien

Der HI-Virus (HIV = human immunodeficiency virus) gehort zur Gruppe der Retroviren.
Das Virus trat erstmals in den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts in Afrika auf. Der
Offentlichkeit bekannt wurde es durch die ersten Krankheitsfélle in Kalifornien, USA, in
den fruhen 80er Jahren. Die Patienten wiesen ein unbekanntes Krankheitsbild mit
einer Dysfunktion der T-Lymphozyten auf. Zwei Phasen der HIV-Infektion sind
charakteristisch fur die Krankheit: Nach der Infektion kommt es Uber Jahre hinweg zu
einer symptomfreien Vermehrung der Viren im Organismus und zu einer langsamen
Schwachung des Immunsystems. Die zweite Phase, der Ausbruch der Krankheit AIDS
("acquired immune deficiency syndrome"), wird vor allem Uber das Auftreten
bestimmter opportunistischer Infektionen wie z.B. der PCP (Pneumocystis Carini

Pneumonie) definiert.

Weltweit sind nach Angaben der WHO ca. 40 Millionen Menschen mit dem HI-Virus
infiziert (www.who.int; Abbildung 18). 3 Millionen Menschen sind allein im Jahr 2003
dem Virus zum Opfer gefallen. Die Zahl der Infizierten steigt trotz der Aufklarungs- und
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Praventionsmallnahmen weiter an. So sind im Jahr 2003 ca. 5 Millionen
Neuinfektionen hinzugekommen, weit Uber die Halfte davon in den afrikanischen

Landern sldlich der Sahara, ca. 30000 in Westeuropa.

- 1,8 Mio.

. 4 =2

0,7 Mio.

0,5 -0,7 Mio.

Abbildung 18: Anzahl und weltweite Verteilung HIV-infizierter Personen (WHO, 2003)

1984 wurde das Virus von L. Montagnier am Pasteur-Institut, Paris, und von R. Gallo
in den USA identifiziert (Montagnier, 2002; Gallo, 1984&2002). Die Infektion mit HIV
erfolgt durch Austausch von Korperflussigkeiten. Das menschliche Immunsystem
reagiert auf das Eindringen des Virus mit der Bildung von Antikérpern, die gegen die
Kern- und die Hullproteine gerichtet sind. Der Verlauf der HIV-Infektion lasst sich am

Spiegel der CD4-Zellen des Immunsystems verfolgen.

Aufbau und Struktur des Virus

Der HI-Virus ist ein Retrovirus aus der Gruppe der Lentiviren. Retroviren besitzen eine
viruseigene Reverse Transkriptase und ihr Provirus wird ins Wirtsgenom integriert. Er
enthalt zwei Kopien einer einzelstrangigen (+)-RNA und besteht aus ca. 9200 Basen.
Der retrovirale Replikationszyklus des HI-Virus nutzt die Zellmaschinerie der Wirtszelle

zur Vermehrung. Die Vermehrung findet dabei in Zellen statt, die den CD4-Rezeptor




HIV und anti-HIV Ribozyme 47

tragen (v.a. T-Helfer-Lymphozyten, Makrophagen). Fiur den Eintritt von HIV in die Zelle
sind die viralen Hullproteine gp120 und gp41 verantwortlich (Abbildung 19). Das
Glycoprotein gp120 ist nicht kovalent an das in der Membran verankerte gp41
gebunden und bindet an den CD4-Rezeptor der Wirtszelle. Nach Fusion mit der
Zellmembran wird das HIV-Genom in die Wirtszelle geschleust und die Virushulle
aufgelost. Der Reversen Transkriptase dient eine tRNA der Wirtszelle als Primer,
bevorzugt tRNA™™® oder tRNA"™®. Nach der reversen Transkription der viralen RNA,
welche in subviralen Partikeln stattfindet, wird die synthetisierte DNA in den Zellkern

geschleust.

Glykoprotein gp41
in der Membranhdlle —

t _Glykoprotein

( gp120

2

Protein der p_-"
Wirtszelle

Lipid-Schicht < 3

Nukleokapsid ¢ i
(Eiweilkhille der
Mukleinsaure)

Reverse Transkriptase

RMNA mit
Proteinhdlle

'p24 Antigen
(Eiweiltmolekll der Kemhille)

Abbildung 19 Struktur und Aufbau eines HI-Viruspartikels (GlaxoSmithKline, 2004)

Retrovirale Genome integrieren unspezifisch in zelluldare Chromosomen. Diese
Integration der Virus-DNA in die DNA der Wirtszelle erfolgt mit Hilfe der viruseigenen
Integrase, einer polynucleotidischen Transferase. Diese besitzt sowohl eine Spalt- als
auch eine Ligasefunktion. Nach der Transkription erfolgt der RNA-Export aus dem
Zellkern, und die Translation im Cytoplasma. Aus der entstehenden Polypeptidkette
werden die viralen Proteine mittels einer Protease herausgeschnitten (Wills, 1991).
Nach Assemblierung erfolgt die Virusknospung aus der Zellmembran. Das neue
Viruspartikel verlasst die Wirtszelle und reift aulerhalb der Zelle (Flint, 1999; Coffin,
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1997). Im Innern des Viruspartikels sind die Erbinformationen in ein konisches Kapsid

verpackt und durch Nucleokapsid-Proteine geschutzt.

Die Kernproteine des HIV weisen — verglichen mit denen anderer Retroviren — eine
sehr konstante Primar-Struktur auf. Das HIV-Genom enthalt an beiden Enden je eine
LTR-Sequenz ("long terminal repeat"), welche Promotor- und enhancer-Elemente
besitzt. Drei typische Strukturgene sind gag, pol und env (Abbildung 20). Die Sequenz
des gag-Gens codiert fur die Kernproteine wie das 240 AS umfassende Kapsidprotein
p24, env steht fur die Sequenz der Membranproteine. Diese Hullproteine werden im
endoplasmatischen Reticulum glycosiliert und gefaltet. Das pol-Gen ist aus
therapeutischer Sicht das wichtigste und am haufigsten inhibierte Gen und codiert fur
die Protease, die Reverse Transkriptase und die Integrase (Klebba, 2000). Die
Polymerase des HI-Virus besitzt wie andere Retroviren auch neben der Reverse
Transkriptase auch eine RNAse H- Funktion. Das HIV-Genom besitzt zwei wichtige
regulatorische Gene, welche die virale Genexpression auf transkriptioneller Ebene
kontrollieren: Tat ist flr die Expressionssteigerung zustandig und rev transportiert das

RNA-Transkript in das Cytoplasma.
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Abbildung 20: Zusammensetzung und wichtigste Strukturgene des HIV-Genoms; rote Balken:
zugéngliche GUC-Tripletts im HIV-Genom; blaue Pfeile: GUC-Tripletts, gegen die

anti-HIV Ribozyme eingesetzt wurden.
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Als Therapiemdglichkeit hat sich die "hochaktive antiretrovirale Therapie" ("HAART")
durchgesetzt. Nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft erzielt diese Kombinations-
therapie, die sich aus mehreren hochwirksamen Substanzen zusammensetzt, in den
meisten Fallen die groften Erfolge. Trotz der erzielten Fortschritte kdnnen bis heute
nur lebensverlangernde MalRnahmen gegen AIDS angewandt werden, da sich der HI-
Virus, wie im folgenden Abschnitt verdeutlicht wird, durch Mutationen und Resistenzen

den Therapeutika entzieht.

Im Zuge von HAART werden vor allem sog. "small molecules" (Molekulargewicht
<1000 g/mol) eingesetzt. Diese artifiziellen Nucleoside wie auch nicht-nucleosidische
Verbindungen werden als Reverse Transkriptase-Hemmer (RTIl) oder Protease-
Hemmer eingesetzt. Im Gegenteil zu RTIs unterdricken die Protease-Hemmer den
viralen Reifungsprozess in bereits infizierten Zellen. Integrase-Hemmer sind zur Zeit

noch nicht auf dem Markt, die erste Zulassung wird fur das Jahr 2009 angestrebt.

Eines der ersten Medikamente, die zur Unter-
0 druckung der Replikation des HI-Virus zur Ver-
fugung standen, war 3’-Azidothymidin 19 (Zido-
/g vudine®) im Jahr 1986 (Abbildung 21). Dieser RTI

O wird auch heute noch erfolgreich in der Kom-
binationstherapie eingesetzt. Die Kombinations-
therapie besagt, dass mindestens zwei Reverse

Transkriptase-Hemmer eingesetzt werden. Eine

Dreier-Kombination enthalt zur Zeit haufig

Abbildung 21: 3’-Azidothymidin 19 e ) , ,
I Y zusatzlich einen Protease-Hemmer, jedoch sind

auch andere Mehrfachkombinationen denkbar. Dabei werden die potenziellen
Kombinationsmaoglichkeiten an eventuell auftretenden Neben- und Wechselwirkungen
mit anderen Substanzen sowie an den spezifischen Bedlrfnissen des Patienten

ausgerichtet.

Die Reverse Transkriptase des HIV hat eine sehr hohe Fehlerrate (1:1700 — 1:4000).
Aufgrund der fehlenden 3°-5°-Exonuclease-Aktivitat zum "Proofreading", d.h. zur
Kontrolle der korrekten Synthese, kommt es leicht zu Mutationen (Williams, 1992). Um
schnell aufkommende Resistenzen durch Mutationen zu verhindern, muss bei der

Kombinationstherapie auf einen ausreichenden Wirkstoffspiegel geachtet werden, d.h.
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auch der Talspiegel muss im therapeutischen wirksamen Bereich liegen. Damit wird
ein relativ schneller Rickgang des Virus-Titers induziert und eine Selektion resistenter
Viren verhindert. Die Methoden zur Regulation der Genexpression stellen ein
aussichtsreiches Mittel zur Unterdrickung der HIV-Replikation dar. Es wurden - wie im
folgenden Abschnitt beschrieben - bereits anti-HIV Ribozyme und Aptamere
entwickelt. Die chemische Modifikation solcher Ribozyme, deren Aktivitat durch HIV-
Punktmutationen nicht beeintrachtigt werden sollte, ist Hauptbestandteil der

vorliegenden Doktorarbeit.

4.2 Anti-HIV Ribozyme

Entscheidend fir die Aktivitat eines Ribozyms in einem zellularen System ist die
Zuganglichkeit der Zielsequenz. Komplexe Sekundar- und Tertidrstrukturen kénnen
die Anlagerung des Ribozyms unterbinden. Die Aufklarung der raumlichen Strukturen
einzelner Regionen des viralen Genoms kann durch Analyse gezielt durchgefuhrter
Nuclease katalysierter Reaktionen oder durch Einsatz spezifischer Chemikalien
erfolgen (Kronenwell, 1996). Auch Computer gestitzte RNA-Faltungsprogramme
sowie in vitro Evolutionstechnologien (SELEX) kdnnen entscheidende Beitrage zur
Strukturaufklarung liefern (Chapman, 1994). Bei anti-HIV Ribozymen spielt auch die
Ubertragung der Resultate von zellfreien kinetischen Studien in das zelluldre System
eine wichtige Rolle. Unter physiologischen Bedingungen im Cytoplasma bewirken
multiple Effekte oft eine Modulation der Ribozymaktivitat. Neben der Konzentration der
Ziel-RNA ist auch die Art ihrer Prozessierung und der Transport des Ribozyms
innerhalb der Zelle limitierend. Bei retroviral exprimierten Ribozymen ist eine
geeignete Colokalisation von Ribozym und Ziel-RNA entscheidend. Auch der

Transport des Ribozyms vom Zellkern in das Cytoplasma muss effektiv sein.

Die ersten anti-HIV Ribozyme waren gegen das gag-Gen gerichtet (Sarver, 1990).
Transfizierte Humane CD**-HeLa-Zellen wiesen nach HIV-Infektion einen niedrigeren
p24-Antigen-Spiegel im Kulturiberstand auf als die Kontrollzellen. Neben dem gag-
Gen wurden die meisten anti-HIV-Ribozyme gegen 5-LTR (Yu, 1993) und tat (Zhou,
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1994) gerichtet. In Analogie zur antiretroviralen Kombinationstherapie wurden die
"Multitarget-Ribozyme" entwickelt (Klein, 2002). Dabei werden mehrere Ribozyme, die
gegen verschiedene Regionen des HIV-Genoms gerichtet sind, simultan exprimiert,
um eine moglichst effiziente Unterdrickung der HIV-Replikation zu gewahrleisten. In
Abbildung 22 sind anhand von zwei Hairpin- und einem Hammerhead-Ribozym drei
Beispiele gegeben.
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Abbildung 22: Drei effiziente retroviral exprimierte anti-HIV-Ribozyme (Klein, 2002). A: LHPPoI7;
B: LHPPol11; C: LHHPol13

Unterschiedliche Vektoren und retrovirale Transkripte haben unter Umstanden grof3en
Einfluss auf die anti-HIV-Effektivitat der Ribozyme. Der antivirale Effekt ist daher das
wichtigste Kriterium zur funktionellen Charakterisierung und zur optimalen Evaluation

eines anti-HIV Ribozyms. Die p24-Konzentration ist dabei ein wichtiger Indikator fur
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die Konzentration an infizierten, Viren produzierenden Zellen. Die Analyse des
antiviralen Effektes erfolgt deshalb tber die Messung der p24-Konzentration nach der
HIV-Infektion. Als Schwellenwert fur p24 gilt 100 pg/ml im Kulturiberstand, da es ab
dieser Konzentration theoretisch immer zu einem Durchbruch der HIV-Infektion
kommen kann. Entscheidend flr die Effektivitat der Ribozymkonstrukte ist in diesem
Fall die Grolde des Zeitraumes nach Unterdriackung der HIV-Replikation bis der p24-
Schwellenwert wieder erreicht wird. In Abbildung 22 sind die effektivsten retroviral

exprimierten anti-HIV Ribozyme aufgefuhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass das Hammerhead-Ribozym LHHPoI13, welches
gegen das 13. GUC-Triplett des HIV-Genoms im Pol-Gen gerichtet ist, am
effizientesten die HIV-Replikation inhibiert. Bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes nach acht Wochen konnte die HIV-Repliktion vollstandig unterdruckt
werden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Kinetik der HIV-Replikation in LCo und LHHPol13 exprimierenden Hut78-Zellen
nach der HIV-Infektion. O = infizierte Kontrollzellen, ® = LHHPol13 exprimierende,

infizierte Zellen.
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Dabei wurden Inhibierungsraten von 3-4 Zehnerpotenzen erreicht. Nach 56 Tagen lag
die Konzentration an p24 im Kulturiberstand lediglich bei ca. 10 mg/ml; ein Wert, der
deutlich unter dem Schwellenwert liegt und die effiziente Inhibierung der HIV-
Replikation verdeutlicht. Das Hammerhead-Ribozym LHHPol13 wurde aufgrund dieser
guten Inhibitionsraten als Grundsequenz fur die Ribozyme genommen, die im Rahmen

dieser Doktorarbeit entwickelt wurden.
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5 -Triphosphate — Synthese und
Anwendung

Chemisch modifizierte Nucleosid-Triphosphate sind von grofiem therapeutischen und
vor allem diagnostischem Interesse. |hr Einsatz als Terminatoren bei der DNA-
Sequenzierung und Mutationsanalyse erforderte die Entwicklung eines kurzen,
effizienten Syntheseweges. In den letzten Jahren wurden verschiedenste Synthese-
strategien publiziert (Burgess & Cook, 2000). Allen gemein ist, dass sie fur
verschiedene Substrate sehr unterschiedliche Ausbeuten liefern. Somit ist ein

kombinatorischer Ansatz zur Triphosphat-Synthese heute noch nicht verflgbar.

NH,
0 N—=>N
, g Do </ |
Q o3 O
HO OH 20

Abbildung 24: Aufbau eines Nucleosid-5"-Triphosphats am Beispiel des ATP 20
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5.1 Synthese nucleosidischer 5 -Triphosphate

Die biologische Relevanz von Triphosphaten und ihr Einsatz in chemischen
Laboratorien hat zur Entwicklung verschiedener Synthesestrategien gefuhrt. Als
gunstigste Synthesemethode hat sich der nucleophile Angriff von Pyrophosphat an ein
aktiviertes Monophosphat erwiesen. Als Alternative besteht die Moglichkeit des
nucleophilen Angriffs eines Phosphats an ein aktiviertes Nucleosidpyrophosphat oder
die direkte EinflUhrung des Triphosphats, wenn die 5°-Hydroxylfunktion eine geeignete

Abgangsgruppe tragt.

Synthese nach Yoshikawa

Der erste Reaktionsschritt bei der chemischen Triphosphatsynthese ist die
regioselektive Phosphorylierung der 5°-Hydroxygruppe. Ein haufig verwendetes
Reagens bei dieser Reaktion ist POCI;. Yoshikawa konnte zeigen, dass die
Verwendung von Trialkylphosphaten als Losungsmittel die Reaktion erheblich
beschleunigt (Yoshikawa, 1967). Zum einen bildet sich ein hochreaktiver, "Vilsmeier-
Haack"-artiger Komplex 21 aus z. B. Trimethylphosphat und POCI; (Abbildung 25).
Zum anderen sind sowohl das relativ unpolare Nucleosid als auch die polaren
Reagenzien in Trimethylphosphat grotenteils Ioslich. Das Monophosphat 22 mit
funfwertigem Phosphor wird in situ mit Bis(tributylammonium)dihydrogenpyrophosphat
umgesetzt. Das zyklische Triphosphat wird durch Zugabe von
Triethylammoniumbicarbonat-Losung hydrolisiert und resuliert im linearen Triphosphat
23.

Der gro3e Vorteil der Synthesemethode von Yoshikawa ist, dass die gesamte
Synthese in einem Schritt durchgefuhrt werden kann ("one-pot-synthesis"). Die teils
geringe Regioselektivitdt an der 5°-Position kann zu Nebenprodukten flihren, deren

Menge aber in den meisten Fallen vernachlassigt werden kann.
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Abbildung 25: 5°-Triphosphatsynthese nach Yoshikawa; B = A, C; G, U

Synthese nach Ludwig-Eckstein

Die Synthese von Triphosphaten nach der Methode von Ludwig-Eckstein bedient sich
eines zusatzlichen Reaktionsschrittes (Ludwig & Eckstein, 1989). Um die
Regioselektivitdt der Phosphorylierung an der 5°-Position zu erhéhen, fuhrt man bei
dieser Synthesevariante zunachst Schutzgruppen fur die 2°- und 3’-Hydroxyfunktion
ein. Die bevorzugt verwendeten zyklischen Acetale konnen in hohen Ausbeuten
eingefuhrt werden und werden am Ende der Triphosphatsynthese in situ wieder
abgespalten. Das aktivierte Monophosphat 24 wird mit Salicoylchlorphosphit
dargestellt (Abbildung 26). Durch Zugabe von Tributylammoniumpyrophosphat wird
ein zyklisches Triphosphat 25 ausgebildet, dessen a-Phosphoratom dreiwertig vorliegt.
Aus diesem Grund muss bei der Methode nach Ludwig-Eckstein ein Oxidationsschritt

mit 1%iger l,-Losung in einem Pyridin/H,O-Gemisch erfolgen (Schoetzau, 2000). Die
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nachfolgende Linearisierung des Triphosphates zu Verbindung 26 und die Abspaltung

der Schutzgruppen erfolgt mit 5%iger Natriumhydrogensulfit-Losung.

1. 2-3"-Acetalisierung

2. Salicoylchlorphosphit, DMF / Pyridn
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Abbildung 26: 5°-Triphosphatsynthese nach Ludwig und Eckstein; B = A, C, G, U

Eine weitere Methode zur Aktivierung der Monophosphate besteht in der in situ-
Umsetzung mit 5°-Phosphormorpholidat. Auf diese Weise konnte dATP in hoher
Ausbeute hergestellt werden (Moffatt, 1964). Zur Synthese von Nucleosid-5'-
Triphosphaten stehen auch biokatalytische Methoden zu Verfigung. Ihr Einsatz wird
jedoch durch die unterschiedliche Akzeptanz der Substrate stark limitiert.

Die Aufreinigung von nucleosidischen Triphosphaten nach der chemischen Synthese
erfolgt Uber mehrere chromatographische Trennschritte. Zunachst wird Uber eine
Anionenaustauscher-FPLC ein  Groldteil des Pyrophosphats, die unpolaren
Reagenzien und Nebenprodukte wie Monophosphat und anorganische Polyphosphate
abgetrennt. Als Trennmatrix dient hierbei DEAE-Cellulose mit
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer (TEAB) als flussiger Phase. Da Pyrophosphat die
gleiche Ladung tragt wie das synthetisierte Triphosphat, ist die Trennung oftmals nicht
vollstandig und eine zweite chromatographische Reinigung wird notwendig. Diese

zweite Anionenaustauscher-Chromatographie erfolgt meist an einem HPLC-System




5’-Triphosphate — Synthese und Anwendung 59

mit einem Kaliumphosphat-Puffer und einem steigendem Gradienten an Formamid.
Das auf diese Weise isolierte Triphosphat kann aufgrund der relativ unpolaren
Nucleobase uber Reversed Phase-HPL-Chromatographie entsalzt und von restlichem
Formamid abgetrennt werden. Die leicht flichtigen, protischen Ammoniumsalz-Puffer
(TEAA, TEAB) eignen sich besonders fur die Aufreinigung von Triphosphaten
(Burgess & Cook, 2000).

31P-NMR-Spektren von nucleosidischen Triphosphaten zeigen in D,O drei
charakteristische Resonanzen: ein Duplett bei ca. -6 ppm (y-Phosphoratom) und ein
Duplett bei ca. —11 ppm (a-Phosphoratom). In D,O findet man fur das -
Phosphoratom, das mit zwei weiteren Phosphoratomen koppelt, im Breitband
entkoppelten Spektrum ein Triplett bei etwa —-22 ppm. Dabei ist die chemische
Verschiebung der Peaks stark vom pH-Wert und den vorliegenden Gegenionen
abhéangig. Dies kann auch zur Uberlagerung des a- und y-Signals fihren. Die Eichung
erfolgt Ublicherweise an einem externen Standard wie z.B. H3;PO4s. Um
Austauschprozesse wahrend der Messung zu unterdrucken, eignet sich die Zugabe
von EDTA (Ludwig, 1989).

Die Synthese nucleosidischer Triphosphate, ihre Aufreinigung, die Charakterisierung
und Lagerung ist aus vielen Grunden problematisch. Durch die Anwesenheit
unpolarer, geschitzter Nucleoside und hochgeladener, ionisch vorliegender
Reagenzien wie Pyrophosphat wahrend der Synthese ist die Wahl des Losungsmittels
von entscheidender Bedeutung. Zudem sind Triphosphate leicht zu hydrolisieren, vor
allem in sauren und basischen Medien. Auch nach der Aufreinigung ist im Umgang mit
Triphosphaten &uRerste Vorsicht geboten. Da Triphosphate beim Ldsen in
ungepuffertem Wasser den pH-Wert erniedrigen, wenn sie im protischen Zustand
vorliegen, eignen sich Trialkylammonium-lonen in besonderer Weise als Gegenionen.
Sie sind im Vakuum leicht entfernbar und erhéhen die Bestandigkeit der Triphosphate

auch im festen Zustand.
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5.2 Enzymatischer Einbau von 5" -Nucleosid-Triphosphaten

Die chemischen Eigenschaften universeller Nucleobasen und ihr Einfluss auf die
Stabilitdt von RNA- und DNA-Duplexen wurde in Kapitel 3 ausfuhrlich erlautert. Um zu
untersuchen, ob ein Nucleosid auch im biologischen Sinn eine universelle Base ist,
wird sowohl seine Eignung als Templat als auch seine Akzeptanz durch Polymerasen
getestet. Zudem wird die Fahigkeit zur Kettenverlangerung in Oligonucleotiden

untersucht.

Zur Uberprifung der Templateigenschaften kann das Ribonucleosid mittels
Phosphoramidit-Chemie in ein RNA-Templat eingebaut werden. Handelt es sich bei
dem Nucleosid um eine universelle Base, so musste eine Reverse Transkriptase
statistisch gesehen gegenuber der Modifikation jedes natirliche dNTP gleich haufig
einbauen. Oft beobachtet man jedoch eine Bevorzugung der Pyrimidine oder Purine
(Loakes, 2003). Dies kann sowohl sterische Grunde haben als auch am veranderten
Donor-Akzeptor-Muster liegen, welches fir die Ausbildung von Wasserstoffbricken-

bindungen wichtig ist.

Die Akzeptanz eines Triphosphats durch ein Enzym kann auch durch dessen
enzymatischen Einbau in ein nascierenden Oligonucleotid getestet werden. Hierfir
wird das Nucleosid nach einer der in Kapitel 5.1 beschriebenen Methoden zu einem
Triphosphat umgesetzt. Im Falle von 5°-Triphosphat-Ribonucleosiden bietet sich ein in
vitro-Transkriptionssytem mit einer RNA-Polymerase an. Polymerasen sind Enzyme,
die als Nucleotidyl-Transferasen die Verknupfung von Nucleosid-5"-Triphosphaten zu
Nucleinsduren unter Abspaltung von Diphosphat katalysieren (Young, 1991). Die
DNA-Polymerasen und Reversen Transkriptasen weisen dabei einige Unterschiede zu

den RNA-Polymerasen auf.

DNA-Polymerasen und Reverse Transkriptasen

Die verschiedenen DNA-Polymerasen weisen grofle Sequenzhomologien auf —
speziell im katalytischen Zentrum und der Tertiarstruktur (Braithwaite, 1993).

Mechanistische Studien wurden dabei vor allem an Rontgenstrukturen von Komplexen



5 ’-Triphosphate — Synthese und Anwendung 61

aus Enzym, Templat, Primer und Triphosphat durchgefiihrt. In Studien von Doublié
wurde der Mechanismus der Kettenverlangerung im katalytischen Zentrum der T7
DNA-Polymerase in einer Kristallstruktur festgehalten (Doublié, 1998). Das Enzym
wechselt bei der Kettenverlangerung zwischen einer offenen und geschlossenen
Konformation, die der Form einer rechten Hand ahnelt. Die Doppelhelix, die durch die
Enzymtasche geleitet wird, wird bei der Kettenverlangerung am Phosphatrickgrat
durch die "Finger"-, "Daumen"- und "Handteller"-Region — um bei dem Bild der rechten
Hand zu bleiben — fixiert (siehe auch: Kiefer, 1998; Huang, 1998).

Fur die Polymerisation sind zwei
Metallionen (z.B. Magnesiumionen)
essentiell. Diese werden von zwei
Aspartat-Resten komplexiert  und
wechselwirken mit den drei Phosphat-
einheiten des einzubauenden Tri-
phosphats (Abbildung 27). Durch den
Angriff der 3’-Hydroxygruppe des
entstehenden Oligonucleotides wird der
Abgang des PP; erleichtert, welches im

Anschluss hydrolisiert wird. Dieser

Mechanismus gilt sowohl fur die Familie

Abbildung 27: Oberflichendarstellung des kat. ~ der DNA-Polymerasen als auch fir
Zentrums einer HIV-1 RT (blau:  Reverse Transkriptasen. Das hydro-

pos. Bereiche; rot: neg. Bereiche;  phobe Reaktionszentrum, vor allem im
gelb: M**-lonen; Huang, 1998)

Bereich der Zuckereinheit des Triphosphats, scheint fir die Reverse Transkriptase das
Diskriminierungsmerkmal zwischen der Desoxyribose und der Ribose zu sein (Huang,
1998).

RNA-Polymerasen

Essentiell fir die RNA-Polymerasen ist der doppelstrangige DNA-Promoter/Templat-

Bereich, welcher mindestens 17 Nucleotide umfasst. Haufig verwendete RNA-
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Polymerasen sind die T3, T7 und SP6 Polymerase. Sie verknipfen den Primer nicht
mit dem entstehenden RNA-Transkript und bendtigen ein GG-Dimer als Startsequenz.
Die T7 RNA-Polymerase erlaubt die Synthese fast jeder beliebiger RNA. Die Sequenz
des Templats hat jedoch erheblichen Einfluss auf die Ausbeute der Transkription. Die
T7-RNA-Polymerase kann an das 3'-Ende des Transkriptes ein Nucleotid anhangen,
welches nicht durch das Templat codiert wird (Uhlenbeck, 1987). Dieser Effekt wurde

auch bei der SP6-Polymerase beobachtet.

RNA-Polymerasen und Reverse Transkriptasen besitzen eine wesentlich hohere
Fehlerraten als andere Enzyme der Polymerase-Familie. Dies macht sie zu einem

besonders wertvollen Werkzeug zur Untersuchung artifizieller Nucleoside.

Enzymatischer Einbau nucleosidischer 5°-Triphosphate

Der Einbau modifizierter Triphosphate hangt stark von der verwendeten Polymerase
ab. Die humane DNA Primase weist zwar eine hohe Fehlerrate beim Einbau
natlrlicher dNTPs auf, sie ist jedoch gegenuber artifiziellen Triphosphaten sehr
selektiv. Ein Primase katalysierter Einbau artifizieller Triphosphate wurde bislang nur
selten festgestellt (Kuchta, 2004) und hangt stark von der Moglichkeit des
Triphosphats ab Wasserstoffbriickenbindungen im neuen Basenpaar aufzubauen. Im
Gegensatz dazu bauen die T7 Polymerase und das Klenow-Fragment der DNA
Polymerase | auch hydrophobe dNTPs ein wie z.B. das zum Thymidin isostere 2,4-
Difluortoluol modifizierte 5°-Triphosphat (Morales, 2000; Chiaramonte, 2003). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass Polymerasen im Laufe der Evolution
mindestens zwei grundlegend verschiedene Mechanismen entwickelten, um zwischen

korrektem und inkorrektem Einbau von Nucleotiden zu differenzieren.
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Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die Entwicklung und Synthese 2 -modifizierter
universeller Nucleobasen, die RNA-Duplexe nicht destabilisieren. Diese sollten in ein
anti-HIV Hammerhead-Ribozym eingebaut werden und ihr Einfluss auf die katalytische
Aktivitat der Ribozyme untersucht werden. Neben der Bestimmung der kinetischen
Parameter war dabei von Interesse, inwiefern die Hammerhead-Ribozyme in der Lage

sein wiurden die Anwesenheit von genomischen Punktmutationen zu tolerieren.

Basierend auf den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, dass es sich bei den
fluorierten Nucleosiden 1°-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D-ribofura-
nose 8 und 1°-Desoxy-1’-(2,4-difluorphenyl)-R-D-ribofuranose 9 um universelle Basen
handelt, sollte eine unter physiologischen Bedingungen protonierbare Gruppe in die
Nucleoside eingefihrt werden. Die potenziellen elektrostatischen Wechselwirkungen
mit dem Phosphatrickgrat eines RNA-Strangs sollten zu einer Stabilisierung der

artifiziellen Basenpaare fuhren.

Die Durchfuihrung der Synthese der 2°-Aminoethyl modifizierten Verbindungen 27 und
28 (Abbildung 28) und die Darstellung ihrer Phosphoramidite sollte kupplungsfahige
Monomere fur die Oligoribonucleotid-Festphasensynthese liefern. Nach Etablierung
eines auf Fluoreszenz basierten Assays zur Bestimmung der kinetischen Parameter

von Hammerhead-Ribozymen sollte zunachst der Einfluss der 2’-unmodifizierten



64 Aufgabenstellung

Nucleoside 8 und 9 auf die Ribozymaktivitdt untersucht werden. Das zugrunde
liegende anti-HIV Hammerhead-Ribozym sollte soweit wie maoglich minimiert und

hinsichtlich seiner katalytischen Aktivitat optimiert werden.
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Abbildung 28: Anti-HIV Hammerhead-Ribozym und einzubauende Modifikationen 27 und 28; M =
Position der Modifikation, N = A, C, G, U

Um den Einfluss der 2°-Aminoethyl modifizierten Nucleoside 27 und 28 auf die
thermodynamische Stabilitdt von RNA-Duplexen zu Uberprufen, sollten UV-VIS
spektroskopische Untersuchungen an monomodifizierten RNA 12meren durchgeflhrt

werden.

Die Bestimmung der kinetischen Parameter des optimierten Hammerhead-Ribozyms
sollte unter "muiltiple turnover'-Bedingungen stattfinden. Die artifiziellen Nucleoside 27
und 28 sollten in das Ribozym eingebaut und gegen alle vier mdglichen, natirlichen
Substrate getestet werden, um das Vorliegen genomischer Punktmutationen zu
simulieren (Abbildung 28).
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Ein weiteres Ziel war das Verhalten der universellen Basen in Polymerase
katalysierten Reaktionen. Hierbei sollten sowohl die Templateigenschaften der
artifiziellen Nucleoside untersucht werden als auch ihre Fahigkeit als Substrate fur
eine Polymerase zu fungieren. Handelt es sich bei den vorliegenden Nucleosidanaloga

auch um universelle Basen im biologischen Sinn?
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Abbildung 29: Nucleosidische 5°-Triphosphate 96 und 97 aus den Nucleosidanaloga 8 und 9

FUr beide Untersuchungen sollten geeignete Testsysteme entwickelt werden. Zum
Einsatz der fluorierten Nucleoside als Enzymsubstrate sollten die 5°-Triphosphate
synthetisiert werden (Abbildung 29). Neben der Akzeptanz durch die Polymerase sollte

dabei auch die Kettenverlangerung nach Einbau der Modifikation getestet werden.
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Synthese 2'-Aminoethyl modifizierter,
fluorierter Nucleosidanaloga

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollten universelle Nucleobasen entwickelt
werden, die nicht zu einer Destabilisierung von RNA-Doppelhelices fuhren. Diese
sollten in der Lage sein Punktmutationen in biologischen Systemen zu tolerieren, ohne
die RNA-Erkennung zu beeinflussen. Ausgehend von den fluorierten Benzimidazol-
und Benzolnucleosidanaloga 8 und 9, die in unserer Arbeitsgruppe als gute universelle
Basen identifiziert worden sind, sollte der Einfluss einer protonierbaren

Aminoethylgruppe in 2°-Position evaluiert werden.
Bei diesem Ansatz spielen drei Effekte eine wichtige Rolle:

1) Die hydrophoben Nucleobasen 4,6-Difluorbenzimidazol und 2,4-Difluorbenzol
sind den naturlichen Nucleobasen Guanin und Uracil sterisch nahezu identisch.
Sie kdnnen keine klassischen Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden, sind
jedoch durch die Substitution der Carbonylgruppen durch eine C-F-Bindung
sterisch nicht anspruchsvoll.

2) Die Fluorsubstituenten am aromatischen System der Nucleobase fuhren zu

erhohten Basenstapelungseigenschaften (Parsch, 2000).
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3) Durch die Einflhrung einer Ladung in der 2’-Position der Ribose kdnnen
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Phosphatrickgrat zu einer

zusatzlichen Stabilisierung des RNA-Duplex fuhren.

Dieses Prinzip der zweifachen Erkennung ("dual recognition"; Blommers, 1998) ist in
den Zielmolekulen 27 und 28 vereint und sollte zu universellen Basen fuhren, die gut

in biologischen Systemen anwendbar sind.

71 Synthese der 4,6-Difluorbenzimidazol- und 2,4-Difluor-

benzol-Ribonucleoside

Die Nucleosidanaloga 8 und 9 sind den naturlichen Nucleosiden Guanosin 29 bzw.
Xanthin und Uridin 30 sterisch sehr ahnlich. Alle Sauerstoff- und nahezu alle
Stickstoffatome der Nucleobase sind formal substituiert worden, da diese ideale
Donor- bzw. Akzeptor-eigenschaften fur die Ausbildung von Wasserstoffbricken-
bindungen aufweisen. Das beste Mimetikum fir die Carbonylsauerstoffe in
Nucleobasen sind Fluoratome (Pankiewicz, 2000). Dies betrifft sowohl die atomare
Grolde als auch die Polaritat des Substituenten. In Anlehnung an die bereits in Kapitel
3 erwahnten Resultate von Eric Kool wurden die Stickstoffe im Sechsring der

Nucleobasen durch sp?hybridisierte Kohlenstoffe ersetzt (Abbildung 30).

0 ol
N N NH NH
', . C
HO N FHO N N/)\NHZ HO F HO N*o

HO OH 8 HO OH 29 HO OH 9 HO OH 30

Abbildung 30: Fluorierte Nucleoside 1 -Desoxy-1-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)--D-ribofura-
nose 8 und 1°-Desoxy-1’-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9 verglichen mit den

beiden entsprechenden natiirlichen Nucleosiden Guanosin 29 und Uridin 30.
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7.1.1  Synthese von 1°-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-3-

D-ribofuranose 8

Zur Synthese des Nucleosids 1°-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-8-D-
ribofuranose 8 muss zunachst das 4,6-Difluorbenzimidazol hergestellt werden. Die
Vorbriiggen-Glycosilierung mit einer geeignet geschitzten B-Ribofuranose liefert das
gewunschte Nucleosid in hohen Ausbeuten. Der Syntheseweg wird im folgenden

naher beschrieben.

Darstellung von 4,6-Difluorbenzimidazol

Ausgehend von kauflichem 2,4-Difluoracetanilid 31 wird im ersten Reaktionsschritt
eine Nitrogruppe in Position 6 eingefihrt. Die Nitrierung erfolgt unter
Standardbedingungen mit Nitriersaure aus 65%iger HNO3; und konz. H,SOy, in Eisessig
(Finger, 1951). Nach 90minutiger Reaktionszeit wird das Produkt 32 durch Gielden auf
Eiswasser gefallt und wird nach Umkristallisation aus Ethanol in 80%iger Ausbeute
erhalten. Die induktiven und mesomeren Effekte dirigieren den Nitrosubstituenten
dabei selektiv in die 6-Position. Das Auftreten anderer Substitutionsprodukte wird bei

dieser Reaktion nicht beobachtet.

Die Acetylschutzgruppe des 2,4-Difluor-6-nitroacetanilid 32 wird unter sauren
Bedingungen abgespalten. Die Reaktion erfolgt in konzentrierter Schwefelsaure bei
95°C (Abbildung 31). Aufgrund der im Vergleich zum Edukt erhohten Wasserloslichkeit
von 2,4-Difluor-6-nitroanilins 33 ist nach der Auskristallisation des gelben Feststoffes
aus Eiswasser auf eine grindliche Nachfallung zu achten. Bei der Filtration muss die
restliche Saure vorsichtig ausgewaschen werden, um Ausbeuteverluste zu vermeiden.
2,4-Difluor-6-nitroanilin 33 konnte nach Umkristallisation aus einem Wasser/Ethanol-

Gemisch (20:3) in 78%iger Ausbeute erhalten werden.
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Abbildung 31: Synthese des 4,6-Difluorbenzimidazols 35, ausgehend von 2,4-Difluoracetanilid 31

Die Darstellung von 3,5-Difluor-2-aminoanilin 34 erfolgt unter heterogener Metall-
katalyse bei Atmospharendruck. Die Reduktion der Nitrogruppe wird mit elementarem
Wasserstoff Gber Platin(IV)oxid durchgefihrt. Hierzu wird 2,4-Difluor-6-nitroanilin 33 in
Ethanol p.a. gelost. Die gelbe Losung wird durch Anlegen von Vakuum entgast und
anschliel3end wird unter Argonatmosphare der feinpulvrige Katalysator zugegeben. Es
ist darauf zu achten, dass der Katalysator vollstandig mit Losungsmittel benetzt ist, da
ansonsten bei Berlhrung mit H, Entzindungsgefahr besteht. Nach Fluten des
Reaktionskolbens mit Wasserstoff und kompletter Verdrangung des Argons wird die
Reaktionsldésung drei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt, wobei in regelmafigen
Abstanden H, eingeleitet werden sollte. Das Ende der Reaktion kann Uber die
Entfarbung der Reaktionslésung, die durch die Reduktion der Nitrogruppe zustande
kommt, und mittels Dinnschichtchromatographie festgestellt werden. Der Katalysator
wird zligig Uber Celite® Filtergel abgesaugt und das Filtrat im Vakuum zur Trockne
eingeengt. Das luftempfindliche Diamin 34 wird nicht weiter aufgereinigt (quantitativer
Umsatz It. DC) und aufgrund seiner Reaktivitat direkt mit Ameisensaure zum 4,6-

Difluorbenzimidazol umgesetzt 35.

Diese Ringschlussreaktion (Kirk & Cohen, 1969) mit anschlieBender B-Eliminierung
liefert das gewunschte 4,6-Difluorbenzimidazol 35 nach einer Stunde Ruckfluss

kochen mit quantitativem Umsatz (Abbildung 31). Aufgrund der hohen Reinheit des
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Rohproduktes, nachgewiesen durch NMR-Spektroskopie und DC, und der schlechten
Loslichkeit des 4,6-Difluorbenzimidazols 35 im Elutionsmittel wurde auf eine
Aufreinigung mittels Saulenchromatographie verzichtet. Dies fuhrt zu keinen
detektierbaren Verlusten bei der anschliessenden Glycosilierung wie in unserer

Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden konnte (Parsch, 2001).

Die Glycosilierungs-Reaktion nach Vorbriiggen

Die Glycosilierungsreaktion zum Nucleosid wurde nach der Methode von H.
Vorbriggen durchgefuhrt (Vorbriggen, 1981a). Diese fur Purine und Benzimidazole
geeignete Nucleosidsynthese liefert unter Friedel-Krafts-Katalyse B-N1-verknlpfte

Nucleoside in hohen Ausbeuten.

Basierend auf der Silyl-Hilbert-Johnson-Reaktion wird bei der Vorbriggen-
Glycosilierung ein peracetylierter Zucker 36 mit einer Nucleobase in Acetonitril in
Anwesenheit eines schwachen Friedel-Krafts-Katalysators oder einer Lewissaure wie
z.B. (Trimethylsilyl)trifluormethansulfonat umgesetzt. Hierbei finden drei Prozesse
statt:

e die Bildung eines elektrophilen Zuckerkations 37 unter Nachbar-
gruppenbeteiligung

o die Silylierung der Nucleobase mit N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA),
idealerweise unter Bevorzugung der Position N1

¢ die Reaktion zum Nucleosid unter Beteiligung der beiden Komponenten

Die Reaktion verlauft unter thermodynamischer Kontrolle und liefert reine B-
Nucleoside, da die silylierte Nucleobase nur von einer Seite die Zuckerebene
angreifen kann (Abbildung 32). Das intermediare Zuckerkation 37 entsteht durch
Abspaltung eines Trimethylsilylacetesters. Der protonierte Flnfring steht dann in a-
Position an der Ribose. Die Silylierung der Nucleobase 35, welche die Loslichkeit des
4,6-Difluorbenzimidazols 35 in Acetonitril deutlich erhdht, liefert aufgrund der
Delokalisation des N1-Wasserstoffs zwei Intermediate: Die gewlnschte N1-silylierte
Nucleobase und das N3-lsomer. Der Grad der Delokalisation hangt stark von der
Anzahl und der Position der Fluorsubstituenten und somit von der Elektronendichte am

jeweiligen Stickstoffatom ab. Folglich erhalt man nach Umsetzung mit dem
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Zuckerkation 37ein Produktgemisch aus 2°,3°,5°-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-
3-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 38 und 2°,3°,5°-Tri-O-acetyl-1’'-desoxy-1"-(4,6-

difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 39.
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Abbildung 32: Synthese von 1°-Desoxy-1-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-3-D-ribofuranose 8 mit

mechanistischer Darstellung der Glycosilierungsreaktion nach Vorbriiggen

Das Produktverhaltnis — im aufgeflhrten Beispiel betragt es 1:16 — spiegelt das
Gleichgewicht der Isomeren des Benzimidazols in Losung wider. Gunstigerweise liegt
es im Falle des 4,6-Difluorbenzimidazol weit auf der Seite von N1 und fihrt zu einer
Ausbeute von 81% an isolietem Produkt 2°,3°,5°-Tri-O-acetyl-1'-desoxy-1"-(4,6-

difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 39.
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Die Unterscheidung der beiden Isomeren war mittels 2D-NMR-Spektroskopie madglich.
In ROESY-Experimenten konnte flir das gewulnschte Isomer 39 ein intensiver
Kreuzpeak zwischen H1" und H7 und ein schwache Kopplung zwischen H2'und H7
detektiert werden. Die Aufnahme des Spektrums der Verbindung 38 zeigte diese
Kopplungen nicht. In 3C-Spektren Fluor modifizierter Nucleoside koppeln die
Kohlenstoffatome mit den Fluorsubstituenten und zeigen im Spektrum eine definierte

Aufspaltung, da Fluor ein NMR aktiver Kern ist (vgl Kapitel 12 "Expreimenteller Teil").

Fir die Deacetylierung von 2°,3°,5°-Tri-O-acetyl-1'-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 39 bieten sich zwei chemische Varianten an: Zum
einen die Abspaltung der Schutzgruppe unter milden basischen Bedingungen durch
20stindiges  Ruhren in ammoniakalischen  Methanol  (Neilson, 1971).
Ammoniakalisches Methanol kann durch Einleiten von NH; in MeOH bei —20°C
hergestellt werden und ist bei dieser Temperatur lagerbar. Die Reaktion verlauft in
guten Ausbeuten und die Bildung von Nebenprodukten wird nicht beobachtet. Das
wahrend der Reaktion entstehende Acetamid ist jedoch relativ schwer abtrennbar und
fuhrt bei der Auftrennung Uber Saulenchromatographie zu Ausbeuteverlusten. Aus
diesem Grund wie auch durch die lange Reaktionszeit wurde auf die klassische
Entschitzung durch katalytische Mengen von Natrium-Methanolat zurlickgegriffen. Die
Reaktion erfolgt in absolutem Methanol bei Raumtemperatur und ist nach Zutropfen
des Methanolats und 15minitigem Ruhren beendet. In geringem Ausmall} kann es
dabei zur Abspaltung der Nucleobase kommen. Die Aufreinigung des entschitzten
Nucleosids 1°-Desoxy-1-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D-ribofuranose 8 erfolgt

Uber Umkristallisation aus Wasser.
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7.1.2  Synthese von 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribo-

furanose 9

Zur Synthese von Fluorbenzolnucleosiden bedient man sich einer metallorgansichen
C-Glycosilierungsreaktion. Ein Bromderivat der gewlnschten Nucleobase kann dabei
direkt mit einem Ribonolacton zum Nucleosid umgesetzt werden. Voraussetzung fur
diesen Syntheseweg ist die Herstellung des geeignet geschutzten y-Lactons. Wie
nachfolgend beschrieben umfasst dessen Synthese vier Stufen und als Schutzgruppe

wurde die Benzylgruppe gewahlt.

Darstellung des y-Lactons

Als Ausgangsprodukt zur Synthese des y-Lactons dient B-D-Ribofuranose 40. Die
Methylierung am anomeren Zentrum erfolgt unter Saurekatalyse in Methanol bei 4°C
(Heath, 1983). Die niedrige Reaktionstemperatur gewahrleistet, dass nur die reaktivste
Hydroxygruppe methyliert wird, nicht jedoch die 2, 3- und 5-Positon. Durch die
Anwesenheit von H,SO,4 wird in Lésung eine Ring6ffnung ermdglicht, so dass ein C1-
Epimerengemisch entsteht. Beide Isomere 41 werden jedoch weiter bis zum Lacton
umgesetzt, da sowohl a- als auch B-Furanosen zum Lacton oxidiert werden kdnnen.
Nach Neutralisation mit einem basischen lonenaustauscher konnen die
Benzylschutzgruppen aufgezogen werden. Diese sind sowohl unter den Bedingungen
der Glycosilierung als auch im sauren Medium der anschlieenden Dehydroxylierung
stabil. Zur Reaktion von 1-Methyl-D-ribofuranose 41 wird Benzylchlorid in 9fachem
Uberschuss eingesetzt (Parsch, 2001). In Anwesenheit von KOH in THF werden die 2-
, 3- und 5-Benzylether gebildet. Da pro Reaktion jedoch ein Wassermolekul entsteht,
kommt es zu verschiedenen Nebenreaktionen. Neben Benzylalkohol, welcher aus
Benzylchlorid hervorgehen kann, kann es unter Basenhydrolyse zu einer
Dibenzyletherbildung kommen. Diese fluchtigen Nebenprodukte kdnnen im Anschluss
an die Reaktion destillativ abgetrennt werden. Mit dieser Reaktionsfuhrung kann 1-
Methyl-2,3,5-tri-O-benzyl-D-ribofuranose 42 in 90%iger Ausbeute erhalten werden
(Abbildung 33).
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HO o OH MeOH, H,s0,  HO o BnCl, KOH, THF ~ BnO
> OMe > O—nOMe
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Abbildung 33 Schema zur Synthese des y-Ribonolactons 44

Vor der Oxidation zum Lacton muss die Methylgruppe des anomeren Zentrums wieder
abgespalten werden. Dies erfolgt mit 0,1N Salzsaure in Dioxan. Nach 24 Stunden
Ruckfluss  kochen, Neutralisation mit NaOH und Aufreinigung mittels
Saulenchromatographie konnte das Produkt 2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribofuranose 43 in
84%iger Ausbeute erhalten werden. Die Synthese des Lactons 44 erfolgte in
Anlehnung an die Oxidation nach Swern mit DMSO und Acetanhydrid (Timpe, 1975).
Das intermediare entstehende "aktivierte DMSQ" oxidiert den Sauerstoff an Position 1
und wird zu Disulfid reduziert. 2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribono-y-lacton 44 kann nach
Aufreinigung mittels Saulenchromatographie in kristalliner Form und 97% Ausbeute

erhalten werden.

C-Glycosilierungsreaktion

Das furanosidische C-Glycosid 2°,3",5°-Tri-O-benzyl-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-
B-D-ribofuranose 47 kann in einer zweistufigen Reaktion dargestellt werden (Krohn,
1992). Die Lithiierung des Difluorbrombenzols 45 wird mit Buthyllithium in Diethylether
bei —78°C durchgeflihrt (Abbildung 34). Zu dem Reaktionsgemisch wird eine Ldésung
von 2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribono-y-lacton 44 in Diethylether getropft und eine Stunde
bei —78°C sowie eine weitere Stunde bei —50°C gerthrt. Durch den Brom-Lithium-
Austausch am Fluoraromaten wird der nucleophile Angriff auf den Carbonylkohlenstoff

des Lactons ermdglicht. Die Wahl des Losungsmittels ist dabei entscheidend: In THF
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wird die Position zwischen den beiden Fluorsubstituenten lithiiert (Coe, 1995) und fihrt
zu dem ungewunschten Produkt. Kohlenwasserstoffe hingegen fihren zu hdher
aggregrierten Addukten der Fluoraromaten. Auch die Natur der Base ist von
Bedeutung: wird statt Butyllithium z.B. LDA eingesetzt wird ebenfalls das acideste

Wasserstoffatom abgespalten.

F
F
BnO n-BuLi, Et,O
' O—o0 >  BnO F
F -78°C > RT O
Br BnO OBn OH
45 44 BnO OBn 46
F F
HSiEts, BF3+Et,0 Pd(OH),/C
> BnO F » HO F
-50°C—>4°C, 12 Std. © Cyclohexen, Ethanol O
BnO OBn HO OH
47 80% 9 94%

(bezogen auf das
Lacton 44)

Abbildung 34: Synthese von 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)--D-ribofuranose 9

Die Reduktion der tertiaren Hydroxygruppe des Lactols erfolgt mit Triethylsilan und
Bortrifluorid-Etherat (Rolf & Gray, 1982). Die Dehydroxylierung wird durch die
Lewissaure BF3;, welche die OH-Gruppe komplexiert, ermdglicht. Durch den Angriff
des Hydrids auf die Position C1" des Zuckers wird die Verbindung 46 zum Nucleosid
47 dehydroxyliert. Der nucleophile Angriff erfolgt — bedingt durch den anomeren Effekt
— von der re-Seite aus. Dies fuhrt zu reinen B-Nucleosiden, obwohl wahrend der
Dehydroxylierung des Hemiacetals ein planarer Ubergangszustand durchlaufen wird
(Bruckner, 1988). Dass die gewunschten B-Nucleoside tatsachlich vorliegen, konnte
anhand von Kristallstrukturanalysen am ungeschutzten Nucleosid 9 nachgewiesen
werden (Parsch, 2001).
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Die Benzylschutzgruppen wurden in einem schonenden Verfahren hydrogenolytisch
entfernt (Hanessian, 1981). Dazu wurde das geschuitzte Nucleosid 2°,3°,5°-Tri-O-
benzyl-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 47 in Ethanol suspendiert
und mit Cyclohexen versetzt. Als Katalysator diente der sog. PearlIman-Katalysator
Pd(OH), auf Aktivkohle (Pearlman, 1967). Es handelt sich hierbei um eine Transfer-
Hydrogenolyse, bei der Cyclohexen als Wasserstoff-Donor dient. Das Nucleosid 1°-
Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9 konnte in 94%iger Ausbeute

dargestellt werden.

7.1.3  Unterschiedliche Schutzgruppenstrategien (TOM / TBDMS)
und Synthese der Phosphoramidite der Nucleoside 8 und 9

Zur Synthese eines in der RNA-Festphasensynthese kupplungsfahigen Bausteines
mussen zunachst die 5°- und die 2'-Hydroxygruppen orthogonal geschutzt werden.

AnschlieRend erfolgt die Phosphitylierung zum Phosphoramidit.

Dimethoxytritylierung der 5° OH-Funktion

Als Standardschutzgruppe in der Nucleosidchemie fur die 5°-Position hat sich die 4,4"-
Dimethoxytriphenylmethylgruppe etabliert. Diese kann in guten Ausbeuten eingefihrt
werden und wahrend der Oligonucleotid-Festphasensynthese schnell und effizient mit
Trichloressigsdure (TCA) abgespalten werden. Dabei wird die Menge an
abgespaltenem Tritylkation detektiert und zur Verfolgung der Kupplungsausbeute und

-effizienz herangezogen (siehe Kapitel 8.1).

Die 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylgruppe wird bei Raumtemperatur in Pyridin und
Triethylamin eingefuhrt (Abbildung 35; Smith, 1962; Schaller, 1963). Aufgrund der
hohen Reaktivitat des primaren 5°-Alkohols erfolgt die Reaktion selektiv an dieser
Position. Das bei der Reaktion entstehende HCI wird durch den Uberschuss an Pyridin
abgepuffert. Beide Nucleoside 5°-0-(4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-1°-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 48 und 5°-O-(4,4"-Dimethoxy-
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triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 49 konnten in sehr

guten Ausbeuten von 89% bzw. 87% hergestellt werden.

B1,2 B1’2
HO o 1,2 eq. DMTrCI DMTO— S
Pyridin, NEt
HO OH yridin, M=t HO OH
8 B 48 B'; 89%
9 B2 49 B2 87%
F F
N
B'= ¢ ji) B2 =
N F F
Ml\flhl\l\l

Abbildung 35: Synthese der tritylierten Verbindungen 5°-O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-1'-
desoxy-1-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-8-D-ribofuranose 48 und 5°-O-(4,4"-Di-
methoxytriphenylmethyl)-1°-desoxy-1-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 49.

Die TBDMS-Schutzgruppe

Zur Protektion der 2°-Hydroxygruppe wahrend der RNA-Festphasensynthese werden
i.a. Silylschutzgruppen verwendet (Ogilvie, 1974 & 1978). Diese kdnnen nach erfolgter
Oligoribonucleotidsynthese mit Fluoridionen abgespalten werden (zur RNA-
Festphasensynthese und der Aufreinigung von Oligonucleodtiden siehe Kapitel 8 und
12. In den letzten Jahren hat sich die tert.-Butyldimethylsily( TBDMS)-Gruppe als

Standard in der Phosphoramiditchemie durchgesetzt.

Zur Synthese 2°-TBDMS-geschutzter Nucleoside werden die 5’-geschitzten
Nucleoside in einer 1:1-Mischung aus Pyridin und THF geldst und mit tert.-
Butyldimethylchlorsilan (1M Ldsung in THF) versetzt (Abbildung 36). Dabei entsteht
immer ein Gemisch aus dem 2°- und 3'-Regioisomer, meist zu ungunsten des
gewulnschten 2°-geschutzten Produktes. Der Zusatz von Silbernitrat bewirkt eine
Steigerung des Anteils an 2’-O-tert.-Butyldimethylsilyl-substituiertem Produkt

(Hakimelahi, 1982). Zudem ermdglicht das cis-Diol-System der Ribose eine
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Wanderung der Schutzgruppe von der 2’-Position zur thermodynamisch guinstigeren
3’-Position (Jones & Reese, 1979). Dies wird vor allem in polaren Losungsmitteln

beobachtet und tragt zu deutlichen Ausbeuteverlusten bei.

B2 DMTrO B2 DMTrO B"?
DMTO= S TBDMSCI, AgNO; 1 o . S
HO OH Pyrdin/THE, RT HO O-gi” TBDMSO OH
/
48 B’ 50 B'; 39% 52 B'; 47%
49 B2 51 B2 36% 53 B2, 32%

Abbildung 36:  Einfiihrung der TBDMS-Schutzgruppe; B' = 4,6-Difluorbenzimidazol; B? = 2,4-Di-

fluorbenzol

Die Synthese der 5°-0-(4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-tert.-butyldimethylsilyl-1°-
desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranosen 50-53 war in Gesamt-
ausbeuten von 86% bzw. 68% moglich. Das Verhaltnis von 2°- zu 3'- silyliertem
Produkt betrug dabei 1:1,2 bzw 1,1:1.

Die Trennung der 2’- und 3'-Regioisomeren war sowohl im Fall des 4,6-
Difluorbenzimidazol-Bausteins als auch bei dem 2,4-Difluorbenzol-Baustein nur uber
praparative HPLC moglich. Die Charakterisierung und Unterscheidung der Isomeren
erfolgte durch "H,'H-COSY-NMR-Spektroskopie.

Die TOM-Schutzgruppe — Synthese, Einfiihrung, Vor- und Nachteile

Aufgrund des im vorangegangenen Abschnitt diskutierten Nachteils der TBDMS-
Schutzgruppe — die postsynthetische Wanderung zwischen 2°- und 3’-Position —
wurde die Triisopropyloxymethyl(TOM)-Schutzgruppe entwickelt. Der Vorteil dieser
von Stefan Pitsch erstmals publizierten Schutzgruppe ist eine acetalische Verknipfung
mit der Ribose (Pitsch, 1998). Diese unterbindet effektiv die Wanderung der Gruppe

im cis-Diolsystem der Ribose. Aufgrund der Flexibilitdt der Methyleneinheit kommt es
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bei der Festphasensynthese zu erhdhten Kupplungsausbeuten (99-99,5%), da das 3'-
O-Phosphoratom nicht sterisch abgeschirmt wird. Mit Hilfe dieser neuartigen
Schutzgruppe kénnen bis zu 100mer RNA-Strange synthetisiert werden. Die TOM-
Schutzgruppe ist kompatibel mit den gangigen 5°- und Basenschutzgruppen der
Phosphoramiditchemie und aus preiswerten Reagenzien synthetisierbar (Abbildung
37). Ihre Darstellung beginnt mit der basenkatalysierten Umsetzung von Ethanthiol 54
mit para-Formaldehyd zu einem Hydroxymethylethylthioether 56, dessen OH-Funktion
im folgenden Schritt mit Triisopropylchlorsilan geschitzt wird. Das chlorierte Reagenz
58 erhalt man durch die in situ-Umsetzung mit Sulfurylchlorid. Triisopropylsilyl-
oxymethylchlorid 58 ist eine farblose Flissigkeit, die durch Destillation im

Olpumpenvakuum aufgereinigt werden kann und in 68%iger Ausbeute isoliert wurde.

10N NaOH
~SSH + (CH0), = s oH
H>0, 15 Min.
54 55 56

-
Y

TIPSCI, Imidazol Y S0O.Cl, Y
20 Std., RT P 1 Std.
57 58 68%

Abbildung 37: Synthese von Triisopropylsilyloxymethylichlorid 58 ausgehend von Ethanthiol 54

Die EinfUhrung dieser trialkylsubstituierten Silyloxymethyl-Schutzgruppe erfolgt unter
alkalischen Bedingungen in Gegenwart eines Uberschusses an tertidrer Aminbase. Zu
den in Dichlorethan gelosten, tritylierten Verbindungen 5-0-(4,4'-
Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-3-D-
ribofuranose 48 und  5°-O-(4,4-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 49 wurde DIPEA und Dibutylzinndichlorid Bu,SnCl,
gegeben (Abbildung 38); nach Zugabe des Reagenzes 58 wurde die Reaktionsldésung
drei Stunden bei 50°C bzw. 80°C geruhrt.
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DMTrO B2 TOM-CI, DIPEA DMTrO DMTrO
T T

HO OH 50-80°C, 3 Std. o s| TOMO OH
48 B’ 59 B': 17% 61 B'; 12%
49 B2 — - 60 B2 42% 62 B2
DMTrO B"?2
;o?l
O O
A4
/Sn\
Bu Bu

Abbildung 38: Einfiihrung der TOM-Schutzgruppe mit mechanistischer Betrachtung; B' = 4,6-
Difluorbenzimidazol: B® = 2,4-Difluorbenzol

Die Reaktion verlauft (ber einen zyklischen Ubergangszustand, bei dem die
Aktivierung des Ubergangsmetalls durch Komplexbildung mit dem cis-Diol-System der
Ribose stattfindet (Zatsepin, 2002). Die anschlieRende Alkylierung erfolgt bevorzugt an
der 2°-Position. Auch hier ist eine HPLC-Aufreinigung notwendig, da die beiden
Regioisomere aufgrund ihrer ahnlichen chromatographischen Eigenschaften nur
schwer zu trennen sind. Im Falle der 5°-0O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-
triisopropylsilyloxymethyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-#-D-ribofurano-
se 59 musste die Trennung mehrmals durchgefihrt werden, so dass durch die
Ausbeuteverluste kein Vorteil mehr gegentber der klassischen TBDMS-Schitzung
besteht. Zudem fihren die erhOhten Temperaturen im Reaktionsverlauf zu
Nebenreaktionen und koénnen bei N-glycosidisch verknupften Nucleosiden zur
Abspaltung der Nucleobase flihren. Die Unterscheidung der Regioisomere erfolgt wie
auch bei den TBDMS-geschiitzten Nucleosiden (ber 'H,'H-COSY-NMR-
Spektroskopie.
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Phosphitylierung

Die Umsetzung der 5- und 2’-geschutzten Nucleoside 50, 51, 59 und 60 zu
kupplungsfahigen Monomeren, die in der RNA-Festphasensynthese eingesetzt
werden kdnnen, erfolgt mit 2-Cyanethyldiisopropylchlorphosphoramidit. Dieses kann in
zwei Substitutionsreaktionen aus PCl;, 3-Hydroxypropionitril und Diisopropylamin
hergestellt werden (Sinha, 1983). Zur Synthese der nucleosidischen Phosphoramidite
63-66 (Abbildung 39) wurden die Verbindungen in Acetonitril gelost, mit Collidin und N-
Methylimidazol als Aktivator versetzt und auf 0°C abgekidhlt. Nach Zugabe des
Phosphitylierers wurde zunachst im Eisbad und anschlieRend bei Raumtemperatur
geruhrt. Um die Bildung von H-Phosphonaten zu vermeiden, ist darauf zu achten, dass

nur kurze Zeit bei Raumtemperatur gerthrt wird.

Y

DMTFO B2 (iPr),NP(CI)OCHoCH,CN DMTrO B2
o) N-Me-Imidazol —%2?1

HO OR sym.-Collidin, CH3CN O OR
0°C— RT, 40 Min. PO B
1 Pr) -\
O™"\_-CN

50 B'; R = TBDMS 63 B': R=TBDMS 89%
51 B2 R =TBDMS 64 B2 R=TBDMS 32%
59 B': R=TOM 65 B': R=TOM 70%
60 B2, R=TOM 66 B2, R=TOM 60%

Abbildung 39: Synthese der Phosphoramidite 63-66, B’ = 4,6-Difluorbenzimidazol; B* = 2,4-Difluor-

benzol

Bei der Isolierung des Reaktionsproduktes ist zur Abtrennung des sym. Collidins mit
chromatographischen Methoden oft ein zweiter Trennschritt notwendig. Wird bei der
Aufarbeitung die organische Phase jedoch mit 0,01M Zitronensaure ausgeschuttelt,
geht das Collidin durch Protonierung direkt in die wassrige Phase Uber (Wozniak,
1997). Die Dimethoxytrityl-Schutzgruppe ist unter diesen Bedingungen stabil und man

erhalt bereits vor der saulenchromatographischen Trennung ein relativ sauberes
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Rohprodukt. Das gewulnschte Phosphoramidit kann dann mit einer Kkurzen

Chromatographie-Saule schnell und effizient isoliert werden.

Bei der Reaktion entstehen als Produkt zwei Diastereomere, welche bei der
Aufreinigung Uber praparative Dunnschichtchromatographie nicht getrennt werden
mussen. Beide Isomere konnen in der Festphasensynthese eingesetzt werden. Die
TBDMS-geschutzten Phosphoramidite 63 und 64 konnten in 89% bzw. 32% Ausbeute
hergestellt werden, die TOM-geschitzten Phosphoramidite 65 und 66 konnten in 70%
bzw. 60% Ausbeute synthetisiert werden. Die Charakterisierung der Phosphoramidite
erfolgte sowohl (iber "H-NMR-Sprektroskopie und ESI-Massenspektrometrie als auch
iiber *'P-NMR (Abbildung 40 und Abbildung 41)

LY

| O OTBDMS
N-R,
— o—,

—CN

- . - g o S—e 1 e e g e e —
I I

Dpn 175 150 123 100 ] o el il

Abbildung 40: 31P-NMR-Spektrum von  3-0O-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-O-(4,4"-
dimethoxy-triphenylmethyl)-2°-O-tert.-butyldimethyilsilyl-1’-desoxy-1"-(4, 6-difluor-1-

N-benz-imidazolyl)-3-D-ribofuranose 63
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Abbildung 41 *'P-NMR-Spektrum von 3°-O-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-O-(4,4 -di-
methoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1’-desoxy-1"-(2,4-difluor-
phenyl)-B-D-ribofuranose 66

Syntheselibersicht

Zur besseren Ubersicht der in Kapitel 7.1 vorgestellten Synthesen ist in Abbildung 42
der Syntheseweg zu den 4,6-Difluorbenzimidazol modifizierten Amiditen 63 und 65
aufgefuhrt. Abbildung 43 beschreibt die Darstellung der 2,4-Difluorbenzol modifizierten
Amidite 64 und 66.
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F
NHAc HNO3/HZSO4 NHAc H,S0, NHy
_—
4o C+RT F NO, 95°C F NO,
32 80% 33 78%
AcO OAc F
o
N
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1.PtO,, EtOH N AcO OAc 36 AcO N F
> \> > (e}
2. HCOOH F N BSA, TMSOTf, CHsCN
35 AcO OAc 39 g1y,
F F
N N
NHg/MeOH oder ¢ DMTICI ¢
» HO N F » DMTrO N F
NaOMe, MeOH o} Pyridin, NEts —%27‘
HO OH 8 63bzw.83% HO OH 48 89%
TOM-CI, DIPEA
Bu28nCI2
F F
N N
( ¢
DMTrO N F DMTrO N F
o} 0
HO OTBDMS HO OTOM
50 39% 59 17%
(iPr),NP(CI)OCH,CH,CN (iPr),NP(CIYOCH,CH,CN
N-Me-Imidazol N-Me-Imidazol
sym.-Collidin, CHzCN sym.-Collidin, CHzCN
F F
N
( 4
DMTrO N F DMTrO N F
o o
O OTBDMS O oToMm
(I Pr)2N (I Pr)2N
63 89% 65 70%

Abbildung 42: Synthese der Phosphoramidite 63 und 65
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HO OH

MeOH, H,80,  HO
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Abbildung 43: Synthese der Phosphoramidite 64 und 66
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7.2 Darstellung der 2°-Aminoethyl-modifizierten, fluorierten
Nucleosidanaloga, ausgehend von den Verbindungen 8
und 9

Die Synthese der 2"-Aminoethyl modifizierten Nucleoside ist ein mehrstufiger Prozel3.
Nach der simultanen Schitzung der 5- und 3’-OH-Funktion wird die 2 -Position mit
Bromessigsauremethylester alkyliert. Nach Reduktion zum Alkohol wird dieser in eine
gute Abgangsgruppe umgewandelt. Die EinfUhrung der primaren Aminofunktion erfolgt
durch die Uberfiihrung des Tosylats in ein Azid und nachfolgender Reduktion zum

Amin.

7.2.1  Synthese der 2°-O-(B-Hydroxyethyl)-modifizierten Nucleosid-
analoga 76 und 77

Synthese und Einflihrung der Markiewicz-Schutzgruppe

Die selektive Einfihrung von Schutzgruppen an verschiedenen OH-Funktionen in
polyfunktionellen Verbindungen wie Nucleosiden ist von jeher problematisch. W.
Markiewicz entwickelte eine auf einem Disiloxan basierende Schutzgruppe, welche die
5°- und 3’-Hydroxygruppe selektiv schitzt (Markiewicz, 1979). Damit ist eine gezielte
Funktionalisierung der 2°-Position mdglich und die Schutzgruppe kann unter milden

Bedingungen und in hoher Ausbeute wieder abgespalten werden.

Die Synthese von 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 71 beginnt mit einer
klassischen Grignard-Reaktion mit Isopropylbromid 67 und Magnesium in Ether
(Abbildung 44). Die Umsetzung dieses Grignardreagenzes 68 mit Trichlorsilan und
anschlielender Hydrolyse liefert das Diisopropylsilanol 69. Die Reaktion stoppt
kinetisch kontrolliert auf der Stufe der Disubstitution, da die Reaktionsgeschwindigkeit

der dritten Substitution deutlich verlangsamt ist. Die Darstellung des Disiloxans 70
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erfolgt durch Dimerisierung des Silanols 69 unter Abspaltung von H;O. Die
Kondensationsreaktion wird bei 100°C Uber Molsieb durchgefihrt und anschliefend im
Membranpumpenvakuum fraktioniert destilliert (105°C, 25mbar). Das Produkt wurde
mit 85%iger Ausbeute als farblose Flissigkeit erhalten. Zur Chlorierung von 1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan 70 muss zunachst eine an Cl,-gesattigte Tetrachlorkohlenstoff-
Losung hergestellt werden. Dies erfolgt durch Einleiten von trockenem Chlorgas in
Tetrachlorkohlenstoff bei Raumtemperatur tGber einen Zeitraum von 30 Minuten. Die
gelbe Losung wird im Anschluss so lange zu dem 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan 70
getropft bis die entstehende Gelbfarbung der Reaktionslésung auch nach langerem
Ruhren nicht mehr verschwindet. 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 71 konnte im
Olpumpenvakuum aufgereinigt und in 81% Ausbeute als farblose Flissigkeit isoliert

werden.

Et,0 HSICls, 4Std. reflux \(
\|/ . Mg . \|/ .

si-OH
Br reflux, 45Min. MgBr 10% HCI 7 L
67 68
Molsieb Clp / CCly \( §/
> >/S|\O/S|\( —_— >/S|~O/S|\(
100°C, 2Std.
70 85% 71 81%

Abbildung 44: Synthetischer Zugang zu 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 71

Die EinfUhrung der Markiewicz-Schutzgruppe zur simultanen Schiutzung der 5°- und
3’-Hydroxyfunktion in Nucleosiden erfordert gut getrocknete Edukte und Reagenzien.
Die unter Schutzgas durchgefuhrte Reaktion erfolgt bei Raumtemperatur in Gegenwart
von Pyridin (Brotschi, 2001). Die Aufreinigung mittels Saulenchromatographie sollte
zugig erfolgen, um die Bildung von Isomeren zu unterbinden. Die mit 1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan 3°- und 5°- geschutzten Nucleoside 72 und 73 wurden in einer
Ausbeute von 92% bzw. 88% erhalten (Abbildung 45). Als Alternative zu Pyridin kann

als Losungsmittel auch DMF unter Zusatz der Base Imidazol verwendet werden. Die
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Markiewicz-Schutzgruppe ist unter leicht sauren (10%TFA in CHCI; oder 0,3M TsOH
in Dioxan) und unter basischen Bedingungen (5M NH3; in Dioxan/Wasser oder tertiare
Amine) stabil. Sie kann schnell und effizient durch Fluorid-lonen, meistens durch
Zugabe einer Losung von TBAF in THF, innerhalb weniger Minuten quantitativ

abgespalten werden (Markiewicz, 1979).

Eine Erhdéhung der Stabilitdt dieser Schutzgruppe kann durch den Ersatz des
verbruckenden Sauerstoffs im Disiloxan durch eine Methyleneinheit erreicht werden
(Chow, 2003). Durch das Fehlen des induktiven Effektes ist die Schutzgruppe so
stabil, dass sie zur Abspaltung mehrere Stunden bei erhéhter Temperatur mit
Fluoridionen behandelt werden muss. Als weitere Alternative zur Markiewicz-
Schutzgruppe kann auch eine Di(tert.-butyl)silandiylgruppe, die ahnliche

Eigenschaften aufweist, verwendet werden (Furusawa, 1993; Sekine, 1995).

HO B1.2 S,i‘O’S,i\( o B1.2
0 cl ¢l - o)
S\I
> o)
.. AN
HO OH Pyridin 7/Si—o OH
8 B’ 72B'=92%
9 B2 73 B2 =88%

Abbildung 45: Synthese der mit der Markiewicz-Gruppe geschiitzten Nucleoside 72 und 73; B’ =
4,6-Difluorben-imidazol; B?= 2,4-Difluorbenzol

2’-Alkylierung und Darstellung der 2°-O-(3-Hydroxyethyl)-modifizierten Nucleoside

Die Modifizierung der 2°-Position der Zuckereinheit von Ribonucleosiden ist von
genereller Bedeutung fur die RNA-Chemie, da auf diese Weise eine erhohte Resistenz
der entsprechenden Oligonucleotide gegenluber Nucleasen erreicht werden kann. Der
synthetische Zugang zu 2’-modifizierten Nucleosiden wurde bereits im Kapitel 3.2

erlautert.
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Die Alkylierung der 4,6-Difluorbenzimidazol- und der 2,4-Difluorbenzol-modifizierten
Nucleosidanaloga geht von den mit der Markiewicz-Gruppe geschutzten Verbindungen
72 und 73 aus. Die Alkylierung der 2’-Position ist aufgrund ihrer geringen Reaktivitat
nicht trivial. Dies wird auch durch die bereits erwahnte Wanderung der TBDMS-
Silylschutzgruppen im cis-Diol-System der Ribose belegt (vgl. Kapitel 7.1.3). Fur die
EinfGhrung der Alkylseitenkette bedient man sich daher der Reaktivitat eines o-Brom
substituierten Esters (Cuenoud, 1998). Zur Deprotonierung der Hydroxygruppe hat
sich die Verwendung starker Basen wie Natriumhydrid oder Kaliumhydroxid bewahrt
(Zatsepin, 2002). Zur direkten Umsetzung zum 2°-O-Alkylribonucleosid ist eine
Bromalkyl-verbindung nicht reaktiv genug. Der Einsatz des Bromessigsaure-
methylesters ermdglicht durch die Anwesenheit der stark elektronenziehenden
Gruppen im Molekll eine Reaktion bei Raumtemperatur. Der nucleophile Angriff des
C2'-Sauerstoffatoms an die Methyleneinheit des Esters erfolgt unter Abspaltung des

Bromrestes.

/< 0 B1,2 /< 10 B1,2 LiBH4 /< o B1,2
i o} BrCH,COOMe { :

78\ —%_7 ) o THF/MeOH 8:2 si o]
» \ > \
(o} 7 O, Q SN

: NaH, THF . o :
Si-O OH , - 0°C _
T~ 7550 o 7L on
72 B’ 74 B'=59% 76 B! = 98%
73 B? 75 B2=66% 77 B2=93%

Abbildung 46: Synthese der 2’-B-Hydroxyethyl modifizierten Nucleosidanaloga 76 und 77; B’ =4,6-
Difluorbenzimidazol; B® = 2,4-Difluorbenzol

Die 2 -alkylierten Verbindungen 74 und 75 wurden durch Reaktion der Edukte 72 und
73 mit je 1,3 Aquivalenten NaH und 3 Aquivalenten Bromessigsduremethylester in
THF bei Raumtemperatur erhalten (Abbildung 46). Sie konnten in guten Ausbeuten
von 59% bzw. 66% erhalten werden. Eine Erhohung der Reaktionstemperatur und des
Uberschusses an Reagenzien sowie eine langere Reaktionszeit konnte die Ausbeute
nicht weiter erhdhen. Die mdgliche Bildung von NaOH bei der wassrigen Aufarbeitung
aus nicht abreagiertem Natriumhydrid muss bereits vor der Alkylierung bei der Wahl

der Schutzgruppe bericksichtigt werden. Die Trennung des Produktes von nicht
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abreagiertem Edukt erforderte zwei chromatographische Trennschritte, da der

Unterschied in den R~Werten in beiden Fallen nur sehr gering war.

Ein Vorteil dieser Reaktion ist, dass keine Bildung von Nebenprodukten zu beobachten
ist, so dass nicht abreagiertes Edukt wieder isoliert und wiederverwendet. Da
Natriumhydrid an Luft sehr empfindlich ist und sich bei hoher Luftfeuchtigkeit
entzunden kann, ist bei Umgang mit diesem Reagenz Vorsicht geboten. Zudem ist die

Haltbarkeit des Hydrids begrenzt.

Durch die Einfuhrung des Esters ist eine anschlieRende Reduktion zum primaren
Alkohol notwendig. Diese Transformation kann durch komplexe Hydridlieferanten wie
LiBH,4 leicht erreicht werden. Dabei findet eine nucleophile Addition des Hydrids an
den elektrophilen Carbonylkohlenstoff statt (Vollhardt, 1992). Zunachst kommt es zu
einer Komplexierung der Carbonylfunktion durch das Lithiumkation. Die Natur des
Metallkations ist hierbei entscheidend. Li* ist ein besserer Lewissaure-Komplexbildner
als Na"; daher ist auch LiBH, ein starkeres Reduktionsmittel als NaBH, (Carey &
Sundberg, 1990). Nach Ubertragung des Hydridanions auf den Carbonylkohlenstoff
kann in protischen Losungsmitteln der Alkohol aus einem Proton z.B. des Methanols
gebildet werden. Die wassrige Aufarbeitung mit gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung

fuhrt zum Auflésen eventuell ausgefallener Borsalze.

Die Verbindungen 74 und 75 konnten durch einen hohen Uberschuss an
Lithiumborhydrid (8 eq.) bei 0°C in einem THF/Methanol-Gemisch reduziert werden.
3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-

imidazolyl)-2"-O-(B8-hydroxyethyl)-B-D-ribofuranose 76 und 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetra-
isopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-(B8-hydroxyethyl)-B-D-
ribofuranose 77 konnten in 98%iger bzw. 93%iger Ausbeute als weilder Feststoff

dargestellt werden.
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7.2.2 Synthese der 2°-O-(B-Aminoethyl)-modifizierten Nucleosid-
analoga 82 und 83

Ausgehend von den beiden 2°-O-(3-Hydroxyethyl)-modifizierten Verbindungen 76 und
77 wurden die primaren Alkoholfunktionen in einer im folgenden beschriebenen,

dreistufigen Reaktionskaskade in Aminogruppen Uberfuhrt (Abbildung 47).

Um die OH-Funktion der 2°-O-Hydroxyethyl-Seitenkette in eine gute Abgangsgruppe
zu Uberfuhren, wurde diese in ein Tosylat umgewandelt. p-Toluolsulfonsaureester
gelten als sehr gute Abgangsgruppen in nucleophilen Substitutionsreaktionen. Die
beiden 2°-O-(B-Hydroxyethyl)-modifizierten Verbindungen 76 und 77 wurden in
Dichlormethan geldst und mit N,N -Dimethylaminopyridin (DMAP), Triethylamin und p-
Toluolsulfonsaurechlorid versetzt. Trotz leichter Gelbfarbung beider Reaktions-
I6sungen konnten die gewunschten Produkte 3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-
1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-[3-(para-toluolsulfonsaure)
ethyl]-B-D-ribofuranose 78 und 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-
desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-[3-(para-toluolsulfonsaure)ethyl]-B-D-ribofuranose
79 in 86% bzw. 59% Ausbeute isoliert werden.

Die Tosylierung kann auch unter milderen Bedingungen stattfinden: Neben der
beschriebenen Reaktionsfihrung kann das System K,CO3/CH3;CN zur Deprotonierung
verwendet werden (Koole, 1998). Die Tosylierung findet dann allerdings bei 60°C statt.
Die Methode nach Sakata setzt die starkere Base Triethylamin ein, um den Alkohol bei
Raumtemperatur in eine gute Abgangsgruppe transformieren zu kénnen (Sakata,
1982).
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Abbildung 47: Synthese der 2°-B-Aminoethyl modifizierten Nucleosidanaloga 82 und 83; B’ = 4,6-
Difluorbenzimidazol; B? = 2,4-Difluorbenzol

Bei der anschlielRenden Reaktion zum Azid handelt es sich um eine nucleophile
Substitution. Die Reaktion wurde mit Natriumazid in DMF bei 55°C bzw. 60°C
durchgefuhrt. Aufgrund der hohen Polaritat des Azidrestes kann das Produkt nur
schwer saulenchromatographisch aufgereinigt werden. Da die Umsetzung von 3°,5"-O-
(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-
2’-O-[B-(para-toluolsulfonsaure)ethyl]-B-D-ribofuranose 78 und von 3°,5-0-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2’-O-[3-(para-toluol-
sulfonsaure)ethyl]-B-D-ribofuranose 79 laut DC-Kontrolle jedoch glatt verlief, wurde in
beiden Fallen direkt mit dem Rohprodukt weitergearbeitet. Nur ein geringer Anteil
wurde fur die Charakterisierung aufgereinigt. Durch die EinfUhrung des Azids wird der
fur das primare Amin bendétigte Stickstoff in die Alkylkette eingefuihrt. Durch
Verwendung des Azids ist auch gewahrleistet, dass es bei der Einflhrung des

Stickstoff-Nucleophils nicht zu einer mehrfachen Alkylierung kommt.
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Zur Reduktion des Azids steht eine Vielzahl unterschiedlicher Reaktionen zur
Verfligung. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde zunachst die Umsetzung zum
primaren Amin mit Zinndichlorid durchgefiihrt. Die katalytische Hydrierung (Pd/C) hat
sich jedoch als effektivere und leichter durchzufihrende Variante erwiesen. Beide

Verfahren werden im folgenden naher erlautert (Abbildung 47).

Die Umsetzung der Verbindungen 80 und 81 erfolgte jeweils mit SnCl, in Methanol.
Obwohl das Azid ohne Nebenreaktionen reduziert wurde, traten bei der Aufarbeitung
des Reaktionsansatzes durch die entstandenen zinnorganischen Verbindungen
erhebliche Ausbeuteverluste auf. Diese behinderten die Phasentrennung beim
Extrahieren der Reaktionsldésung. Durch die Verwendung von Hyflo SuperCel, einer
speziell beschichteten Filtrationshilfe, welche die Abtrennung von metallorganischen
Verbindungen ermoglicht, konnten die durch dieses Problem entstandenen
Ausbeuteverluste verringert werden. Die gewlinschten Produkte 82 und 83 konnten in
39%iger bzw. 22%iger Ausbeute - ausgehend von den tosylierten Verbindungen 78

und 79 - erhalten werden.

Um die gewunschten Nucleoside 3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-
desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-aminoethyl)-3-D-ribofuranose ~ 82
und 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-
2°-O-(B-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 83 in besseren Ausbeuten zu erhalten, wurde

die Reduktion des Azids auch mittels katalytischer Hydrierung durchgefuhrt.

Im Falle des 4,6-Difluorbenzimidazol modifizierten Nucleosids wurde die Verbindung in
einem 1:1 Gemisch aus THF und Methanol geldst, mit Palladium auf Aktivkohle (Pd-C)
versetzt und unter Wasserstoffatmosphare vier Stunden bei Raumtemperatur hydriert.
Der Katalysator wurde (ber Celite® Filtergel abgesaugt. Die Verbindung 3°,5°-O-
(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-
2°-O-(B-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 82 konnte in 45%iger Ausbeute erhalten
werden. Die ESI-Massenspektren der beiden 2°-O-Aminoethyl modifizierten
Verbindungen 82 und 83 sind in Abbildung 48 aufgefluhrt.
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Abbildung 48: ESI-Spektren a) Verbindung 82, b) Verbindung 83

Aufgrund der im folgenden Unterkapitel erlauterten Optimierungen des Synthese-
weges wurde auf die katalytische Hydrierung des 2,4-Difluorbenzol modifizierten

Nucleosids verzichtet.

Bei beiden Reaktionswegen - Reduktion des Azids mit Zinndichlorid in Methanol und
katalytische Hydrierung - mussten Ausbeuteverluste in Kauf genommen werden, die
durch das "Schmieren" des primaren Amins auf der Chromatographiesaule entstanden

sind.
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Die erhaltenen, 2-Aminoethyl modifizierten Verbindungen 3°,5-0-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(8-
aminoethyl)-B-D-ribofuranose 82 und 3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-
1’-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(3-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 83 mussten nun
durch eine geeignete Schutzgruppenstrategie in die entsprechenden Phosphoramidite
Uberfuhrt werden. Parallel zu den vorgestellten Reaktionen wurde versucht den
Syntheseweg zu verklrzen. Durch die Anwendung einer Mitsunobu-Reaktion unter
gleichzeitiger Anderung der Schutzgruppenstrategie ist dies effektiv gelungen. Der
synthetische Aufwand wurde dadurch deutlich reduziert und vier lineare

Reaktionsschritte konnten zu einer Reaktion zusammengefasst werden.

7.3 Optimierung der Synthesestrategie

Zur Optimierung und Verkirzung des Syntheseweges wurden zunachst Versuche
unternommen, die 2’-O-Position direkt mit einem substituierten Bromethanol zu
alkylieren. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Umsetzung der [-Hydroxyethyl
modifizierten Verbindungen unter Mitsunobu-Bedingungen wesentlich effektiver ist,
insbesondere die Reaktion mit Phthalimid, welches gleichzeitig als Schutzgruppe fur

das primare Amin wahrend der Oligonucleotidsynthese verwendet werden kann.

7.3.1 Direkte Kupplung der 2°-Alkylseitenkette

Der Versuch zur direkten Alkylierung der 2°-O-Position wurde mit 2-Bromethyl-para-
toluolsulfonsaureester 84 durchgefuhrt. Dieses geminal bisfunktionale Reagenz gilt als
sehr reaktiv und kann aus 2-Bromethanol dargestellt werden (Edgell, 1955; Hahn,
1988). Die Reaktion  erfolgte  unter  Standardbedingungen mit  p-
Toluolsulfonsaurechlorid in Pyridin. Zur Tosylierung des Alkohols wurde zunachst p-

Toluolsulfonsaurechlorid bei 0°C in Pyridin gerthrt, um die Bildung des p-



Synthese 2’-Aminoethyl modifizierter, fluorierter Nucleosidanaloga 97

Toluolsulfonylpyridiniumchlorids zu ermdglichen. Dieses ermdglicht die sog.
"nucleophile Katalyse" der Reaktion und erleichtert den Angriff des Alkohols auf die p-
Toluolsulfonsaure-Gruppe. Das gewunschte Produkt 2-Bromethyl-para-
toluolsulfonsaureester 84 konnte isoliert und charakterisiert werden, jedoch nur in
20%iger Ausbeute (Abbildung 49). Zur direkten Alkylierung der 2’-Position wurden die
gleichen Reaktionsbedingungen gewahlt wie auch schon zur Einflhrung des
Bromessigsaureethylesters. Ausgehend von der 3°,5-O-Markiewicz geschutzten
Verbindung 72 wurde die Reaktionsldsung nach Zugabe von THF, Natriumhydrid und
2-Bromethyl-para-toluolsulfonsaureester 84 bei Raumtemperatur gerthrt. Es konnte
keine Reaktion beobachtet werden. Trotz langer Reaktionszeit wurde das gewinschte
Produkt 3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2 -O-[B8-(para-toluolsulfonsaure)ethyl]-B-D-ribofuranose 78 nicht er-

halten.

TsCl, DMAP, NEt;

0]
Br - 0H - B~ l < >
o 84 20%

i
L ML
o <N F 84 _ /< 0] F

/< I / N
Si O > Si O
7 5 NaH, THF, RT 7 o,

72 78

Abbildung 49: Synthese des 2-Bromethyl-para-toluolsulfonséureesters 84 und der Versuch einer
direkten 2°-O-Alkylierung
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7.3.2  Umsetzung der 2°-O-(B-Hydroxyethyl) modifizierten

Verbindungen unter "Mitsunobu-Bedingungen"”

Eine weitere Moglichkeit der Verklrzung des Syntheseweges ergibt sich aus der
Umsetzung der 2°-O-(B-Hydroxyethyl) modifizierten Verbindungen unter "Mitsunobu-
Bedingungen". Zunachst wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit die Umwandlung des
Alkohols zum Azid getestet. Die erfolgreiche Einflhrung einer Phthalimidgruppe,
erwies sich jedoch als optimal: Mit einem einzigen Reaktionsschritt konnte hier der
Stickstoff eingeflhrt, eine geeignete Schutzgruppe fir die Festphasensynthese

aufgezogen und der Syntheseweg um vier Schritte verklrzt werden!

Die "Mitsunobu-Reaktion" ermdglicht die Substitution eines Alkohols durch ein
Nucleophil unter Inversion der Konfiguration (Mitsunobu, 1981). Die Reagenzien
Diethylazodicarboxylat 86 (DEAD) und Triphenylphosphin spielen dabei als Redox-

System eine entscheidende Rolle.

Diethylazodicarboxylat 86 und Triphenylphosphin bilden unter Protonierung ein
quartares Phosphoniumsalz (Abbildung 50). Als Nucleophil dient hierbei das
Phthalimid, welches in einem spateren Reaktionsschritt mit der 2°-O-Ethyl-Seitenkette
des Nucleosids reagiert. Im nachsten Schritt reagiert das Phosphoniumsalz mit dem
Alkohol 77 unter Abspaltung eines Hydrazindiethyldicarboxylats. Dieser Komplex fuhrt
durch Abspaltung von Triphenylphosphinoxid zum Produkt 85.
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Abbildung 50: Mechanismus der Mitsunobu-Reaktion am Beispiel der 3°,5-0-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1’-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-(8-N-phthal-
imidoethyl)-3-D-ribofuranose 85

Die treibende Kraft der Reaktion ist die Bildung der Phosphor-Sauerstoff-Bindung im
Triphenylphosphinoxid. Diese Redoxreaktion beinhaltet die Umwandlung einer
Phosphor(lll)- in eine Phosphor(V)-Verbindung. Als Alternative zu DEAD steht das
wesentlich stabilere Diisopropylazodicarboxylat zur Verfugung, welches jedoch nicht
so reaktiv ist. Die "Mitsunobu"-Reaktion verlauft am Reaktionszentrum (in diesem Fall
das B-C-Atom der Ethylengruppe der 2°-O-Seitenkette) unter Inversion der

Konfiguration.
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Diese Reaktion wurde am 2,4-Difluorbenzol-Baustein 77 sowohl mit Natriumazid als
auch mit Phthalimid durchgefuhrt (Tabelle 4). In beiden Fallen konnte das gewlnschte
Produkt in hoher Ausbeute erhalten werden. Durch die relativ schwierige Abtrennung
des Triphenylphosphinoxids mussten jedoch geringe Ausbeuteverluste hingenommen
werden. Der grof3e Vorteil des Einsatzes der Phthalimido-Schutzgruppe ist, dass diese
unter den Bedingungen der Oligonucleotid-Festphasensynthese stabil ist. Zudem kann
sie zusammen mit den Basenschutzgruppen postsynthetisch und nahezu quantitativ

mit NH3/MeOH abgespalten werden.

Tabelle 4: Durchgefihrte "Mitsunobu"-Reaktionen unter Verwendung der Nucleophile Natriumazid

und Phthalimid

Edukt Reagenz Produkt Ausbeute
77 NaNj; 81 78 %
77 Phthalimid 85 79 %
76 Phthalimid 88 81 %

Die Phthalimidschutzgruppe konnte auch bei dem 4,6-Difluorbenzimidazol-Baustein 76
in hohen Ausbeuten (81%) eingefuhrt werden (Abbildung 51). Die Verbindung 88
wurde im Anschluss nicht zum Phosphoramidit umgesetzt, sondern wurde zur
Synthese der ungeschutzten 2°-Aminoethyl modifizierten Nucleosidanaloga
verwendet, deren Zuckerkonformation in mehrdimensionalen NMR-Experimenten

bestimmt wurde.
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Abbildung 51: Die Mitsunobu-Reaktion am Beispiel der 3',5-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-
diyl)-1°-desoxy-1"-(4,6-difluorbenzimidazolyl)-2"-O-(3-hydroxyethyl)-B-D-ribofuranose
76

7.4  Synthese der Phthalimido- bzw. Trifluoracetyl-geschiitzten,
2’-Aminoethyl modifizierten fluorierten Benzimidazol- und

Benzolnucleosidphosphoramidite 92 und 95

Fur die Synthese kupplungsfahiger Monomere mussten die Nucleoside mit fur die
Oligonucleotid-Festphasensynthese geeigneten Schutzgruppen versehen werden und
zu Phosphoramiditen umgesetzt werden. Hierzu war es notig eine Aminoschutzgruppe
einzufuhren, die Markiewicz-Schutzgruppe zu entfernen und die 5’-Hydroxygruppe mit
der saurelabilen Dimethoxytritylgruppe zu schutzen. Im Anschluss wurden die beiden

entsprechenden Phosphoramidite 92 und 95 dargestellit.

Einfiihrung der Trifluoracetyl-Schutzgruppe

Zur EinfUhrung der Trifluoracetyl-Schutzgruppe stehen verschiedene Reagenzien zur

Verfugung. Die Anwendung von Trifluoressigsaureanhydrid erfordert aufgrund dessen
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Reaktivitat neben absoluten Losungsmitteln auch die Kihlung des Reaktionsansatzes.
Alternativ dazu kann auch Trifluoressigsaureethylester verwendet werden, welcher
jedoch aufgrund seiner geringeren Reaktivitat in hohem Uberschuss (10 Aquivalente!)
eingesetzt werden muss. Bei der Isolierung des Produktes muss daher

Uberschussiges Reagenz sowie Triethylamin grindlich abgetrennt werden.

Die Verbindung 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-
difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(3-N-trifluoracetamidoethyl)-B3-D-ribofuranose 89 wur-
de ausgehend vom 2°-Aminoethyl substituierten Analogon 82 hergestellt. Die Reaktion
erfolgte bei 0°C in Pyridin unter Verwendung von Trifluoressigsaureanhydrid. Nach
weiteren 3 Stunden Ruhrens bei Raumtemperatur konnte das Produkt 89 als weiler

Schaum in 69%iger Ausbeute erhalten werden (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Einflihrung geeigneter Schutzgruppen und Synthese des 2’-O-Trifluoracetamido-
ethyl modifizierten Phosphoramidits 92

Bei der Verbindung 85 war die EinfUhrung dieser Schutzgruppe nicht notwendig, da

bereits die Phthalimidgruppe als geeignete Schutzgruppe angebracht worden ist. Die
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Umsetzung der beiden Verbindungen 89 und 85 zum Phosphoramidit wird im

folgenden Abschnitt beschrieben.

Synthese der Phosphoramidite der geschitzten 2°-Aminoethyl modifizierten

Verbindungen

Die Abspaltung der Markiewicz-Gruppe erfolgte sowohl beim 4,6-Difluorbenzimidazol-
Baustein 89 als auch beim 2,4-Difluorbenzol-Baustein 85 durch TBAF in THF. Die sehr
effiziente, nahezu quantitative Umsetzung zu den Produkten 1°-Desoxy-1"-(4,6-difluor-
1-N-benzimidazolyl)-2 - O-(3-N-trifluoracetamidoethyl)-B-D-ribofuranose 90 und 1'-
Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-(8-N-phthalimidoethyl)-B-D-ribofuranose 93 erfolgte
in 5 bzw. 20 Minuten. Durch die im Vergleich zur Literatur erhohte Anzahl an
Aquivalenten von Tetrabutylammoniumfluorid konnte die Reaktionszeit von einer

Stunde (bei 1 eq.) auf 5 Minuten (bei 2,1 eq.) verkirzt werden.
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Abbildung 53: Einflihrung geeigneter Schutzgruppen und Synthese des 2’-O-Phthalimidoethyl!
modifizierten Phosphoramidits 96
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Die Einfuhrung der 4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl-Schutzgruppe wurde bereits in
Kapitel 7.1 ausflhrlicher beschrieben. Die DMTr-Gruppe wird bei Raumtemperatur in
Pyridin und Triethylamin eingefuhrt (Abbildung 53). Auch hier wird Pyridin zum Puffern
der  entstehenden Saure  zugegeben. Beide Nucleoside  5°-0-(4,4"-
Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(8-N-tri-
fluoracetamido-ethyl)-B-D-ribofuranose 91 und 5°-O-(4,4-Dimethoxytriphenylmethyl)-
1’-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(B8-N-phthalimidoethyl)-2-D-ribofuranose 94
konnten in guten Ausbeuten von 66% bzw. 75% hergestellt werden. Durch Einflihrung
der Dimethoxytrityl-Schutzgruppe und der damit einhergehenden erhdhten
Hydrophobizitdt der Produkte koénnen die Verbindungen sehr leicht Gber
Saulenchromatographie aufgereinigt werden. Die Tritylierung erfolgt selektiv an der 5°-
Hydroxygruppe und erlaubt dadurch die Umsetzung der 3°-OH-Gruppe, der

verbleibenden ungeschutzten funktionellen Gruppe im Molekul, zum Phosphoramidit.

Die Umsetzung der 5°- und Amino-geschuitzten Nucleoside 91 und 94 zu kupplungs-
fahigen Monomeren, die in der RNA-Festphasensynthese eingesetzt werden konnen,
erfolgt  mit  2-Cyanethyldiisopropylchlorphosphoramidit. ~ Zur  Synthese  der
nucleosidischen Phosphoramidite 92 und 95 (Abbildung 52, Abbildung 53) wurden die
Verbindungen in Acetonitril geldst, mit Collidin und N-Methylimidazol als Aktivator
versetzt und auf 0°C abgekuhlt. Nach Zugabe des Reagenzes wurde zunachst im
Eisbad und anschlieend bei Raumtemperatur gerihrt. Die gewlnschten

Phosphoramidite konnten in 75%iger bzw. 53%iger Ausbeute isoliert werden.

In Abbildung 54 ist beispielhaft das ¥IP-NMR-Spektrum des Phosphoramidites 95
aufgeflhrt.
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Abbildung 54: *'P-NMR-Spektrum des Phosphoramidites 95

Syntheselibersicht

Zur besseren Ubersicht der in Kapitel 7.2-7.4 vorgestellten Synthesen sind in
Abbildung 55 und Abbildung 56 die Synthesewege zu den kupplungsfahigen 2°-O-

Aminoethyl modifizierten Nucleosidanaloga 92 und 95 aufgeflhrt.
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Abbildung 55: Synthese des Phosphoramidits 92




Synthese 2’-Aminoethyl modifizierter, fluorierter Nucleosidanaloga

107

F \( »/ F
s O S
HO o
0 ] o © . s O F BroH,coome
- \ _
Pyridi 7 N
HO OH ynem 7/3}.3 OH NaH, THF
° 73 88%
F F
LiBH, Phthalimid
/< 0 F THF/MeOH 8:2 /< o F DEAD, PPh;
S\i © - S\i (@]
7 s \)?\ 0°C o THF, RT
7/S| 00 oMo 7/Su)—g O ~on
s 66% 77 93%
¥ F
F TBAF . DMTrCI
/<Si'O 0 THF HO o Pyridin
\ o) E— o
> NEt
© 0
85  79% o
" F
(iPr)zNP(C)OR
DMTrO F sym. Collidin, ACN DMTrO E
Q N-Methylimidazol o)
HO O R = CH,CH,CN 0 0
SN (iPON~R N
o)
© _\—CN 0
% 5% 95  53%

Abbildung 56: Synthese des Phosphoramidits 95
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UV/VIS- und CD-spektroskopische
Untersuchungen an mono-
modifizierten RNA 12meren

Um den Einfluss der modifizierten Nucleoside auf die Stabilitat von RNA-Duplexen zu
untersuchen, wurden thermodynamische Studien an RNA 12meren durchgefuhrt.
Mittels UV/VIS-Spektroskopie und Circular Dichroismus (CD)-Messungen konnten im
Rahmen dieser Doktorarbeit artifizielle Nucleoside mit RNA stabilisierenden
Eigenschaften identifiziert werden. Da es sich dabei gleichzeitig um universelle Basen
handelt, sind diese 2’-O-Aminoethyl modifizierten, fluorierten Nucleoside von

besonderem Interesse fur die Toleranz von Punktmutationen in Oligonucleotiden.

Voraussetzung fur die Untersuchungen an RNA Duplexen und Hammerhead-
Ribozymen ist die automatisierte Synthese von modifizierten DNA- und RNA-
Oligonucleotiden mittels Festphasensynthese. Nach Aufreiniung, Charakterisierung
und Hybridisierung liefern die thermodynamischen Untersuchungen an den Duplexen
Uber die Bestimmung der T,-Werte und der thermodynamischen Parameter Aussagen
Uber die Veranderung der Stabilitat des modifizierten RNA 12mer-Duplexes im
Vergleich zum unmodifizierten Duplex. Die Circular Dichroismus-Spektroskopie
ermaglicht die Untersuchung der RNA-Helixstruktur und deren Veranderung, die durch

den Einbau der artifiziellen Nucleoside hervorgerufen wird. Neben der Anderung der
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Gesamtstruktur kann dabei auch der Einfluss auf die Stabilitat der Helices erfasst

werden.

8.1 Synthese von RNA- und DNA- Oligonucleotiden

Durch die Entwicklung der Oligonucleotid-Festphasensynthese wurde die rasche,
routinemalige Synthese von Oligonucleotiden ermdglicht. Der Aufbau von
Oligonucleotiden aus Monomeren in beliebiger Sequenz war ein Meilenstein in der
Geschichte der Nucleinsaurechemie und ermdglichte die Fortschritte auf dem Gebiet
der therapeutischen Oligonucleotide und der Biotechnologie im Allgemeinen. Die
Grundlagen dafur wurden durch die Diester-, Triester- und die H-Phosphonatmethode
Mitte der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts gelegt (Letsinger, 1976; Letsinger,
1975). R. Letsinger konnte dabei auf die Ergebnisse von Merrifield zurtickgreifen, der
die Festphasensynthese fur Polypeptide entwickelte (Merrifield, 1963). Die Synthese
an der festen Phase bietet neben den hohen Ausbeuten an Oligonucleotid eine Reihe
von Vorteilen: Neben der Automatisierbarkeit sind hohe Kupplungsausbeuten,
einfache Spulschritte zur Entfernung Uberschissiger Reagenzien und eine einmalige,

effiziente Aufreinigung am Ende der gesamten Synthese zu nennen.

8.1.1 Der Festphasen-Synthesezyklus nach Caruthers

Als Standardmethode zur Festphasensynthese von Oligonucleotiden hat sich jedoch
die Phosphoramidit-Chemie durchgesetzt (Beaucage & Caruthers, 1981; Sinha et al.,
1983, Caruthers, 1987).

Der Synthesezyklus basiert auf einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie. Diese
ermoglicht die selektive Abspaltung bestimmter Gruppen wahrend der Synthese und
fuhrt somit zu einer effizienten Kupplung der Phosphoramidite an die immobilisierten
(Oligo-)Nucleotide. Die Synthese wird auf Glaskigelchen mit definierter Porenweite
(CPG, engl.: controlled pore glass; 500 oder 1000 A PorengroRe) als fester Phase

durchgefuhrt. Diese polymere Matrix ist im verwendeten Ldsungsmittel Acetonitril
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unléslich und inert. Das erste Nucleosid ist Uber seine 3'-Hydroxygruppe mittels eines

basenlabilen Linkers (z.B. Succinyllinker) mit der festen Phase verknupft.

Die Synthese erfolgt — entgegen der biologischen, Polymerase vermittelten
Nucleinsaure-synthese — in 3" — 5°-Richtung. Der Zyklus wird durch die Entschitzung

der 5°-Hydroxylgruppe mit 3%iger Trichloressigsaure gestartet.

Entschitzung Base"® PG
Oligonucleotid <«——— DMTrO o Base
DMTrO
Oxidation O R )
lo/H,0/Pyridin NC\/\ov-FI>=O PG Trager—0 R
| Base
© (0]
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DMTrO o Trager-—O R
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HO
NC (I) R ©
~
O\PI:|) BasePC _
0 R=H = DNA ] Trager-—O R
R=0OR" = RNA (R’= z.B. TBDMS)
PG = Aminoschutzgruppe
Trager—O R
‘
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2,4-Dicyanoimidazol
bzw. 1H-Tetrazol
Kupplung
Capping
Aco,O/NMI BasePC
BaseP® DMTrO
AcO o
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Trager—O R \/\OV\P\ /<
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Abbildung 57: Oligonucleotid-Festphasensynthesezyklus nach Caruthers

Die 5°-Hydroxygruppe des ersten Nucleosids wird mit dem N,N-Diisopropylamino-

phosphoramidit eines geschitzten Nucleosids (50-100facher Uberschuss) unter




112 UV/VIS- und CD-spektroskopische Untersuchungen an mono-modifizierten RNA 12meren

Aktivierung  durch  1H-Tetrazol (Dahl, 1987), 2,4-Dicyanoimidazol oder
Pyridiniumhydrochlorid (Beier & Pfleiderer, 1999) zur Reaktion gebracht (Abbildung
57). Durch die kovalente Anknupfung bildet sich ein Phosphortriester aus. Im nachsten
Schritt werden die nicht abreagierten 5’-Hydroxyfunktionen durch Zugaben von
Acetanhydrid maskiert (capping), so dass diese fur die weiteren Reaktionen nicht mehr
zur Verfugung stehen. Dies verhindert Nebenreaktionen und somit die Synthese von
Fehlsequenzen. Im Anschluss wird der dreiwertige Phosphor durch ein Gemisch aus

lod/H,O/Pyridin zum funfwertigen Phosphat oxidiert.

Dieser Zyklus wird bis zur gewunschten Lange des Oligonucleotides durchlaufen.
Aufgrund der sehr hohen Kupplungsausbeuten (>99,5%) lassen sich DNA-Strange mit
einer Lange von bis zu 200 Nucleotiden und RNA-Strange bis zu einer Lange von 60-
100 Nucleotiden, je nach Wahl der Schutzgruppe, in guter Ausbeute darstellen. Der
Unterschied zwischen den maximalen Langen der Oligonucleotide resultiert aus den
etwas geringeren Kupplungsausbeuten bei der RNA-Synthese. Aufgrund der
geschitzten 2’-Hydroxy-gruppe ist das Phosphoratom sterisch abgeschirmt und

entsprechend weniger reaktiv.

Alle wahrend dieser Arbeit synthetisierten DNA- und RNA-Oligonucleotide wurden
nach der Phosphoramidit-Methode im 1 umol-Mal3stab an einem Expedite8900-
DNA/RNA Synthesizer von PerSeptive Biosystems hergestellt. Es wurden entweder
vorgefertigte oder selbst beflllte Saulen mit CPG-Tragermaterial, die das erste
Nucleosid tragen, eingesetzt. Fur die Darstellung der Oligonucleotide wurden die
modellspezifischen Syntheseprotokolle fir RNA bzw. DNA Gbernommen. Dabei wurde
sowohl fur die Amidite naturlicher Nucleoside als auch fur die modifizierten
Phosphoramidite bei der RNA-Synthese eine Kupplungszeit von 12 Minuten
eingehalten. Alle RNA-Oligonucleotid-Synthesen endeten mit Abspaltung der 5°-
Dimethoxytritylgruppe (DMTr-off), wahrend bei der Darstellung von DNA-Strangen die
Schutzgruppe zur einfacheren Aufreinigung mittels RP-HPLC nicht entfernt wurde
(DMTr-on).
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Abbildung 58: Trityl-Monitore der Synthesen zweier modifizierter RNA-Strénge; a) RNA 12mer, b)
Hammerhead-Ribozym

Die Effizienz der einzelnen Kupplungen wurde mittels eines im Oligonucleotid-
Syntesizer integrierten Trityl-Monitors verfolgt. Dabei wird nach jedem Zyklus die
Abspaltung der 4,4°-Dimethoxytritylgruppe photometrisch bei 498 nm nach einer
definierten Zeiteinheit quantifiziert. In Abbildung 58 sind exemplarisch die Daten der
Tritylabspaltung anhand zweier modifizierter RNA-Strange aufgefihrt. Abbildung 58a)
zeigt den Trityl-Monitor der Synthese eines RNA 12mers der Sequenz 5-CUU UUC
XUU CUU-3’, wobei X die Stelle der Modifikation ist. In diesem Fall handelt es sich
dabei um Verbindung 28. In Abbildung 58b) ist die photometrische Kupplungskontrolle
fur das mit dem Nucleotid 28 modifizierte Hammerhead-Ribozym aufgefuhrt. Die
Modifikation befindet sich vom 3’-Ende aus an 3. Position. Die Kupplungsausbeute ist

mit der natUrlicher Nucleoside vergleichbar.

ACE-Chemie

In den letzten Jahren hat die von der Firma Dharmacon entwickelte und patentierte
ACE-Chemie zunehmend an Bedeutung gewonnen. Diese verfolgt eine invertierte
Schutzgruppenstrategie. Dabei befinden sich fluoridlabile Silylschutzgruppen an der
5’-Position und — im Falle von RNA — saurelabile Acetale an der 2"-Position (Abbildung
59).
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Abbildung 59: Kupplungsféhiges Monomer der Firma Dharmacon

Neben einer besonders effizienten, postsynthetischen Abspaltung der Schutzgruppen
(hauptsachlich flichtige Substanzen) und der Kompatibilitat mit den gangigen
Modifikationen sind die hohen Kupplungsausbeuten als Vorteil der Methode
hervorzuheben. Gangige Synthesizer mussen jedoch fur den permanenten Gebrauch
von HF umgerlstet werden, da durch die Silylschutzgruppen an der 5°-Position nach

jedem Kupplungsschritt das Oligonucleotid mit Fluorid behandelt werden muss.

8.1.2  Aufreinigung und Analytik von Oligonucleotiden

Nach erfolgter Festphasensynthese muss das Oligonucleotid vom CPG-Material
abgespalten werden, die Schutzgruppen mussen entfernt und das Oligonucleotid
aufgereinigt und entsalzt werden. Die Methoden zur Aufreinigung von DNA und RNA
unterscheiden sich aufgrund der Notwendigkeit bei RNA die 2°-TBDMS-Gruppen
abzuspalten. Zudem wird bei der DNA-Synthese im letzten Schritt nicht die Trityl-
Gruppe abgespalten, um die einfache, schnelle Aufreinigung mittels RP-HPLC zu
ermoglichen. Da in dieser Doktorarbeit hauptsachlich RNA-Strange synthetisiert
wurden, wird in den folgenden Absatzen diese Aufreinigungsprozedur beschrieben.
Das Protokoll zur Aufreinigung von DNA wird in Kapitel 12 beschrieben, da fur die
spater beschriebenen enzymatischen Assays DNA-Primer und -template bendtigt

wurden.
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Die Abspaltung von der festen Phase erfolgt in einem Ammoniak/Methanol-Gemisch
(38:1) in 24 Stunden bei Raumtemperatur. Dabei werden auch die B-Cyanoethyl-
Schutzgruppe am Phosphat und die basenlabilen Schutzgruppen (Benzoyl, PAC,
TAC) an den exocyclischen Aminogruppen der natirlichen Nucleoside im Strang
quantitativ abgespalten (Sinha, 1993). Diese sehr milde Methode eignet sich
besonders fur modifizierte oder mit Farbstoff gelabelte Oligoribonucleotide. Unter
diesen Bedingungen wird auch die Phthaloyl-Schutzgruppe der inkorporierten
Modifikationen abgespalten (Beier, 1999). Nach Sterilfiltration der Losung, um die
Oligoribonucleotid-Lésung vom CPG-Material zu trennen, wurden die Losungsmittel
durch Vakuumzentrifugation in einer SpeedVac® entfernt. Zur Abspaltung der TBDMS-
Schutzgruppen wurde der resultierende Feststoff unter sterilen Bedingungen in
Triethylamin-Trihydrofluorid-Lésung aufgenommen (Gasparutto, 1992; Westman,
1994). Die Suspension wurde unter gelegentlichem Schitteln 24 Stunden bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Fur die anschliellende Fallung des nun vollstandig
entschutzten Oligoribonucleotids wurde die Ldsung mit Butanol versetzt und
mindestens 3-4 Stunden bei —20°C gefallt. Zur Entfernung der TOM-Schutzgruppe ist
ein anderes Abspaltungsprotokoll verwendet worden (Pitsch, 1999; Stawinski, 1988).
Die sterilfiltrierte, evaporierte Losung wurde hier mit Tetrabutylammoniumfluorid-
Losung (1 M in THF) versetzt und 8 Stunden bei 35°C inkubiert. Nach Zugabe von
sterilem TRIS-Puffer (pH 7,4) wurde das Tetrahydrofuran im Vakuum entfernt. Die
sehr salzhaltige Lésung wurde im Anschluss Uber Sephadex G25-Saulen entsalzt und

die einzelnen Fraktionen in der SpeedVac® evaporiert.

Die entschitzte RNA wurde mittels Anionenaustauscher-HPLC aufgereinigt. Diese
Methode ist geeignet, um Oligoribonucleotide in hdchster Reinheit zu erhalten. Die
Anionenaustauscher-HPLC ist neben der praparativen Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (PAGE) die Standardmethode zur Aufreinigung von RNA-Strangen (Vinayak,
1995). Diese Methode der Chromatographie trennt die Substanzen nach
Ladungsunterschieden auf. Das Prinzip dieser sehr effektiven Methode beruht auf der
Wechselwirkung des negativ geladenen Oligonucleotid-Ruckgrats mit auf der
stationaren Phase immobilisierten kationischen Gruppen. Die elektrostatisch fixierten
Oligonucleotide werden dann mit einem Gradienten von steigender lonenstarke
(Salzgehalt) von der Saule eluiert, wobei das gewlnschte Oligonucleotid aufgrund der

hochsten Anzahl an Ladungen stets zuletzt eluiert wird.
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Die RNA-Oligonucleotide wurden in einem sterilen System mit einem Gradienten aus
H,O/1M LiCl-H,O oder mit Laufmitteln steigender NaClO4-Konzentration (Pitsch, 1999)
aus den Synthese bedingten Abbruchsequenzen isoliert (Abbildung 60a). Man erkennt
als Hauptpeak deutlich das gewunschte Produkt bei 20 Minuten Retentionszeit. Fruher
eluierte Strange sind die bereits erwahnten kirzeren Abbruchsequenzen. Deutlich zu
erkennen sind auch die besseren Kupplungsausbeuten und somit geringeren
Abbruchsequenzen bei der DNA-Synthese (Abbildung 60b). Details zu den
verwendeten Laufmittel, den Gradienten, Saulen und HPLC-Systemen sind im
"Experimentellen Teil", Kapitel 12, beschrieben. Fur die verschiedenen Strange — RNA
12mer, Cy5 markierte Substrate und Hammerhead-Ribozyme — wurden jeweils die

idealen Gradienten bestimmt und angewandt.
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Abbildung 60: Chromatogramm einer Anionenaustauscher-HPLC nach Synthese und Abspaltung
der Schutzgruppen; a) RNA-Oligonucleotid (Hammerhead-Ribozym), b) DNA-Oligo-

nucleotid

Nach Evaporierung der Proben fand die Entsalzung der Proben mit Sephadex G25
Gelffiltrationssdulen statt. Das Trennprinzip der Gelfiltration beruht auf der
grolRenabhangigen Diffusion der Probenmolekule in Poren der stationaren Phase. Die
polymeren Trennmaterialien, wie z.B. Sephadex G25, besitzen mikroskopische Poren,
in welche die Salzionen hinein diffundieren, wahrend die grof3en Oligonucleotid-
Molekule ausgeschlossen bleiben und somit rasch eluiert werden. Die nach der
Entsalzung erhaltenen Fraktionen haben unterschiedliche Salzgehalte. Fur die

Charakterisierung  mittels Massenspektrometrie, die physikalisch-chemischen
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Untersuchungen und die biologischen Anwendungen wurden jeweils die reinsten,

salzarmsten Fraktionen verwendet.

Nach Quantifizierung der Menge an synthetisiertem Oligonucleotid durch Messung der
optischen Dichte bei 260 nm wurde die Abspaltung aller Schutzgruppen, die Reinheit
und die korrekte Lange des Produktes kontrolliert. Diese Charakterisierung erfolgt
mittels MALDI-TOF-MS. Die Matrix unterstitzte Laserdesorption/-ionisation
Massenspektrometrie (matrix-assisted laser desorption/ionisation, MALDI) ermoglicht
die unfragmentierte Analyse von Oligonucleotiden mit hoher Empfindlichkeit. Aufgrund
der geringeren Empfindlichkeit gegenuber Salzen wurden alle Oligonucleotide, die in
dieser Arbeit synthetisiert wurden, ausschlieBlich mit MALDI-TOF(time-of-flight)-
Massenspektrometrie und nicht mittels Elektrospray-lonisation (ESI) untersucht
(Huber, 1999).
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Abbildung 61: MALDI-Spektrum des monomodifizierten RNA 12mers S3

Einzelheiten zur Synthese und Analytik aller synthetisierten Oligonucleotide sind im

"Experimentellen Teil", Kapitel 12, aufgefuhrt.
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8.2 UV/VIS-Spektroskopie an modifizierten RNA 12meren

Zur Untersuchung des Einflusses 2°-O-Aminoethyl modifizierter Verbindungen auf die
thermodynamische Stabilitdt von RNA 12meren wurden die Schmelzkurven der
modifizierten Duplexe aufgenommen und analysiert. Die durch die fluorierten
Nucleoside bedingte geringere Solvatation der RNA-Strange, das Fehlen von starken
Wasserstoffbrickenbindungen und die elektrostatischen Wechselwirkungen durch die
unter physiologischen Bedingungen protoniert vorliegende Aminogruppe beeinflussen
die Stabilitat einer A-Helix stark. In diesem Kapitel werden die ermittelten T.,-Werte

und thermodynamischen Daten diskutiert.

8.2.1 Synthetisierte 12mer RNA-Strénge

Zur Untersuchung der thermodynamischen Eigenschaften modifizierter RNA Duplexe
wurde ein RNA 12mer ausgewahlt, an dem bereits zuvor fluorierte Nucleobasen
untersucht worden sind (Parsch & Engels, 2000). Es handelt sich hierbei um einen A-
U reichen Duplex, dessen T,-Wert mit 37,8°C in einem gut zu untersuchenden
Temperaturbereich liegt. Der U-reiche Strang besteht aus der Sequenz 5°- CUU UUC
XUU CUU -3°, wobei X fir die Stelle der Modifikation codiert. Im unmodifzierten Fall ist
X = U. Fir den komplementaren Gegenstrang ergibt sich die folgende A-reiche
Sequenz: 5- AAG AAN GAA AAG -3'. Die Position, die sich gegenuber der
Modifikation X des U-reichen Stranges befindet, ist mit N gekennzeichnet und codiert
fur die vier natirlichen Nucleoside A, C, G, und U. Die modifizierten RNA 12mere
wurden gegen jeden der vier Gegenstrange hybridisiert und untersucht, um die
Modifikationen 27 und 28 hinsichtlich ihrer Eigenschaften als universelle Basen zu
testen und um genomische Punktmutationen zu simulieren, die fur die spatere
Anwendung der Modifikationen in anti-HIV Hammerhead-Ribozymen von Bedeutung
sind. Insgesamt wurden sieben verschiedene RNA 12mere synthetisiert (Tabelle 5),

drei U-reiche Strange S1-S3 und die vier Gegenstrange S$4-S7.
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Tabelle 5: Synthetisierte, kurze RNA-Strdnge

Bezeichnung Sequenz Bemerkung
S1 5°- CUU UUC UUU CuU -3’
S2 5°- CUU UUC 27UU CUU -3’

U-reiche, monomodifizierte

Strange, X = 27, 28

S3 5-CUU UUC 28UU CUU -3°
S4 5- AAG AAA GAA AAG -3°
. . A-reiche, komplementare
S5 5'- AAG AAC GAA AAG -3 Strange mit N = A, C, G, U
S6 5- AAG AAG GAA AAG -3° zur Slmulathn von
Punktmutationen
S7 5- AAG AAU GAA AAG -3°

In Abbildung 62 sind noch einmal zur Verdeutlichung die beiden eingebauten
Modifkationen 27 und 28 aufgefuhrt. Die fluorierten, 2°-unmodifizierten Nucleoside 8
und 9 wurden in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls in der oben aufgefihrten RNA
12mer-Sequenz untersucht. Die Ergebnisse, die von Dr. Jorg Parsch erhalten wurden,

werden — soweit sie fUr diese Arbeit relevant sind — ebenfalls im folgenden diskutiert.
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Abbildung 62: Eingebaute Modifikationen 27 und 28
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8.2.2  Thermodynamische Untersuchungen an monomodifizierten
RNA 12mer Duplexen

Die thermodynamischen Untersuchungen zur Stabilitat von RNA Duplexen wurde
UV/VIS-spektroskopisch an einem CARY 1-Spektrometer der Firma Varian
durchgefuhrt. Das Temperatur abhangige Aufbrechen eines Oligonucleotid-Duplex in
zwei Einzelstrange geht einher mit einer Zunahme der Extinktion der Losung bei 260
nm (Hyperchromizitdt). Die exakte Analyse dieses sog. Schmelzvorgangs liefert
eindeutige Aussagen Uber die Duplexstabilitat, die freie Enthalpie und Entropie des

Vorgangs.

Der T-Wert

Der T-Wert ist ein charakteristischer Parameter flr die thermodynamische Stabilitat
eines Oligonucleotid-Duplexes. Er definiert die Temperatur des Ubergangs vom
Duplex in die Einzelstrange. Der exakten Bestimmung des T,-Wertes liegt ein Zwei-
Phasenmodell fir diesen Ubergang einer geordneten Struktur in den ungeordneten
Zustand zugrunde. Die Erhdhung der optischen Dichte beim Aufschmelzen des Duplex
ist nicht linear, sondern bildet einen sigmaoidalen Kurvenverlauf. Die x-Koordinate [°C]
am Wendepunkt dieser Kurve bildet den T,-Wert. Bei dieser Temperatur liegen folglich
exakt die Halfte aller Moleklle in der Probenlésung als Duplex vor, wahrend die

andere Halfte bereits zu Einzelstrangen aufgeschmolzen ist.

Der Schmelzpunkt eines Oligonucleotid-Duplexes ist von der Lange und Sequenz des
Duplexes sowie von der Salzkonzentration und dem pH-Wert der Lésung abhangig. Je
langer eine Sequenz ist und je reicher an G-C-Basenpaaren, desto stabiler ist ein
Duplex. Somit liegt auch die Schmelztemperatur hoher. Hohe Salzkonzentrationen
kénnen auch zu einer Steigerung der Duplexstabilitat fuhren (Puglisi & Tinoco, 1989).
Aus diesem Grund werden die Ty,-Wertmessungen unter standardisierten
Bedingungen (10 mM Phosphatpuffer mit 140 mM Natriumchlorid bei pH 7,0)
durchgefuhrt. In Abbildung 63 ist beispielhaft die typische Schmelzkurve des
modifizierten RNA 12mer-Duplex S2/S6 gezeigt. Der Schmelzpunkt dieses Duplex ist
durch den Pfeil markiert und betragt 37,8°C. Die Bestimmung der Schmelzpunkte

erfolgte durch computerunterstitzte Anpassung unter Verwendung des Programms
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SigmaPlot 8.0 (Parsch, 1999; Parsch, 2001; Schweitzer, 1998). Alle Daten wurden

mittels einer Dreifachmessung bestimmt.
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Abbildung 63: Charakteristische, sigmaoidale Schmelzkurve und Lage des Wendepunktes (T,,-
Wertes) am Besipiel des modifizierten Duplex S2/S6

Tm-Werte der unmodifizierten Duplexe und der Einfluss 2 -unmodifizierter, fluorierter

Nucleosidanaloga

Die Untersuchung der Stabilitdt des unmodifizierten Duplex S$1/S4 und der mit 4,6-
Difluorbenzimidazol- 8 bzw. 2,4-Dilfuorbenzol- 9 monomodifizierten Duplexe ist in
unserer Arbeitsgruppe bereits von Dr. Jorg Parsch in Rahmen seiner Promotion
durchgefuhrt worden (Parsch, 2001). Unpolare, zu den natlrlichen Basen isostere
Nucleobasen eignen sich in besonderer Weise zur Untersuchung des Beitrages der
Basenstapelungs-Wechselwirkungen und der Solvatation zu der Stabilitdt von RNA-
Duplexen. Hierzu wurde von J. Parsch eine A-U-reiche Sequenz ausgewahlt, in
welche die nicht zur Ausbildung von Wasserstoffbricken-Bindungen befahigten
Nucleoside inkorporiert wurden. Die Ergebnisse dieser grundlegenden Vorarbeiten
werden in diesem Abschnitt kompakt dargestellt, um die wissenschaftliche Basis fur

die Untersuchungen darzulegen, auf denen die Messungen der RNA-Duplexe
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beruhen, welche 2°-Aminoethyl modifizierte, fluorierte Nucleosidanaloga enthalten.
Dies ist essentiell hinsichtlich der Bewertung des Einflusses der 2-Aminoethyl-

Funktion.

Zur Beurteilung der thermodynamischen Stabilitat modifizierter RNA-Duplexe wurden
zunachst die vier moglichen Kombinationen naturlicher Nucleobasen — der Watson-
Crick "match" und die drei Watson-Crick "mismatch"-Falle — getestet. Der T,-Wert des
Watson-Crick "match"-Duplex $1/S4, welcher an der Stelle X-N ein A-U Basenpaar
tragt, liegt bei 37,8°C (Abbildung 64). Wie zu erwarten war, liegen die T,,-Werte flr die
"mismatch" Basenpaare deutlich darunter. Die Schmelzpunkte der Duplexe S1/S5 (X-
N = U-C) und S1/S87 (X-N = U-U) liegen bei 30.4°C bzw. bei 30.1°C. Das Wobble-

Basenpaar U-G hingegen zeigt eine Uberraschend hohe Stabilitat von 38,6°C.
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Abbildung 64: T,-Werte der unmodifizierten RNA 12mer Duplexe S1/S4, S1/S5, S1/S6, S1/S7

Auch die mit Verbindung 8 bzw. 9 monomodifizierten RNA-Strange wurden mit jedem
der vier Gegenstrange hybridisiert, so dass beide fluorierten Modifikationen mit jedem
natlrlichen Nucleosid gepaart wurden. Mit Hilfe dieses Ansatzes kann neben den
thermodynamischen Eigenschaften der neuen RNA-Duplexe auch festgestellt werden,
ob es sich bei den eingebauten Nucleosiden um universelle Basen handelt oder nicht.

Universelle Basen im chemischen Sinn sind - wie bereits in Kapitel 3 ausflhrlich
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erlautert — Nucleobasen, die bei der Basenpaarung im Duplex nicht zwischen den vier

naturlichen Nucleosiden diskriminieren.

Die Hybridisierung der einfach 4,6-Difluorbenzimidazol- (8) und 2,4-Difluorbenzol- (9)
modifizierten RNA-Strange mit allen vier Gegenstrangen resultierte in nahezu
identischen Tm-Werten flr jeden Satz der entsprechenden Duplexe. Im Falle des mit
Verbindung 8 modifizierten Duplexes liegen die Tm-Werte bei 28,4°C-29,4°C
(Abbildung 65). Die Einfihrung der 2,4-Difluorbenzol-Modifikation in einen RNA12mer-
Duplex fuhrt ebenfalls zu einem betrachtlichen Verlust an Stabilitat. Die ermittelten
Tm-Werte liegen hier bei 27,3°C-27,9°C.

30 -

Schmelzpunkt [°C]
PN 3 B

N
N
L

20 -

X-A X-C X-G X-U

Basenpaare

Abbildung 65: Schwankungen der T,-Werte der universellen Basen 8 (dunkelblau) und 9 (hellblau);

X = modifiziertes Nucleosid

Wie in Abbildung 65 graphisch dargestellt, ist die Schwankungsbreite der ermittelten
Tm-Wert aulierst gering, unabhangig davon mit welchem naturlichen Nucleosid die
fluorierte Nucleobase gepaart wurde. In beiden Fallen handelt es sich somit um

exzellente "universelle Basen".

Der Effekt, den die Fluorsubstituenten am Aromaten dabei bewirken, kann durch die

Messung der korrespondierenden RNA-Strange herausgestellt werden, welche nur ein




124 UV/VIS- und CD-spektroskopische Untersuchungen an mono-modifizierten RNA 12meren

Benzol als nucleosidische Modifikation tragen. Diese zeigen eine noch einmal deutlich
reduzierte Stabilitat der Helix. Die T.,-Werte fiur die RNA-Duplexe mit der
Benzolmodifikation liegen bei 22,6°C-23,5°C. Die Substitution von zwei Wasser-
stoffatomen am Aromaten bedingt somit eine deutliche Stabilisierung des Duplex,

hervorgerufen durch verbesserte Basenstapelung.

Dennoch muss festgestellt werden, dass die modifizierten RNA-Duplexe deutlich
instabiler sind als der unmodifizierte Duplex. Dies ist durch die Abwesenheit der
Wasserstoffbriicken in dem neuen Basenpaar zu erklaren und durch die geringere
Solvatation der modifizierten Nucleoside durch Wassermolekule. Die Destabilisierung
der modifizierten RNA-Duplexe betragt bis zu 2,4 kcal mol”. Zur Toleranz von
genomischen Punktmutationen muss die universelle Base jedoch einen stabileren
Duplex ausbilden als eine einfach mutierte Sequenz. Der T,,-Wert des modifizierten
Duplex sollte also Uber denen der Watson-Crick "mismatch"-Duplexe liegen. Aus
diesem Grund wurde die unter physiologischen Bedingungen protoniert vorliegende
Aminoethylgruppe in die 2°-Position der Zuckereinheit eingeflhrt (Kapitel 7) und auf

gleiche Weise untersucht.

Der Einfluss 2°-Aminoethyl modifizierter, fluorierter Nucleosidanaloga auf die

thermodynamische Stabilitdt von RNA 12mer Duplexen

Fir die Evaluierung des Einflusses der Aminoethyl-Gruppe in der 2°-Position fluorierter
Nucleosidanaloga wurden die beiden Strange S2 und S3 jeweils mit den
komplementaren Strangen 5-AAG AAN GAA AAG-3" hybridisiert. Um die
Eigenschaften einer universellen Base zu Uuberprifen wurden auch bei diesen
Untersuchungen alle vier moglichen RNA-Strange (N = A, C, G, U; S4-S7) verwendet.
Zur besseren Vergleichbarkeit und aufgrund der Salzabhangigkeit der T,-Werte bei
Vorliegen einer Aminomodifikation (Hashimoto, 1993) wurden exakt diesselben

Bedingungen zur Messung verwendet wie im vorangehenden Abschnitt.

Im Fall des 2’-(3-Aminoethyl)-4,6-difluorbenzimidazol-modifizierten Nucleosids 27 fuhrt
die protoniert vorliegende Aminogruppe zu einer deutlich erhdhten Stabilitat aller
untersuchten RNA-Duplexe. Die Stabilitat dieser monomodifizeirten Duplexe,
bestehend aus S2, jeweils gepaart mit S4-S7, ist mit der Stabilitat des unmodifizierten

Duplex $1/S4 vergleichbar. Zudem bildet dieses Nucleosid mit jedem anderen
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naturlichen Nucleosid nahezu gleich stabile Basenpaare. Dies resultiert in einer
geringen Schwankungsbreite der vier T,-Werte. Die maximale Schwankungsbreite der
Duplexe, die den RNA-Strang S2 enthalten, betragt nur 2,4°C (Tabelle 6). Im Vergleich
zu anderen Literaturwerten (Kapitel 3.1; siehe auch: Loakes, 2001) ist dieser Wert

sehr gering. Dieses Nucleosid ist somit eine sehr gute universelle Base.

Im Vergleich zu den Watson-Crick "mismatch"-Basenpaaren U-C und U-U kann eine
Erhéhung des T,-Wertes um bis zu 8,2°C beobachtet werden. Dies entspricht einem
Anstieg an Stabilitat um 27%. Betrachtet man den Duplex mit dem Basenpaar 27-U,
liegt sogar ein Stabilitatsanstieg gegenuber dem naturlichen Watson-Crick "match"-

Duplex vor.

Tabelle 6: Schmelzpunkte der mit 27 und 28 modifizierten Verbindungen und ihre Verdnderung

gegentiber den modifizierten Duplexen ohne 2’-Aminoethyigruppe (A Tp,)

Basenpaar Tm —Wert ATm Tm-Wert ATm

1. Base 2. Base [°C] [°C] [°C] [°C]

A 35,9+ 0,2 +7,5 29,7+ 0,2 +23

27 C 36,7+ 0,3 +8 30,7+0,2 +3,4
28 G 37,3+ 0,3 +7,9 26,6 + 0,3 -1

U 38,3+ 0,1 +9 32,0+0,2 +4,1

Die T,-Werte der mit 27 monomodifizierten RNA 12mer-Duplexe $2/S4-S2/S7 liegen
ca. 8°C uber denen der RNA-Duplexe, die nur das fluorierte Nucleosid 8, welches an
der 2’-Position nicht modifiziert ist, enthalten (Tabelle 6). Diese Schmelzpunkt-
erhdhung entspricht einer Stabilisierung um 2,2 kcal mol™ (Tabelle 7) und kann
aufgrund der identischen Sequenz und Messbedingungen ausschlieBlich der
Aminoethyl-Funktion zugeschrieben werden. Die deutliche Stabilisierung der RNA-
Duplexe durch den Einbau des 2’-Aminoethyl modifizierten, 4,6-Difluorbenzimidazol-
Nucleosidanalogons 27 ist in Abbildung 66 noch einmal graphisch dargestellt
(dunkelblaue Balken).
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Abbildung 66: Graphische Darstellung der Schmelzpunkte der modifzierten Duplexe; modifzierter
RNA-Strang 5°- CUU UUC XUU CUU -3°, hybridisiert mit 5- AAG AAN GAA AAG -3’

Die mit dem 2’-(B-Aminoethyl)-2,4-difluorbenzol-Nucleosid 28 modifizierten RNA-
Strange zeigen bei der Hybridisierung ein vollig anderes Bild. Die analysierten Duplexe
S$3/84-S3/S7 weisen geringere Schmelzpunkte auf als die mit Verbindung 27
modifzierten Duplexe. Die Schmelzpunkte befinden sich im Bereich von 26,6°C-32,0°C
(Tabelle 6), stabilisieren aber immer noch die RNA Duplexe. Im Vergleich zu den 2°-
unmodifizierten, fluorierten Benzolnucleosidanaloga und im Vergleich zu den Watson-
Crick "mismatch"-Basenpaaren ist immer noch eine deutliche Stabilisierung von bis zu
4°C zu beobachten (Abbildung 66). Eine Ausnahme bildet hier der Duplex S3/S6 mit
der Basenpaarung 28-G. Dieser weist eine Duplex destabilisierende Wirkung von 1°C

auf.

Aufgrund der Resultate der Schmelzkurven der RNA-Duplexe, in denen die
Verbindung 28 eingebaut ist, kann festgestellt werden, dass es sich bei dieser
Verbindung nicht um eine universelle Base handelt. Bei der Basenpaarung 28-N findet
eine deutliche Unterscheidung zwischen den naturlichen Nucleosiden statt. Steht 28
gegenuber einem Pyrimidin, so resultiert daraus ein deutlich hdherer T,-Wert (AT, =

2°C) als wenn die Modifikation mit einem Purin gepaart wird.
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Tabelle 7: Thermodynamische Daten von RNA-Duplexen mit modifizierten Basenpaaren
Basenpaar Tm-Wert AH° TAS® AG°
1.Base | 2.Base [°C] [kcal mol”]  [kcal mol™]  [kcal mol™]
A 29,7+ 0,2 74,2+ 3,5 65,0+2,9 9,0£0,3
- Cc 30,7 £ 0,2 74,8 +1,2 65,2+0,9 9,6 £0,1
G 26,6 £ 0,3 90,5 £ 2,1 81,7+£1,5 8,8+ 0,1
U 32,0+0,2 73947 64,0 £4,5 10,1+£0,2
A 35,9+0,2 72,2+2,0 61,5+£2,0 10,8 + 0,1
08 Cc 36,7 £ 0,3 74,3+£0,6 63,3+£0,6 10,9£0,1
G 37,3+ 0,3 72,620 61,5+1,8 11,1+ 0,1
U 38,3+0,1 83,3+0,3 71,5£0,3 11,8 £ 0,1

Das Vorliegen einer universellen Base kann auch durch das Ubereinanderlegen der
normierten Schmelzkurven von RNA Duplexen mit Basenpaaren aus 27 und den
natlrlichen Nucleobasen erfolgen. Wie in Abbildung 67 gezeigt, bilden die Duplexe
S$2/S4-S2/S7 sehr ahnliche Schmelzkurven. Es ist deutlich die geringe Schwankung
der Schmelzpunkte zu erkennen. Die Tatsache, dass die Schmelzpunkte der Duplexe
nahezu identisch sind, zeigt auch, dass zwischen den modifizierten Nucleobasen und
den natlrlichen Nucleosiden vermutlich keine Wasserstoffbriicken ausgebildet

werden.

Die erhdhte Stabilitat der mit 27 modifizierten Duplexe gegenuber dem unmodifizierten
Duplex kann a) auf erhdhte Basenstapelungs-Wechselwirkungen durch das 4,6-
Difluorbenzimidazol und b) auf die zusatzlichen elektrostatischen Wechselwirkungen
RNA-Phosphatrickgrat

der Aminoethyl-Funktion mit dem negativ geladenen

zuruckgefuhrt werden.
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Abbildung 67: Schmelzkurven der RNA-Duplexe, die Verbindung 27 enthalten.

Um die exakte Ursache des stabilisierenden Effektes der 2°-Aminoethyl-Gruppe
aufzukaren, wurden weitere analytische Untersuchungen durchgefuhrt. Die
Konformationsanalyse aller synthetisierten, ungeschiitzten Nucleoside 8, 9, 27 und 28
wurde mittels mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie durchgefuhrt. Die erhaltenen
ROESY-Spektren lieferten jedoch keine zusatzlichen Erkenntnisse und konnten die
Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen an modifizierten RNA 12meren
nicht widerspiegeln. Durchgeflhrte Molekuldynamik-Simulationen an den 12mer
Duplexen ergaben, dass der C-F---H-C-Abstand in Basenpaaren mit den fluorierten
Benzimidazolen und Benzolen um 0,5 A langer ist als die Wasserstoffbriicken-
Bindungen in naturlichen Nucleosiden. Zudem nimmt der Winkel zwischen der
fluorierten Nucleobase und dem benachbarten Nucleosid um 14° zu; er steigt von 36°
auf 50°. Diese Anderung bewirkt einen engeren Kontakt des 4,6-Difluorbenzimidazols
mit der in 5’-Richtung benachbarten Nucleobase und fuhrt zu verbesserten

Basenstapelungswechselwirkungen.

Die groRere Hydrophobizitat des 4,6-Difluorbenzimidazols ist eine mdgliche Erklarung
fur die im allgemeinen besseren Resultate des fluorierten Benzimidazols gegenuber
dem fluorierten Benzol. Kuchta et al. stellten fest, dass naturliche Systeme in

ungezwungenen, nicht eingeschrankten Situationen bevorzugt Adenosin einbauen
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(Chiaramonte, 2003). Dies wurde mit der héheren Hydrophobizitat des Adenosins im

Vergleich zu den anderen naturlichen Nucleosiden begrundet.

RNA-Duplexe mit den artifiziellen Basenpaaren 8-9 und 27-9

Auch bei Basenpaaren, die aus zwei modifizierten Nucleosiden bestehen, spielt der

Einfluss der 2°-Aminoethyl-Gruppe eine entscheidende Rolle.

Die Uberlegung, dass ein Basenpaar, welches aus zwei fluorierten Nucleosidanaloga
besteht, in einem RNA-Duplex zu keiner weiteren Destabilisierung im Vergleich zum
monomodifizierten  Duplex fuhrt, beruht darauf, dass keine weiteren
Wasserstoffbricken aufgebrochen werden und keine geringere Solvatation auftreten
sollte. In der Tat konnte gezeigt werden, dass ein RNA-Duplex mit dem Basenpaar X-
N = 8-9 (Abbildung 68) einen um 5,3°C hoheren T,-Wert aufweist als der
monomodifizierte RNA-Duplex mit dem Basenpaar 8-U. Die erhdhte thermische
Stabilitat kann auf die zusatzlichen Basenstapelungswechselwirkungen zurtickgefuhrt
werden und auf die Tatsache, dass bei Einfuhrung des zweiten fluorierten Nucleosids
keine Stabilitatsverluste durch das Fehlen zuvor vorhandener Wasserstoffbriicken

oder Solvatationen auftreten.
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Abbildung 68: Attifizielle Basenpaare 8-9 und 27-9 mit fluorierten Nucleosidanaloga

Der Einfluss der Aminoethyl-Gruppe zeigt sich nun in der Bestimmung des T,,-Wertes

des Duplex mit dem Basenpaar 27-9. Dieses Basenpaar bewirkt im Vergleich zu dem
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mit 8-9 modifizierten Duplex eine T,-Wert-Erhéhung um ca. 1°C (Tabelle 8). Da diese
beiden Duplexe abgesehen von der Aminoethyl-Gruppe nahezu identisch sind, kann

die Stabilitatserhdhung dieser Gruppe zugeschrieben werden.

Tabelle 8: Schmelzpunkte und thermodynamische Daten artifizieller Basenpaare

Basenpaar Tm value AH° TAS® AG°

1. Base 2 Base [°C] [kcal mol™]  [kcal mol™]  [kcal mol™]
8 9 34,6 94,4 83,2 11,2
27 9 354 70,8 60,2 10,6

Weitere Untersuchungen zur Stabilitdt und Struktur von Basenpaaren mit zwei
fluorierten Nucleosidanaloga werden derzeit in unserer Arbeitsgruppe von Alexandra

Zivkovic durchgefuhrt (Zivkovic, 2003).
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8.2.3 Schlussfolgerungen aus den erhaltenen Schmelzkurven

Die UV/VIS-spektroskopischen Messungen an den chemisch modifizierten RNA
12meren wurden durchgefihrt, um den Einfluss der aromatischen Fluorsubstituenten
und der elektrostatischen Wechselwirkungen der Aminogruppe zu untersuchen. Die
Anwendung hydrophober, Fluor substituierter Nucleobasen, die nur in Ausnahmefallen
Wasserstoffbrickenbindungen eingehen (Dunitz, 2004), mit 8-Aminoethyl-modifizierter
2’-Position fuhrte im Fall des 4,6-Difluorbenzimidazols 27 zu deutlich stabilisierten
RNA-Duplexen.

¢ Die mit Verbindung 27 modifizierten Duplexe S2/S4-S2/S7 sind ahnlich stabil
wie der unmodifzierte Watson-Crick-Duplex S$1/84.

e Bei Verbindung 27 handelt es sich um eine neue universelle Base. Da diese
Modifikation nicht zwischen den natiurlichen Nucleosiden unterscheidet,

resultieren nahezu identische Schmelzkurven und T,,-Werte.

e Die Stabilisierung eines RNA-Duplex fallt geringer aus, wenn Verbindung 28
eingebaut ist. Es liegt jedoch noch eine Erhéhung der Stabilitat um bis zu 4°C
gegenuber den Watson-Crick "mismatch"-Basenpaaren und den 2'-
unmodifizierten, fluorierten Nucleosiden vor. Eine Ausnahme ist die

beobachtete Destabilisierung bei der Untersuchung des Duplexes S3/S6.

e Bei Verbindung 28 handelt es sich nicht um eine universelle Base, da die

Basenpaarung mit Pyrimidinen der Paarung mit Purinen bevorzugt wird.

o Die 2’-B-Aminoethyl-Gruppe bewirkt eine Erhdhung der thermischen Stabilitat
von RNA-Duplexen. Beide Nucleosidanaloga 27 und 28 bewirken eine zum Teil
sehr ausgepragte Stabilisierung des Duplex (bis zu 8°C) im Vergleich zu den

2 -unmodifizierten, fluorierten Nucleosiden 8 und 9.

¢ In Analogie zu den Ergebnissen der 2°-unmodifzierten, fluorierten Nucleoside
bewirken Modifikationen mit 4,6-Difluorbenzimidazol als Nucleobase immer

eine groRere Stabilisierung der Duplexe. Dies resultiert aus dem grofleren
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Beitrag der Basenstapelungswechselwirkungen und der erhohten
Hydrophobizitat (O Neill, 2002).

¢ Auch bei Basenpaaren, die aus zwei Nucleosidanaloga aufgebaut sind, ist eine
Stabilitatserhdhung zu beobachten, die aus den Einfluss der 2’-Aminoethyl-

Gruppe resultiert.

Diese Untersuchungen legten die Grundlage fur die Entwicklung von chemisch
modifizierten Hammerhead-Ribozymen gegen Punktmutationen, die im nachsten
Kapitel beschrieben werden. Besonders Erfolg versprechend flr die kinetischen
Analysen scheint dabei Verbindung 27 zu sein, da dieses Nucleosid deutlich stabilere
Basenpaarungen eingeht als  Watson-Crick  "mismatch"-Basenpaare  bei

Punktmutationen.

Zur Untersuchung der Helixkonformationen der modifizierten Duplexe wurden CD-
spektroskopische Untersuchungen durchgeflihrt. Diese werden im folgenden Abschnitt
diskutiert.
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8.3 CD-Spektroskopie an RNA 12meren

Zur Untersuchung des Einflusses 2'-O-Aminoethyl modifizierter Verbindungen auf die
Struktur einer A-Helix RNA wurden die CD-Spektren der modifizierten Duplexe

aufgenommen und analysiert.

Die Circular Dichroismus(CD)-Spektroskopie ist eine optische Methode zur
Untersuchung der Sekundar- und Tertiarstrukturen chiraler Biomakromolekule. Sie
beruht auf der unterschiedlich starken Absorption von links und rechts polarisiertem
Licht durch optisch aktive Substanzen. Bei dieser nicht destruktiven Me3methode wird
die wellenlangenabhangige Elliptizitat der Probe gemessen. Diese ist Uber die
Intensitat des rechts bzw. linkspolarisierten Lichts nach dem Absorptionsvorgang
definiert und hangt Uber das Lambert Beer'sche Gesetz mit den
Extinktionskoeffizienten der Probe zusammen. In CD-Spektren wird die Elliptizitat als
Funktion der Wellenlange aufgetragen. Die resultierenden Werte werden je nach
Vorzeichen als positiver bzw. negativer Cotton-Effekt bezeichnet. Der grof3e Vorteil der
CD-Spektroskopie liegt in der Empfindlichkeit der Messung gegenuber Veranderungen
in der Struktur der zu untersuchenden Molekule, der einfachen Durchfuhrbarkeit der
Messung, der geringen Probenmenge und der bereits erwahnten nicht destruktiven
Natur der Messung (Gray, 1992).

Ein CD-Spektrum liefert allerdings keine genaue Strukturinformation, sondern nur ein
strukturabhangiges Gesamtbild. Die Intensitat und die Lage einzelner Banden kann
nur im Vergleich mit Spektren bekannter Strukturen interpretiert werden. Es kdnnen
jedoch zuverlassige Aussagen uber die Sekundar- und Tertiarstrukturen von
Nucleinsauren gemacht werden, da die entsprechende A-, B- und Z-Form von Helices
charakteristische Spektren aufweisen (Woody, 1995). Die A-Helix weist dabei ein
charakteristisches Maximum bei ca. 260 nm auf und ein Minimum bei ca. 240 nm.
Wahrend sich die Form der Spektren nicht verandert, ist eine Verschiebung der
Maxima und Minima um einige Nanomter moglich. Diese sind durch die

Sequenzabhangigkeit der Absorption bedingt.
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Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten CD-Untersuchungen wurden an einem
JASCO J-710 Spektrometer mit einem thermostatisierten Kivettenhalter durchgefuhrt.
Fir die Messungen wurde der gleiche Puffer verwendet wie bei den UV/VIS-
spektroskopischen Untersuchungen, jedoch nur ein Finftel der Probenmenge, da flr
dieses Gerat kleinere Klvetten zur Verfigung standen. Details zur Durchfiihrung der

Messungen sind in Kapitel 12 aufgefuhrt.

Die monomodifizierten Duplexe S2/S4 - S$2/S7 und S3/S4 — S3/S7 wurden im
Wellenlangenbereich von 350-210 nm untersucht. Die vergleichenden Messungen
erfolgten bei 10°C, um zu gewabhrleisten, dass die beiden Oligonucleotid-Strange
vollstandig als Duplex vorliegen. Zudem wurden die Messungen unter kontinuierlichem
N2-Strom durchgefihrt, um eine Kondensation von Luftfeuchtigkeit an der Glaswand

der Klvette und somit eine Stérung der Messung zu unterbinden.
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Abbildung 69: CD-Spektren der mit Verbindung 28 modifizierten Duplexe S3/S4 — S3/S7

Die in Abbildung 69 gezeigten CD-Spektren zeigen den fir eine A-Helix
charakteristischen Kurvenverlauf. Das Spektrum des unmodifizierten Duplex S1/S4 ist
in grau dargestellt. Es ist deutlich eine geringere Elliptizitdt der vier modifizierten
Duplexe S3/S4 — S3/S7 bei dem Hauptmaximum festzustellen. Diese Abnahme der
Elliptizitdt gegentuber dem Duplex S1/S4 bei gleicher Meltemperatur lasst auf eine

deutlich geringere Stabilitat der Duplexe schlieBen, die mit dem 2°-Aminoethyl



UV/VIS- und CD-spektroskopische Untersuchungen an mono-modifizierten RNA 12meren 135

substituierten  2,4-Difluorbenzolnucleosid 28 modifiziert sind. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den ermittelten T,,-Werten. Die minimale Verschiebung des
Hauptmaximums hin zu niedrigeren Wellenlangen lasst auf eine geringfugige
Veranderung der Doppelhelixstruktur wie z.B. eine Aufweitung durch die Anwesenheit
des fluorierten Nucleosids schlieRen. Die Abnahme der Intensitat am Hauptmaximum
fallt bei den in Abbildung 70 dargestellten CD-Spektren nicht so stark aus. Der Einbau
des 2°-Aminoethyl substituierten 4,6-Difluorbenzimidazolnucleosid 27 beeinflusst die

Stabilitdt der RNA-Duplexe in weitaus geringerem Mal als Verbindung 28.

] ---- 82/87
12+ ---- 2s4
1 ——S2/S5

— S2/S6

Elliptizitat ® [mdeg]

T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340
Wellenlange [nm]

Abbildung 70: CD-Spektren der mit Verbindung 27 modifizierten Duplexe S2/S4 — S2/S7
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Kinetische Untersuchungen an
chemisch modifizierten anti-HIV
Hammerhead-Ribozymen

Katalytische RNA, wie z.B. das Hammerhead-Ribozym, ist in der Lage die
Genexpression durch die spezifische Spaltung von mRNA zu beeinflussen. Viren
entziehen sich diesen Regulationsmechanismen haufig durch eine hohe
Mutationsrate. Die sequenzspezifische Regulation der viralen Genexpression wird
daher durch das Auftreten von Punktmutationen empfindlich gestort. Ziel der
vorliegenden Doktorarbeit war es chemisch modifizierte Ribozyme zu entwickeln, die

in der Lage sind Punktmutationen in der Ziel-RNA zu tolerieren.

Dafur war es notwendig modifizierte Nucleoside zu entwickeln und in das Ribozym
einzubauen, die bei Spaltung der mutierten Zielsequenz eine hohere katalytische
Aktivitat ermoglichen als das naturliche Ribozym, dessen Aktivitat durch die
Sequenzanderung an der Stelle der Punktmutation beeintrachtigt ist. Die Synthese
und Uberpriifung der Eignung solcher Modifikationen, z.B. durch Evaluierung des
Einflusses auf die Stabilitat von RNA-Duplexen, wurde in den letzten beiden Kapiteln

ausfuhrlich beschrieben.
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Um den Einfluss der artifiziellen Nucleoside 8, 9, 27 und 28 auf die katalytische
Aktivitat von Hammerhead-Ribozymen zu untersuchen, wurden kinetische Analysen
der Ribozym katalysierten Spaltungsreaktionen durchgefihrt. Die Nucleosidanaloga
wurden dabei speziell im Hinblick auf ihre Eignung im Einsatz gegen genomische
Punktmutationen getestet, d.h. die Hammerhead-Ribozyme wurden gegen Substrate
getestet, die gegenuber der Position der Modifikation mit allen vier natlrlichen

Nucleosiden permutiert wurden.

Zunachst wurde der Einfluss der fluorieten Nucleoside 8 und 9 auf die
Ribozymaktivitat untersucht. Neben der Etablierung des Fluoreszenz basierten Assays
zur kinetischen Analyse der Spaltungsreaktion stand die Uberpriifung im Mittelpunkt,
inwiefern die Erkenntnisse aus der Auswertung der T,,-Werte auf die Anderung der
katalytischen Aktivitdt von Ribozymen uUbertragen werden koénnen. Nach der
Optimierung des verwendeten anti-HIV Hammerhead Ribozyms hinsichtlich der
Gesamtgrole, der Lange der Seitenarme und des "stem loop™Bereiches der Helix Il
wurde das Ribozym mit den 2°-Aminoethyl substituierten Nucleosiden 27 und 28
modifiziert und wie oben beschrieben gegen Punktmutationen im Substratstrang

getestet.

9.1 Die Kinetik und Analytik der Ribozym katalysierten

Spaltungsreaktion

Zur Analyse der Ribozym Kkatalysierten Spaltungsreaktionen gehdrt neben dem
Verstandnis der Vorgange auf molekularer Ebene ein geeigneter Assay, der die
Quantifizierung der gebildeten Spaltprodukte erlaubt. Im folgenden Unterkapitel
werden die Kinetik der Spaltungsreaktion, die Synthese der Ribozyme und der
Fluoreszenz markierten Substrate sowie der Aufbau des Assays und die Detektion

mittels eines ALF Express® DNA Sequenzier-Systems beschrieben.
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9.1.1 Kinetische Grundlagen

Die Anwendung der Michaelis-Menten Kinetik fur die von Hammerhead-Ribozymen
katalysierten Spaltungen wurde erst durch die Trennung der autokatalytisch spaltenen
RNA in zwei Fragmente, zum einen in das katalytisch aktive Ribozym und zum
anderen in sein komplementares Substrat, mdoglich (Haseloff & Gerlach, 1988). Der
Michaelis-Menten Mechanismus beinhaltet die reversible Bildung des Ribozym-
Substrat-Komplexes mit den Geschwindigkeitskonstanten ks und k.4 sowie Spaltung
des Substratstranges in zwei Spaltprodukte (siehe auch Kapitel 2). Die
Geschwindigkeit dieser Reaktion wird mit der Konstante k, (bzw. kcat) beschrieben
(Abbildung 71).

E+P1+P2

Abbildung 71: Reaktionsschema einer Ribozym katalysierten Reaktion nach Michaelis-Menten

Ribozym katalysierte Reaktionen kdnnen unter Substratiberschuss- oder
Ribozymulberschuss-Bedingungen durchgefuhrt werden. Bei Messung unter
Substratiiberschuss-Bedingungen spricht man auch von "steady state"- oder "multiple
turnover"-Bedingungen, da hier jedes einzelne Ribozym mehrere Substratspaltungen
katalysiert. Die katalytische Geschwindigkeitskonstante kg ist ein Mal} fur den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Bei kleinen Hammerhead-Ribozymen, bei
denen die Substratanlagerung und die Produktdissoziation aufgrund der geringen
Anzahl an ausgebildeten Watson-Crick Basenpaaren schnell ablauft, ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Spaltung der Phosphordiesterbindung. Die
Michaelis-Menten Konstante Ky ist dann gleich der Dissoziationskonstanten Kp des
Ribozym-Substrat-Komplexes. Erhoht man die Anzahl der Basenpaare im Substrat,
wodurch der ausgebildete Komplex stabiler wird, so wird die Produktdissoziation
geschwindigkeitsbestimmend die katalytische Konstante k. fallt von typischerweise 1-
2 min” auf ca. 1-102 min™ (Hertel, 1994). Unter "single turnover"-Bedingungen liegt

das Ribozym gegeniiber dem Substrat im Uberschuss vor. Solche Bedingungen
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werden flr die Spaltung von langeren RNA-Substraten mit groRer Uberlappung mit der
Ribozymsequenz gewahlt. Die katalytischen Konstanten sind unter diesen
Bedingungen um mehrere Groflenordnungen geringer (Heidenreich & Eckstein, 1992).
Zudem wird die Produktdissoziation nicht berucksichtigt, da die Freisetzung der
Spaltprodukte und somit die wieder zur Katalyse zur Verfugung stehenden Ribozyme
aufgrund des Enzymuberschusses fur die kinetische Betrachtung der Reaktion keine
Rolle spielt. Generell wird durch eine Erhéhung des pH-Wertes, der Temperatur oder
der Mg?*-Konzentration auch die Spaltungsgeschwindigkeit, die durch ks beschrieben

wird, erhoht.

9.1.2 Synthetisierte Hammerhead Ribozyme und Substratstrénge

Ausgehend von dem im Kapitel 4 vorgestellten Hammerhead-Ribozym LHHPoI13
wurde zunachst dieses anti-HIV Ribozym als Grundsequenz ausgewahlt, untersucht
und mit den fluorierten Nucleosidanaloga 8 und 9 chemisch modifiziert. Nach
Verkleinerung und Optimierung dieses Ribozyms fir die kinetischen Tests unter
"multiple turnover'-Bedingungen wurden die Untersuchungen mit den 2’-modifzierten
fluorierten Verbindungen 27 und 28 fortgefihrt. Alle Hammerhead-Ribozyme und
Substrate, die in dieser Doktorarbeit verwendet wurden, sind im folgenden aufgeflhrt.
Die RNA-Synthesen wurden nach den im vorangehenden Kapitel beschriebenen

Methoden synthetisiert und aufgereinigt.

Die Ribozyme, die fur die Messungen unter "single turnover'-Bedingungen verwendet
wurden, sind mit den entsprechenden Modifikationen in Abbildung 72 dargestellt. Das
unmodifizierte Hammerhead-Ribozym R1 ist komplementar zum Substratstrang S8,
welcher Uber vier Thymidine mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gekuppelt ist. Die
Kupplung des Farbstoffes an das Oligoribonucleotid und die Analytik wird in einem

spateren Abschnitt ausfuhrlicher beschrieben (Kapitel 9.1.4).

Das Ribozym R1 wurde an den Positionen 2.4 (Y) und 15.4 (X) modifiziert. Das
Adenosin an Position 154 (X) wurde durch das 2’-unmodifizierte 4,6-

Difluorbenzimidazol 8 substituiert und das Uridin an Position 2.4 (Y) durch das 2'-
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unmodifizierte 2,4-Difluorbenzol-Nucleosidanalogon 9 ersetzt (Abbildung 72 rechts).
Die daraus resultierenden Ribozyme R2 und R3 wurden jeweils mit dem
Substratstrang S8 hybridisiert. Zudem wurde das zweifach modifizierte Ribozym R4
hergestellt und untersucht.

Cy5 Cy5
5 5
T T
T T
3' T 3' T
T T
G—C G—C
HelixilT G——C substrat Helixt. G——C substrat
G——C G—C
U—=A U—-A
154 A—U 154 X—U
U—=A U—-A
C—G C—G
15.1 A—U 151 A—U
A C , A C .
Helixil A T‘T?T‘TTT3 Helixl A TTT‘T‘TTT3
G G
JGGAC UCCUUCA-5 JGGAC UCCYUCA-5
U | | | | UCz,1 24 U | | | | UC2.1 2.4
GCCUG, G Helix | GCCUG, G Helix |
G UA G A
R1/S8 R2/S8 - R4/S8
F F
<N
y
&, %
0] N F @) F
0] 0]
(E.') OH 8a (E‘) OH 9a

Abbildung 72: Sekundérstrukturen und Modifikationen der Hammehead-Ribozyme fiir die
Messungen unter "single turnover"-Bedingungen; R2: X =8, Y=U, R3: X=A, Y=09;
R4:X=8,Y=9

Die Positionen der Modifikationen wurden sorgfaltig ausgewahlt und 4 Basenpaare
vom katalytischen Zentrum entfernt platziert. Befindet sich die Modifikation zu nahe am
Zentrum, wird die korrekte Ausbildung der katalytisch aktiven Konformation beeinflusst
(Werner & Uhlenbeck, 1995). Am Ende der zum Substrat komplementaren Region
besteht die Moglichkeit, dass aufgrund des artifiziellen Nucleosids die Helix nicht mehr

korrekt ausgebildet wird und somit der Effekt der Modifikation nur schlecht messbar ist.
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Zur Messung des Ribozyms unter den gewunschten "multiple turnover'-Bedingungen
musste das Hammerhead-Ribozym - unter Beibehaltung des zum HIV-Pol Gen
komplementaren Sequenzauschnittes — optimiert werden. Diese Veranderung fand
unter Variation der Lange der Ribozym-Seitenarme und der Helix Il statt. In erster
Naherung ist die Sequenz von Helix Il zwar fur die katalytische Aktivitat eines
Hammerhead-Ribozyms nicht relevant, jedoch spielt unter Umstanden die Stabilitat
des "tetraloop" eine Rolle. Zudem bedeutet eine Verringerung der Gesamtlange des
Ribozyms hinsichtlich spaterer Anwendungen auch immer eine verbesserte

Zellaufnahme und reduzierte Synthesekosten.

Y#CVS JJJJCYE)
T T
. T T
Yoo ¥oor
i T i T
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Abbildung 73: Sekundérstrukturen und Modifikationen der Hammerhead-Ribozyme fiir Messungen

unter "multiple turnover"-Bedingungen; R10: M = 27, R11: M=28; N=A, C, G, U.
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Im Zuge der Optimierung wurden Hammerhead-Ribozyme gestestet, die verkirzte
Seitenarme besitzen (R6) bzw. eine kleinere Helix Il (R7), bestehend aus zwei
Basenpaaren mit stabilem "tetraloop”. Die Kombination beider Veranderungen flhrte
zu dem minimierten Ribozym R8. Resultierend aus diesen Ergebnissen ergab sich ein
"optimiertes Ribozym" R9. Die entsprechenden Sequenzen sind in Tabelle 9
aufgefuhrt. Die zugehdrigen, verklrzten Substrate S9 und S10 wurden ebenfalls

synthetisiert und Fluoreszenz markiert.

Die 2’-Aminoethyl modifizierten Nucleoside 27 und 28 wurden in das "optimierte"
Hammerhead-Ribozym R9 eingebaut. Die Stelle der Inkorporation ist in Abbildung 73
mit M gekennzeichnet. Sowohl das unmodifizierte Ribozym R9 als auch die beiden
modifizierten Hammerhead-Ribozyme R10 (M = 27) und R11 (M = 28) wurden, um
genomische Punktmutationen zu simulieren, gegen alle vier mdglichen Substrate S10-
S$13 getestet (N = A, C; G, U). Auf diese Weise wurden alle vier natlrlichen Nucleoside
gegenuber jeder der beiden Modifikationen hybridisiert. Fur die Kontrolle der Spezifitat
und zur Analyse, in welchem Mal die katalytische Aktivitat bei einer Punktmutation
abnimmt, wurden mit dem unmodifizierten Ribozym auch alle Watson-Crick "match"-
und "mismatch"-Falle untersucht. Insgesamt wurden die kinetische Parameter von 12
unterschiedlichen Ribozym katalysierten Spaltungen ermittelt. Die Ribozym-Substrat-
Komplexe sind in Abbildung 73 dargestellt und die exakten Sequenzen mit

Bezeichnung der Oligonucleotide in den Tabelle 9 und Tabelle 10 aufgeflhrt.
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Tabelle 9: Ubersicht und Sequenzen der synthetisierten Hammerhead-Ribozyme

Bezeichnung

Sequenz

Bemerkung

5°- ACU UCC UCU GAU GAG uCC

unmodifiziertes

R1 .
GUG AGG ACG AAA CUA UGG G -3° | Hammerhead-Ribozym
R 2 5- ACU UCC UCU GAU GAG UCC
GUG AGG ACG AAA CU8B UGG G -3 ) .
mit den 2’-
. unmodifizierten,
R3 5- ACU9CC UCU GAU GAG UCC | fluorierten Nucleosiden 8
GUG AGG ACG AAA CUAUGG G -3 und/oder 9 modifizierte
Ribozyme
R 4 5-ACU 9CC UCU GAU GAG UCC
GUG AGG ACG AAA CU8B UGG G -3
R5 5- ACU GCC UCU GAU GAG ucC ' Kontroll-Ribozym
GUG AGG ACG AAACUC UGG G -3
R6 5- UCC UCU GAU GAG UCC GUG Hammerhead-Ribozym
AGG ACG AAA CUA U -3° "kurze Seitenarme"
R7 5°- ACU UCC UCU GAU GAG UUU Hammerhead-Ribozym
UUA CGA AAC UAU GGG -3 "kleine Helix II"
R 8 5-UCC UCU GAU GAG UGU GAA Hammerhead-Ribozym
CGA AAC UAU -3° "minimiert"
R9 5- CUU CCU CUG AUG AGU CGU Hammerhead-Ribozym
GAG ACG AAA CUA UG -3° "optimiert"
R 10 5’- CUU CCU CUG AUG AGU CGU mit den 2'-Aminoethyl
GAG ACG AAA CU27 UG -3 substituierten, fluorierten
. Nucleosiden 27 bzw. 28
R 11 5-CUU CCU CUG AUG AGU CGU modifizierte Ribozyme

GAG ACG AAA CU28 UG -3°
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Tabelle 10: Ubersicht und Sequenzen der synthetisierten Substratstrénge

Bezeichnung Sequenz Bemerkung
S8 5-Cy5 TTTT CCC AUA GUC AGG | Substrat fur die Ribozyme
AAG U -3° R1-R5 und R7
, , Substrat fur die Ribozyme
S 10 5-Cy5 TTTT CAU AGU CAG
GAAG-3
S 11 5-Cy5 TTTT CAA AGU CAG
GAA G -3° Substrate fur "optimierte"
Ribozyme R9 - R11
S 12 5-Cy5 TTTT CAC AGU CAG (N=A,C,G,U)
GAAG -3
S 13 5-Cy5 TTTT CAG AGU CAG
GAAG -3
S14 5-Cy5 TTT TTT TTU CGU UAU -3 | Referenz (interner Standard)

9.1.3  Charakterisierung chemisch modifizierter Hammerhead Ribo-

zyme mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die im vorangegangenen Abschnitt aufgefuhrten RNA-Sequenzen wurden nach den in
Kapitel 8.1 dargestellten Methoden synthetisiert und isoliert. Im Fall der Hammerhead-
Ribozyme musste jedoch ein effektives Aufreinigungsprotokoll entwickelt werden,
welches salzfreie RNA-Strange ohne zu grol3e Ausbeuteverluste durch z. B. Adhasion
liefert.

Bei langeren Oligoribonucleotiden (Molekulargewicht > ca. 6000 g/mol) reicht die

einfache Entsalzung der Probe mit Sephadex G25-Entsalzungssaulen nicht mehr aus.




146 Kinetische Untersuchungen an chemisch modifizierten anti-HIV Hammerhead-Ribozymen

Aufgrund der hohen negativen Ladung langer RNA-Strange und der Mdglichkeit zur
Sekundarstrukturbildung kommt es zu einer erhdhten Anlagerung von Gegenionen wie
Na® (Huber, 1998). Dies stort in erheblichem Umfang die Charakterisierung des RNA-
Stranges mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie. Zudem wird die katalytische
Aktivitat der Ribozyme bei der Analytik der Reaktionskinetiken beeinflusst. Auch nimmt
bei hohen Molekulargewichten die Genauigkeit der Massenbestimmung ab (Faulstich,
1997), so dass auftretende Salzaddukte die Analytik zusatzlich erschweren wurden.
Dies ist bei einer exakten Messmethode wie der MALDI-Massenspektrometrie, die
gewohnlich die einfach geladenen lonen der Biomolekule generiert und detektiert,
besonders stérend (Hillenkamp, 1997). Der Einfluss des Salzgehaltes auf MALDI-
Spektren von einzelstrangigen Oligodesoxynucleotiden ist in Abbildung 74 dargestellt
(Shaler, 1996). Bereits ab einer Na*-lonen-Konzentration von 25 mM (c) ist eine
deutliche Verschlechterung des Spektrums festzustellen, wahrend bei 250 mM Na'-

lonen-Konzentration (d) keine Detektion mehr moglich ist.
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Abbildung 74: Einfluss des Salzgehaltes auf die Qualitdt von MALDI-Spektren (Shaler, 1996)

Um eine moglichst hohe Reinheit der Ribozyme zu erreichen, wurden verschiedene
Entsalzungssysteme getestet. Neben den bereits erwdhnten Sephadex-
Entsalzungsséaulen waren dies Microcon® Ultrazentrifugationsmembranen, Fallungen
aus Ammoniumsalz-Lésungen und ZipTip®-Pipettenspitzen. Die Entsalzung (ber

Reversed Phase(RP)-HPLC wie auch die Aufreinigung des Oligonucleotids mittels
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit anschlieBender Elution des RNA-
Stranges aus dem Gel ("crush & soak"-Methode) fuhrten zu hohen Ausbeuteverlusten,

so dass diese beiden Methoden nicht weiter berlcksichtigt wurden.

Die Ethanol-Fallung des Oligoribonucleotids aus einer Ammoniumcitrat- bzw.
Ammoniumacetat-Lésung flhrte zwar zu einer Detektion des Molpeaks, jedoch zu
keinem zufriedenstellenden Resultat. Als weitere Mdoglichkeit zur Entsalzung von
Oligonucleotid-Lésungen stehen die Microcon® Ultrazentrifugationsmembranen von
Amicon zur Verfugung. Fir die Anwendung bei Ribozymen wurden in dieser Arbeit die
YM-3 Membranen verwendet, die fiur Molekile mit einem Molekulargewicht
<3000g/mol durchlassig sind. Auf diese Weise war es moglich die Probenldsung auf
der Membran zu platzieren, die salzhaltige Losung abzuzentrifugieren, mit sterilem
Wasser nachzuspulen und aufzunehmen. Die auf diese Weise aufgereinigte Probe
wurde zusatzlich Uber eine Sephadex G25-Saule entsalzt und fuhrte zu einem etwas

verbesserten Resultat.

Die ZipTip®-Pipettenspitzen beruhen auf der Adhasion des Oligonucleotids an Cig-
Chromatographiematerial, welches in der Spitze einer sterilen Eppendorf-
Pipettenspitze platziert ist. Die Anwendung von Eppendorf-Pipetten ermdglicht die
Entsalzung auch kleiner Mengen an Oligonucleotid (ca. 0,2 OD) mittels einfacher
Wasch- und Spulschritte. Nach der Equilibrierung des C+g-Materials mit Acetonitril/H,O
1:1 und 200 mM TEAA-L6sung werden die ZipTips mit dem Probenmaterial beladen.
Fur die Vorbereitung einer MALDI-Messung wurden dafur idealerweise 5-10 pl einer
RNA-Lésung der Konzentration 100pmol/ul verwendet. Nach Waschen des
Oligonucleotids mit 200mM und anschlieend 10 mM TEAA-LOsung wird der
umgesalzte RNA-Strang mit ACN/H,O 1:1 eluiert und zur Trockne eingeengt. Die
Entsalzung mittels ZipTip®-Pipettenspitzen flihrte zu einer deutlichen Verbesserung
der MALDI-Spektren hinsichtlich des Salzgehaltes, jedoch konnten auch vermehrt
entstandene Abbruchsequenzen detektiert werden, die eine erneute Aufreinigung des

Oligonucleotids erfordert hatten.
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Abbildung 75: MALDI-Spektrum des Hammerhead-Ribozyms R10

Als geeignetste Methode zur Aufreinigung langer RNA-Strange hat sich eine
Kombination der Entsalzungsmdglichkeiten erwiesen. Wurde nach der Aufreinigung
mittels Anionenaustauscher-HPLC der Ansatz geteilt und anschlielend mit beiden
Halften die Entsalzung getrennt durchgefihrt, musste zunachst nur die halbe
Salzmenge aus der Losung abgetrennt werden. Die Probe wurde daraufhin tUber die
Ultrazentrifugationsmembran entsalzt und zweimal in 500 pl DEPC-H,0 aufgenommen
und erneut zentrifugiert. Die Uberstehende, RNA-haltige Losung wurde dann Uber eine
Sephadex G25-Saule entsalzt und deren reinste Fraktion (dies entspricht dem zweiten
Milliliter des Eluats) wurde erneut Uber eine Sephadex-Saule aufgereinigt. Die mit
diesem Aufreinigungsprotokoll erhaltenen Proben ergeben MALDI-Spektren von
reinen Hammerhead-Ribozymen (Abbildung 75 und Abbildung 76).
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Abbildung 76: MALDI-Spektrum des Hammerhead-Ribozyms R11

Die erhaltenen Massen (10286,71 g/mol und 10248,53 g/mol) stimmen exakt mit den
berechneten Uberein. Bei dem jeweils zweiten Signal handelt es sich um das doppelt
geladene lon [M-2H]*.

Als Matrices bei den Messungen der MALDI-Spektren wurden 2,4,6-Trihydroxy-
acetophenon / Ammoniumcitrat 2:1, 2,6-Azathymin / Ammoniumcitrat, 2,6-Azathymin /

Ammoniumcitrat + Norhaman 1:1 oder 1-Hydroxyisochinolin verwendet.
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9.1.4 Die Analytik Fluoreszenz markierter Substrate und Spalt-
produkte

Die Analyse der Ribozym katalysierten Spaltungsreaktionen erfolgte an einem ALF™
Express System der Firma Amersham Biosciences. Die Detektion der Fluoreszenz
markierten Substrate und Spaltprodukte erfolgt dabei Uber Laserdioden bei einer
Emmissionswellenlange von 667 nm. Im folgenden Abschnitt wird die Fluoreszenz-
markierung der Oligonucleotide, die Analytik am ALF™ Express DNA Sequencer
System und die mathematische Auswertung der gewonnenen Informationen im

Hinblick auf die Michaelis-Menten Kinetik besprochen.

Der Fluoreszenzfarbstoff Cy5 und die Detektion der markierten Spaltprodukte von

Ribozym katalysierten Reaktionen

Das Cy5-Amidit ist ein Indodicarbocyanoamidit mit einem Absorptionsmaximum im
roten Bereich des Wellenlangenspektrum (Aex = 643 nm £+ 2 nm), dessen Struktur in
Abbildung 77 dargestellt ist. Cy5 st einer der wenigen kauflichen
Fluoreszenzfarbstoffe mit einer Emission im fernen Infrarot-Bereich, so dass er in den
letzten Jahren zu einem wichtigen Werkzeug der Fluoreszenzdetektion in biologischen
Anwendungen (Widengren & Schwille, 2000) wund der Einzelmolekul-
Fluoreszenzspektroskopie (Gruber, 2000a) geworden ist. Die markierten Strange
kénnen aufgrund der hohen Fluoreszenz-Quantenausbeute der Carbocyanin-Gruppe
im ALF™ Express System bei Aem = 667 nm detektiert werden. Da die
Anregungswellenlange des Cy5-Farbstoffs im nahen Infrarot-Bereich liegt, kdnnen
Messungen mit markierten Oligonucleotiden in Zellen leicht durchgefuhrt werden, da

die Transmission durch das Zellmedium in diesem Bereich sehr hoch ist.

Das aktivierte Carboxylcyaninfluorophor Cy5 kann im Zyklus der Festphasensynthese
kovalent an ein Oligonucleotid gebunden werden. Fur die Kupplung des Farbstoffes an
den DNA- bzw. RNA-Strang kdnnen die Standardreaktionsvolumina und -zeiten des

Syntheseprotokolls verwendet werden. Die Markierung von Peptiden und Proteinen ist
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Uber das kaufliche Carbonsaurederivat ebenfalls mdglich (Gruber, 2000b). Uber die
Lange der Methinkette zwischen den Indolen kann die = — n - Absorption reguliert
werden. Neben Cy5 sind noch andere Varianten des Farbstoffes auf dem Markt
erhaltlich, z.B. Cy3 oder Cy7, um die beiden bekanntesten Vertreter dieser Klasse zu

nennen.

Die Aufreinigung des Cy5-markierten Oligonucleotids kann aufgrund der hohen
Photostabilitat und der geringen pH-Sensibilitat des Farbstoffes nach den

beschriebenen Standardverfahren erfolgen.

MMTO

Abbildung 77: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Cy5

Die Auftrennung der Hydrolyseprodukte der katalytischen Reaktion von den nicht
abreagierten Substratstrangen erfolgt mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese im
ALF™ Express System. Es wurden 16%ige Gele unter denaturierenden Bedingungen
(7 M Harnstoff) und 1x TBE-Puffer verwendet.

Um zu verhindern, dass der Fluoreszenz-Farbstoff in dem benachbarten
doppelstrangigen Bereich (Helix 1ll) des Ribozym-Substrat-Komplexes interkaliert,
werden die Cy5-markierten Substrate mit einem Abstand ("Spacer') von vier
Thymidinen synthetisiert. Aulerdem ermdglicht dies die akkurate Auftrennung der
Oligonucleotide am Gel, da groRere RNA-Strange nicht so schnell durch das Gel
wandern. Der grof3e Vorteil dieses Fluoreszenz basierten Assays liegt darin, dass nur
die markierten RNA-Strange sichtbar sind, d.h. weder das Hammerhead-Ribozym

noch das zweite Spaltprodukt werden detektiert.
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Zum Nachweis, dass es sich bei den detektierten Spaltprodukten und
Substratstrangen tatsachlich um Oligonucleotide der gewilnschten Lange handelt,
kann mit dem jeweils eingesetzten Substratstrang eine Basenhydrolyse durchgefuhrt
werden. Hierfur wird der Strang basisch hydrolysiert und nach der Halfte der
Reaktionszeit ist — statistisch gesehen — jedes mdgliche Hydrolyseprodukt entstanden.
Der Ansatz wird mit auf das "ALF-Gel" aufgegeben und alle moglichen
Hydrolyseprodukte (Cy5-Substrat, Cy5-Substrat "n-1", Cy5-Substrat "n-2",...bis Cy5-
Substrat "n-n+1") koénnen detektiert werden. Ein Beispiel fir eine solche
Basenhydrolyse ist in Abbildung 78 aufgezeigt. Die Retentionszeit der Bande des
Spaltproduktes kann ausgehend vom Substrat durch einfaches Abzahlen ermittelt

werden.

— MM\J\/M .

e O S

ﬂ Monomere Spaltprodukt (13mer) Substrat (20mer)

Abbildung 78: Basenhydrolyse eines Cy5-gelabelten Substratstranges S8
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In Abbildung 79 ist eine Reaktion vom
Substrat
e Zeitpunkt t = 0 bis t = x dargestellt, wobei die

L ﬂ Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten

o U _,_/JL gestoppt wurde. Die Abnahme des
Substratpeaks bei gleichzeitiger Zunahme

A MA‘ des markierten Spaltprodukts ist deutlich zu

erkennen. Das zweite Spaltprodukt, bei dem

i ,” durch die Ribozym katalysierte Reaktion eine

5°-Hydroxygruppe entsteht, tragt keinen

J‘ A\ Fluoreszenzfarbstoff und wird folglich nicht

detektiert. Da Ribozym katalysierte
t=x
J\ )\ Reaktionen nur in den ersten 30% des

Ratantionaset Reaktionsumsatzes linear verlaufen, kann

nur dieser Bereich fur die Kkinetischen

Abbildung 79: Detektion der Fluoreszenz Analysen herangezogen werden.
markierten Spaltprodukte

Mathematische Auswertung der kinetischen Daten

Die Reaktionsgeschwindigkeit v kann durch die Anderung der Produktmenge mit der
Zeit beschrieben werden (Abbildung 80 oben). Um aus diesem Term die Michaelis-
Menten Konstante Ky und die katalytische Geschwindigkeitskonstante k, zu
bestimmen, muss eine Linearisierung der Gleichung erfolgen. Die Auflésung nach
verschiedenen Parametern ermdglicht die graphische Auftragung nach der Methode
von Lineweaver-Burk, Hanes oder Eadiee-Hofstee. Die kinetischen Parameter konnen

dann aus den Messdaten mittels linearer Regression ermittelt werden.

Die bendtigten Messdaten erhalt man aus der Quantifizierung des Gels im ALF™
Express System. Durch die Software gestutzte Integration der detektierten
Spaltprodukte und Substrate erhalt man prozentual die Menge an Substrat [S]; und
Spaltprodukt [P]; zum Zeitpunkt t=x der Probennahme gegenuber der urspringlich

vorhandenen Menge zur Zeit t=0.
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,=dPl_,  [EI-[S]
dt 2 Kn+ [S]
Lineweaver-Burk Hanes Eadiee-Hofstee

T_Ke 1.1 st nv=1/V-[S]. + K IV _ v
TR [S]+V [][] []E] m V—-Km".s.l'l'v

Abbildung 80: Definition der Reaktionsgeschwindigkeit als Anderung der Produktkonzentration in
Abhéngigkeit der Zeit (oben) und Linearisierung des Terms zur graphischen

Darstellung nach Lineweaver-Burk (links), Hanes (Mitte) und Eadiee-Hofstee (rechts)

V ist dabei als maximale Reaktionsgeschwindigkeit Gber V = K¢t - [E] definiert. Wie in
Abbildung 81 dargestellt kann die Michaelis-Menten Konstante Ky aus der Steigung
der linearen Gleichung ermittelt werden. Die Geschwindigkeitskonstante k, erhalt man
bei der Lineweaver-Burk Auftragung aus dem Ordinatenabschnitt 1/V (Abbildung 81a)
bzw. aus V bei der Transformation nach Eadie-Hofstee (Abbildung 81b). Die Methode
von Hanes ist in Kapitel 9.3.2 bei den Messungen unter "multiple turnover™
Bedingungen aufgefihrt.

1/v [min/nM]

KV

v [nM/min]

Igl

1/[8], I[‘1/nM] I I V/[S], [1/min]

a) b)

Abbildung 81: Auftragungsmethoden nach a) Lineweaver-Burk und b) Eadie-Hofstee; Bestimmung

der kinetischen Parameter aus der graphischen Darstellung
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9.2 Untersuchung des Einflusses der fluorierten, 2'-

unmodifizierten Nucleoside auf die Ribozymaktivitat

Zum Aufbau des Fluoreszenz basierten Testsystems zur Untersuchung Ribozym
katalysierter Reaktionen wurden zunachst die mit 2’-unmodifizierten, fluorierten
Nucleosidanaloga modifizierten Ribozyme R2-R4 untersucht. Ziel dieser ersten
Messungen war zum einen die Evaluierung des Einflusses der Nucleosidanaloga auf
die Ribozymaktivitat. Aber auch die Korrelation zwischen dem Einfluss auf die
Stabilitdt von RNA-Duplexen (ATy) und dem Einfluss auf die Ribozymaktivitat wurde

untersucht.

9.2.1 Kinetische Analyse unter "single turnover"-Bedingungen

Ausgehend von dem in Kapitel 4 vorgestellten Hammerhead-Ribozym LHHPoI13,
welches von Christian Klebba als potentes anti-HIV Ribozym identifiziert wurde, wurde
dieses chemisch modifiziert und auf seine kinetischen Parameter hin untersucht. Die
Bestimmung der Parameter k, und Ky, erfolgte unter "single turnover'-Bedingungen, da
es sich aufgrund der in vitro-Untersuchungen gegen die virale mRNA um ein Ribozym

mit langen Seitenarmen handelt.

In Abbildung 82 sind die Sekundarstruktur des Hammerhead-Ribozyms und die
durchgefuhrten Substitutionen aufgefihrt. Es wurden sowohl die beiden mono
modifizierten Ribozyme R2 und R3 untersucht als auch das disubstituierte Ribozym
R4, um das katalytische Verhalten eine Ribozyms bei der Prasenz von zwei
Punktmutationen zu analysieren. Das zweifach substituierte RNA-Enzym wurde mit je
einem der Nucleosidanaloga 8 und 9 modifiziert. Zur Kontrolle des Assays und als
Referenz fur die modifizierten Ribozyme wurde auch das natlrliche Ribozym R1 und
ein Watson-Crick "mismatch"-Kontrollribozym R5 untersucht. Alle in Abbildung 82
aufgeflihrten Ribozyme wurden gegen das Cy5-gelabelte Substrat S8 hybridisiert.
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Untersuchte Rihozyme:

6—cC
BIRREIN T s foshaest « unmodifiziertes Ribozym R1
U—A
154 A—U * Ribozym R2: A%4 —) 8
U—A
C—G *Ribozym R3: U24 C—) 9
161 A—U
Heixil AL CT (|3 (|3 'T /‘|\ TL(J -3 » Ribozym R4: A154, U24 —, 8,9
G
A
G (‘3 (|3 TT cJ,CCUUCA.& - Kontrollribozym R5
Usc ¢ UG, e Helix |
G A

Abbildung 82: Unter "single-turnover"-Bedingungen untersuchte Ribozyme mit Angabe der

durchgefiihrten Substitutionen

Die katalytische Aktivitat der Ribozyme R1-R5 wurde unter Ribozymuberschuss bei
37°C in 50mM TRIS-Puffer in Anwesenheit von 10 mM MgCl, gemessen. Das
Ribozym-Substrat Verhaltnis wurde dabei von ca. 150:1 bis 40:1 variiert. Die
Reaktionen wurden in einem Volumen von 10 ul durchgefihrt und nach definierten
Zeitpunkten durch die Zugabe von Formamid unterbrochen. Eine 30 nM-L6ésung an
Substrat entspricht dabei einer Endkonzentration von 0,3 pmol Substrat pro Ansatz.
Bei der Konzeption des Assays ist es wichtiger, dass am Beginn der Reaktion ein gut
detektierbarer Umsatz stattfindet als dass die Reaktion unter diesen Bedingungen zu
einem vollstandigem Umsatz kommt. Dies war bei den beschriebenen
Reaktionsbedingungen gegeben. Nach dem linearen Anstieg an Produktkonzentration
lasst der Umsatz pro Zeiteinheit nach; es folgt eine langsame Annaherung an den
vollstandigen Umsatz. Daher mussen die Messpunkte im linearen Bereich, d.h. bei
<30% Umsatz liegen. Aus diesem Grund wurden die Reaktionen unter "single
turnover'-Bedingungen jeweils nach 1, 2, 3, 5 und 10 Minuten durch die Zugabe von

Formamid und die Lagerung auf Eis gestoppt.

Zur Bestimmung des Endpunktes der Reaktion und zur Abbildung der relativen

Reaktivitat der Hammerhead-Ribozyme wurde zunachst die Produktbildung bei einer
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festgelegten Ribozymkonzentration bestimmt und als Funktion der Zeit dargestellt
(Abbildung 83).
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Abbildung 83: Produktbildung der verschiedenen Ribozym-Substrat Komplexe bei [E] = 10 uM und
[S]o =121 nM

Wie erwartet schneidet das unmodifizierte Hammerhead-Ribozym R1 das Substrat am
schnellsten. Die beiden monomodifizierten Ribozyme R2 und R3 zeigen gegentber
dem naturlichen Ribozym eine geringere katalytische Aktivitat. Im Gegensatz zu den
ermittelten T,-Werten liegen die Werte fur die Produktbildung jedoch unter dem des
Watson-Crick "mismatch"-Kontrollribozyms R5. Das disubstituierte Ribozym R4,
welches untersucht wurde, um den Einfluss von zwei "hot spots" in einer Sequenz zu

ermitteln, zeigt nur einen geringen Produktumsatz.

Diese in Abbildung 83 sich andeutenden Ribozymaktivitaten spiegeln sich auch in den
daraufhin ermittelten kinetischen Parametern wider. Die Substitution des A'>* und des
U?* mit den Nucleosidanaloga 8 bzw. 9 resultiert in einer reduzierten katalytischen
Aktivitit. Die observierte Reaktionsgeschwindigkeit k fiir R2 liegt bei 2,24 - 10 min™
und fiir R3 bei 2,91 - 10° min™'. Die katalytische Aktivitat wird durch die Einfiihrung der
fluorierten  Nucleoside beeintrachtigt. Dies bestatigt sich auch in der
Geschwindigkeitskonstante k; flr das doppelt modifizierte Ribozym R4 (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Kinetische Parameter der Hammerhead-Ribozyme R1-R5 unter "single turnover"-

Bedingungen
Ribozym Ku [nM] k2 [10° min™] ko/Km [ 10° min™ nM™]
R1 607 4,47 0,74
R2 156 2,24 1,44
R3 309 2,91 0,94
R4 50 0,63 1,26

Den geringsten Ky-Wert weist das doppelt modifizierte Ribozym R4 auf. Die zweifache
Modifikation bewirkt eine Instabilitat des gebildeten Ribozym-Substrat Komplexes und
fuhrt somit zu einer Dissoziation des Substrates vor der Spaltung der Phosphor-
diesterbindung. Dies kommt in der Michaelis-Menten Konstante zum Ausdruck, die
den Term fur die Assoziation und Dissoziation des Substrates enthalt. Die generell
geringen Geschwindigkeitskonstanten sind fir die Messung unter "single turnover'-
Bedingungen charakteristisch. Die Werte fur die modifizierten Hammerhead-Ribozyme
liegen aber in dem zu erwartenden Bereich chemisch modifizierter Ribozyme (Santoro
& Joyce, 1998; Mercure, 1998).

9.2.2 CD-Spektren von Ribozym-Substrat-Komplexen

Die CD-Spektroskopie ist eine geeignete Methode zur Untersuchung von RNA-
Konformationen. Dies beschrankt sich nicht allein auf reine Duplexe wie die in Kapitel
8 dargestellten A-Helices, sondern lasst auch Analysen an groReren Komplexen zu
(Horton & DeRose, 2000). Abbildung 84 zeigt ein typisches CD-Spektrum eines
Hammerhead-Ribozyms (R1). Neben dem Hauptmaximum bei 266nm mit positivem
Cotton-Effekt ist ein Minimum bei ca. 240 nm sowie ein weiteres, kleineres Maximum
bei ca. 225 nm zu beobachten. Die verschiedenen Messungen wurden zwischen 10°C
und 25°C in Schritten von AT=5°C aufgenommen. In diesem Bereich ist eine

Temperaturunabhangigkeit der Stabilitat des Ribozyms zu erkennen.
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Abbildung 84: CD-Spektren des Ribozyms R1 und des Ribozym-Substrat-Komplexes R1/S8 bei

verschiedenen Temperaturen

Bei Anlagerung des Substrates S8 kommt es zu einer Erhohung der Elliptizitat im
Hauptmaximum, da sich neben der Helix Il auch Helix | und Helix Il ausgebildet
haben. Dies deutet auch auf eine hohere Stabilitdt des Ribozym-Substrat-Duplexes
hin. Die Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffes stort bei der Messung nicht. Auch
hier ist aufgrund der Stabilitadt des Komplexes R1/S8 keine Temperaturabhangigkeit zu

beobachten.

Bei Betrachtung des Spektrums eines modifizierten Ribozym-Substrat-Komplexes
(Abbildung 85) wird die Stérung der Helixkonformationen sichtbar. Der Komplex R2/S8
zeigt eine deutlich erniedrigte Elliptizitat gegeniber dem unmodifizierten Ribozym-
Komplex R1/S8. Ebenso sind alle vorhandenen Maxima und Minima nur sehr schwach
ausgepragt. Die Verschiebung des Hauptmaximums um einige Nanometer in Richtung
langerer Wellenlangen spricht ebenfalls fur die Stérung der klassischen A-Helix-

Struktur innerhalb des Ribozym-Substrat Komplexes.
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Abbildung 85: CD-Spektren der Ribozym-Substrat-Komplexe R1/S8 und R2/S8

Die aufgenommenen CD-Spektren der Ribozym-Substrat-Komplexe korrelieren sehr
gut mit den ermittelten thermodynamischen und kinetischen Daten und machen die
Anderungen in den Helixkonformationen sichtbar. Die Temperatur abhangige
Aufnahme von CD-Spektren liefert gute Informationen Uber die thermische Stabilitat

der gebildeten Ribozym-Substrat Komplexe.
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9.3 Untersuchung des Einflusses der 2°-Aminoethyl
substituierten, fluorierten Nucleosidanaloga 27 und 28 auf

die Ribozymaktivitat

Um den Einfluss der 2’-Aminoethyl modifizierten Nucleosidanaloga auf die
thermodynamische Stabilitat von RNA Duplexen mit ihrem Einfluss auf die kinetischen
Eigenschaften eines Ribozymes zu vergleichen, wurden die Verbindungen 27 und 28
ebenfalls in Hammerhead-Ribozyme eingebaut und untersucht. Die Sequenz des
daflr verwendeten Ribozyms R9 ist wiederum komplementar zu einem Ausschnitt aus
dem HIV-Pol-Gen, jedoch wurde bei diesen Messungen ein fir die kinetische Analyse
optimiertes Hammerhead-Ribozym verwendet. Im diesem Kapitel werden die
Versuche zur Optimierung des Ribozyms vorgestellt, die Untersuchung des
ausgewahlten Ribozyms dargestellt sowie seine durch chemische Modifikation mit 27

und 28 mdgliche Toleranz gegenlber Punktmutationen getestet.

9.3.1  Optimierung des anti-HIV Ribozyms R1 in Bezug auf Gré3e

und Effizienz

Das den bereits beschriebenen Messungen zugrunde liegende LHHPoI13-
Hammerhead-Ribozym wurde zur Messung unter "multiple turnover'-Bedingungen
optimiert. Neben einer Verringerung der Anzahl an erforderlichen Nucleosiden, die
eine preiswertere Synthese und eine verbesserte Zellaufnahme ermdglichen, wurde
das Ribozym hinsichtlich seiner Aktivitat optimiert. Ribozyme mit einer geringeren
Anzahl an Substrat-komplementaren Nucleobasen zeigen haufig in vitro eine héhere
katalytische Aktivitat (McCall, 2000). Die Minimierung der Ribozyme kann zu einer
schnelleren Substratassoziation und Produktdissoziation fuhren. In vivo muss die
Sequenzspezifitat erhalten bleiben, um zu gewahrleisten, dass keine unspezifischen

Spaltungen an mRNAs stattfinden.
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Mébglichkeiten der Optimierung von Hammerhead Ribozymen

Zur Optimierung von Hammerhead-Ribozymen gibt es zwei variable Parameter: die
Variation der Lange der Ribozymarme und die Veranderung der Helix Il, deren
Sequenz unabhangig vom zu spaltenen Substratstrang ist (Tang & Breaker, 2000).
Wahrend die Struktur des katalytisch aktiven Zentrums von C* bis A? und G'? bis A™®
notwendig ist, kdnnen zur Minimalisierung der Ribozymstruktur die Helices I, Il und llI
verkurzt werden. Die strukturelle Diversitat von Ribozymen hat in den letzten Jahren
zur Entwicklung von Miniribozymen, noch kleineren Minizymen und unter anderem
auch zu DNAzymen gefuhrt wie z.B. dem 8-17 oder 10-23 Desoxyribozym (Bonacchio,
2004; Sun, 2002).

Je langer die Ribozymarme sind, desto stabiler sind die im Ribozym-Substrat Komplex
ausgebildeten Helices. Dabei werden Fehlpaarungen eher toleriert, jedoch
verlangsamt sich auch die Dissoziation der Spaltprodukte vom Ribozym und somit die
off-rate bei der kinetischen Betrachtung. Die ideale Lange der Helices | und lll liegt bei
5-6 Basenpaaren (McCall, 2000). Ob symmetrische oder asymmetrische Ribozyme

optimal sind, ist derzeit nicht schlussig zu beantworten.

3 NNNNNNN A NNNNNNNNSE'|l & NNNNNNN“AW NNNNNNNNS'

A Gy A Gug
3 A 6 ot
2 U 2
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T T T vy
Minizyme Minirlbozyme uu

Abbildung 86: Auf das katalytische Motiv reduzierte Minizyme und Miniribozyme

Helix Il hat sich als nicht essentiell herausgestellt (Hendry, 1994; Tuschl 1993) und zur
Entwicklung von Minizymen geflihrt (Abbildung 86). Minizyme haben im Gegensatz zu
Miniribozymen keine Watson-Crick-Basenpaarung in "Helix" Il. Interessant ist die
Beobachtung, dass Miniribozyme kurze Substrate wie z.B. 13mere (Hendry et al 1998)

langsamer spalten als das naturliche Ribozym, langere Substrate wie z.B. 21mere
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jedoch schneller. Dies macht Miniribozyme besonders attraktiv, um lange mRNA zu
spalten. Die Schleife kann auch aus DNA-Bausteinen bestehen (Taylor 1992); dies
erhoht die Stabilitat gegen abbauende Enzyme und vereinfacht die Synthese. Die
Anzahl der Basenpaare in der internen Helix Il kann also ohne Verringerung der

katalytischen Aktivitat reduziert werden

Variationen des anti-HIV Ribozyms in Gré3e und Sequenzldnge

Um die katalytische Aktivitat des Hammerhead-Ribozyms R1 zu erhdhen, wurde es
gezielt an verschiedenen Stellen verkleinert und auf seine Reaktivitat hin getestet. In
Abbildung 87 sind das Ribozym R6 mit kurzen Seitenarmen, R7 mit verkleinerter Helix
Il und ein "minimiertes" Ribozym R8 aufgeflihrt, welches beide Anderungen in sich

vereint.

Zur Uberpriifung der Reaktivitdit der neuen Ribozyme wurden diese mit den
komplementaren, Cy5-markierten Substraten S8 bzw. S9 inkubiert. Nach 15 Minuten
Reaktionszeit und einer Ribozym- und Substratmenge von 20 pmol bzw. 0,8 pmol
wurden sie wie bei den bereits beschriebenen Messungen am ALF-System analysiert.
Die beiden Ribozyme mit verkirztem Seitenarm (R6) und verkleinerter Helix Il (R7)
zeigten bei diesem Assay eine gute katalytische Aktivitat (Abbildung 88). Da ein
effizientes Ribozym unter diesen Bedingungen jedoch einen nahezu vollstandigen
Umsatz des Substrats bewirken muss, wurde durch rationales Design das minimierte
Ribozym R8 entworfen. Wie in Abbildung 88 dargestellt zeigt dieses jedoch keinen

Umsatz.
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Abbildung 88: Katalytische Aktivitét der minimierten Ribozyme
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Mittels Temperatur abhangiger CD-Spektroskopie wurden die Ribozym-Substrat
Komplexe untersucht, um die Ursache fur diese Beobachtung zu analysieren. Es
konnte festgestellt werden, dass aufgrund der geringen Anzahl an Watson-Crick
Basenpaaren der Ribozym-Substrat Komplex bei 37°C nicht mehr stabil ist. Durch eine
geringfiigige VergroRerung der helicalen Bereiche konnte schlieRlich ein "optimales"
anti-HIV Hammerhead-Ribozym R9 identifiziert werden, welches das Substrat R10
unter den gegebenen Bedingungen fast vollstandig spaltet (Abbildung 88, 1. Zeile). Bei
37°C wird bei diesem Ribozym-Substrat Komplex im CD-Spektrum nur ein marginaler

Stabilitatsverlust beobachtet.

Das 37mer Hammerhead-Ribozym R1 konnte durch gezielte Verkleinerung der
helicalen Bereiche optimiert werden. Das neue 32 Nucleotide umfassende Ribozym
R9 wurde unter verschiedenen "multiple turnover'-Bedingungen getestet (Abbildung

89), bei denen das Substrat S10 effizient gespalten wurde.

[E] = 50nM, [S], < 500nM A

[E] =50nM, [S], > 500nM A

2r B 2 W MM 3 33 34 35 3G IT B 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49  Time[min]

Abbildung 89: ALF-Chromatogramm einer "steady state"-Substratspaltung mit R9. Aufgefiihrt sind
zwei Beispiele des Umsatzes (oben: [EJ/[S], < 1:10, unten: [EJ/[S], > 1:10)
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9.3.2 Kinetische Analyse unter "multiple turnover"-Bedingungen

Um den Einfluss der 2°-Aminoethyl modifizierten, fluorierten Nucleosidanaloga 27 und
28 auf die katalytische Aktivitdt von Ribozymen zu ermitteln und um Hammerhead-
Ribozyme zu entwickeln, die in der Lage sind genomische Punktmutationen zu
tolerieren, wurden die substituierten Ribozyme R10 und R11 synthetisiert. Diese
wurden gegen die vier Substrate $10-S13 getestet, die an Position 16.4 je eines der
natlrlichen Nucleoside tragen. Neben den kinetischen Parametern dieser acht
Ribozym-Substrat Komplexe wurden auch die Daten der Watson-Crick "match"-
(R9/S810) und "mismatch"-Falle (R9/811-R9/813) ermittelt (Abbildung 90). Auf diese
Weise wurde das Basenpaar an Position 15.4-16.4 des Ribozym-Substrat Komplexes
zur Simulation von Punkmutationen permutiert und alle 12 Mdoglichkeiten wurden

kinetisch analysiert.

j‘r‘éCyS
.
= 4 R9/S10:M=A, N=U
E ¥ RO/ST1:M=A N=A
Heiiy | 8——C RO/S12:M=A,N=C
U—A RO/S13:M=A, N=G
M——N
U—A R10/S10: M =27, N =U
C—G R10/S11: M =27, N =A
A—U R10/812: M=27,N=C
Helixll - o & R 61 G iy A B~ 5 R10/S13:M=27. N=G
G |
GA GAC U (|3 (|3 LL l|J (|3___5, R11/S10: M =28 N=U
5 | | | UC el R11/S11: M =28 N=A
cCUG, G R11/S12: M =28, N=C
GUA R11/S13: M =28, N=G

Abbildung 90: Auflistung aller 12 untersuchten Ribozym-Substrat Komplexe
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Auch bei dieser Untersuchung wurden die Messbedingungen so gewahlt, dass zu den
Zeiten der Probennahme der Umsatz < 30% betragt, um zu gewahrleisten, dass sich
die Reaktion noch im linear verlaufenden Bereich befindet. Die Reaktionen wurden je
nach Reaktivitat des eingesetzten Hammerhead-Ribozyms nach 1, 2, 3, 5, 8, 10 und
15 Minuten bzw. nach 3, 5, 8, 10, 15, 20 und 25 Minuten gestoppt. Die
Konzentrationen an Ribozym und Substrat und deren Verhaltnisse sind in Tabelle 12
aufgefiihrt. Da das Substrat in bis zu 50fachem Uberschuss eingesetzt wurde, war zur

Detektion der gelabelten Substrate am ALF™

Express System die Verwendung eines
internen Standards oder eine Verdinnung der Probe notwendig. Der Cy5 markierte
Strang S14 hat sich als geeignete Referenz erwiesen, da dieser weder mit der
Substrat- noch mit der Produktbande Uberlappt. Der interne Standard konnte jedoch
nicht zur Bestimmung der kinetischen Parameter eingesetzt werden, da bei hohen
Substratkonzentrationen die Menge an Spaltprodukt ebenfalls zu hoch war, um eine
fehlerfreie Detektion zu gewahrleisten. Die betreffenden Proben wurden daher vor der
Beladung des Polyacrylamidgels des ALF™ Express System um den Faktor 1:10 bzw.

1:100 verdunnt.

Tabelle 12: Eingesetzte Ribozym- und Substratkonzentrationen zur Ermittlung der kinetischen

Parameter
Ribozymkonzentration Substratkonzentration [S], Verhiltnis
[nM] [nM]
100 1:2/1:4
200 1:4/1:8
50 bzw. 25 500 1:10/1:20
750 1:15/1:30
1000 1:20/ 1:40
1250 1:25/1:50

Die Ribozym katalysierten Spaltungsreaktionen wurden bei 37°C in 50 mM TRIS-
Puffer (pH 8,0) mit 10 mM MgCI, durchgefuhrt. Jede kinetische Analyse wurde

mehrfach durchgefihrt (3-5 mal) und die Michaelis-Menten Kinetik wurde in erster
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Linie mittels der Lineartransformationsmethode von Hanes analysiert. Die Kinetiken
wurden im Anschluss ebenfalls durch die Methoden von Lineweaver-Burk und Eadie-
Hofstee ausgewertet, wobei die aufgetretenen Unterschiede wie erwartet innerhalb der

Fehlergrenzen der Methoden lagen.

Die Auswertung der am ALF™

Express System erhaltenen Daten erforderte zunachst
die Bestimmung des Umsatzes jeder einzelnen Spaltreaktion. Dies ist Uber eine
Auftragung der Produktkonzentration gegen die Reaktionszeit mit anschlielender

linearer Regression moglich (Abbildung 91).

160

120

[S], = 750 nM
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Produkl [nM]
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[S], = 100 nM
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Abbildung 91: Bestimmung des Reaktionsumsatzes bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen

Die kinetischen Parameter kbnnen nach einer Lineartransformation erhalten werden.
Die Gerade liefert Uber die Steigung 1/V den Wert der Kkatalytischen
Geschwindigkeitskonstante k.t und Uber den Ordinatenabschnitt Ky/V die Michaelis-
Menten Konstante (Abbildung 92).
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Abbildung 92: Auswertung der erhaltenen Daten nach der Methode von Hanes

Betrachtet man die Ergebnisse der unmodifizierten Ribozymspaltungen kénnen grol3e
Unterschiede in der katalytischen Aktivitdt zwischen dem Watson-Crick "match"-Fall
R9/810 und den Watson-Crick "mismatch"-Fallen R9/S11-R9/S13 beobachtet werden.
Die katalytische Geschwindigkeitskonstante k., ist bei der Reaktion mit R9/S10 mit 2,5
min™' deutlich hher als in den anderen drei Fallen (0,03-0,21 min™"). Diese Ergebnisse
gehen einher mit den bekannten Resultaten, dass die katalytische Aktivitat von

Hammerhead-Ribozymen in Anwesenheit von Punktmutationen drastisch abnimmt.

Die kinetische Analyse des modifizierten Ribozyms R10 ergibt, dass alle vier
synthetischen Substrate S10-S13 etwa gleich gut und effizient gespalten werden
(Tabelle 13). Die Geschwindigkeitskonstanten sind zwar geringer als im
unmodifizierten Fall R9/S10, aber bei Betrachtung der vier modifizierten Basenpaare
stellt man nur sehr geringe Unterschiede in der katalytischen Aktivitat fest (keat = 0,19-
0,39 min™). Zudem sind die Geschwindigkeitskonstanten dieses Ribozyms um bis zu
Faktor 13 hoher als die der Watson-Crick "mismatch"-Falle R9/S11-R9/S13. Durch die
Modifikation des Ribozyms mit dem 2-Aminoethyl substituierten, 4,6-
Difluorbenzimidazol-Nucleosidanalogons 27 konnte ein Hammerhead-Ribozym
entwickelt werden, welches Punktmutationen toleriert und kaum zwischen den vier
moglichen Substraten unterscheidet. Interessanterweise weist der Ribozym-Substrat

Komplex R10-S12, bei dem ein C gegenuber dem Difluorbenzimidazol steht, die




170 Kinetische Untersuchungen an chemisch modifizierten anti-HIV Hammerhead-Ribozymen

héchste Spaltungsgeschwindigkeit auf. Eine mogliche Erklarung dafur ist, dass das

4,6-Difluorbenzimidazol als sterisches Mimetikum fur Guanosin fungiert und daher die

geringste Stérung in dieser Helix 11l verursacht.

Tabelle 13: Kinetische Parameter der untersuchten, optimierten Hammerhead-Ribozyme, die

jeweils gegen alle vier Substrate gerichtet wurden; N =A, C, G, U

Ribozym Substrat Keat Km Keat | K
(M) (N) [min"] [UM] [10*min"'nM™]

S11 (A) 0,21+ 0,12 2,09+14 1,1+0,2

R9 $12(C) 0,03 + 0,01 0,11 0,05 2,3+0,2

(M=A) $13 (G) 0,14 + 0,06 0,93+ 0,4 2,1+0,7

$10 (V) 25+0,8 2,2+0,6 26 + 16

S11 (A) 0,19 0,1 24+13 1,1+0,5

R10 $12(C) 0,39 + 0,12 2,03+14 26+13

(M =27) $13 (G) 0,22 +0,12 3,08+23 1+£0,7

$10 (V) 0,24 0,1 0,93+0,8 8,4 +4,1

$11 (A) 0,21 0,07 0,6 +0,37 53+25

R11 $12(C) 0,15 0,05 0,66 + 0,4 2,7 +1,1

(M =28) S13 (G) 0,14 + 0,02 0,5+0,1 2,9+0,7

$10 (V) 0,11 £ 0,02 1,0£0,5 1,3£0,6

FUr das Hammerhead-Ribozym R11 konnten nur geringe Verbesserungen gegenuber
den Watson-Crick "mismatch"-Fallen festgestellt werden. Aufgrund der kleineren
Michalis-Menten Konstanten bleibt die katalytische Effizienz kq./Ky jedoch im Bereich
der fur die mit Ribozym R10 ermittelten Werte. In Analogie zu den ermittelten T-
Werten ist die Erhohung der katalytischen Aktivitat gegentber den "mismatch"-
Komplexen nicht so ausgepragt wie fur das Ribozym R10. Im Gegensatz zu dem
geringen Ty,-Wert, der fUr das Basenpaar 28-G erhalten wurde, spiegeln die

kinetischen Parameter keinen so grof3en Verlust der katalytischen Aktivitat wider. Wie
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schon bei dem modifizierten Hammerhead-Ribozym R10 beobachtet werden konnte,
zeigt auch hier der Ribozym-Substrat Komplex mit dem besten sterischen Mimetikum
(R11/811) die hochste katalytische Aktivitat. Die Nucleobase 2,4-Difluorbenzol, die ein
Analogon des Uridins darstellt, steht dabei gegentiber von Adenosin (28-A; kgt = 0,21

min™).

Der Endpunkt aller untersuchten Spaltreaktionen ist etwa identisch. Die eingefuhrten
Modifikationen 27 und 28 scheinen die Reaktionsgeschwindigkeit gegenuber dem
naturlichen Ribozym-Substrat Komplex etwas zu verringern. Die Mdglichkeit, dass die
Modifikationen die Komplexe in einer inaktiven Konformation einfrieren und somit fur

die Katalyse nicht mehr zur Verfigung stehen, scheint daher unwahrscheinlich.

Die 2°-Aminoethyl modifizierten Verbindungen sollen in siRNAs eingebaut und gegen
HIV-Punktmutationen getestet werden. Erste Versuche dazu wurden bereits
durchgefuhrt. Die siRNA-Strange sind dabei gegen das Pol-Gen in der Héhe des 7.
GUC-Tripletts gerichtet, um einen Aktivitatsvergleich mit den entsprechenden

Riboyzmen zu ermoglichen.

9.3.3  Schlussfolgerungen

Aus den kinetischen Analysen der modifizierten Hammerhead-Ribozyme unter

"multiple turnover'-Bedingungen lassen sich folgende Erkenntnisse ableiten:

¢ Die katalytische Aktivitdt des unmodifizierten Ribozym R9 hangt stark davon
ab, ob das Substrat komplementar ist oder eine Punktmutation tragt. Die
Unterschiede kdnnen mit dem vorliegenden Fluoreszenz basierten Assay gut

nachgewiesen und quantifiziert werden.

e Das Ribozym R10, welches mit dem 2°-Aminoethyl substituierten, 4,6-
Difluorbenzimidazol-Nucleosidanalogon 27 modifiziert ist, ist in der Lage
Punktmutationen zu tolerieren. Es weist bei Watson-Crick "mismatch"-
Basenpaaren im Vergleich zum naturlichen Ribozym R9 eine um Faktor 13
erhohte katalytische Aktivitat auf.
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Aufgrund der Resultate mit dem Ribozym R2 kann die Erhohung der
katalytischen Aktivitat im Vergleich zu den Ribozym-Substrat Komplexen mit
Watson-Crick "mismatch"-Basenpaaren allein auf den Einfluss der 2'-

Aminoethylgruppe zurtickgeflhrt werden.

In Ubereinstimmung mit den thermodynamischen Studien an RNA 12mer
Duplexen zeigt das Hammerhead-Ribozym R12 eine geringere katalytische
Aktivitat.

Beide modifizierten Ribozyme R11 und R12, deren Modifikation ein Mimetikum
fur G bzw. U ist, sind bei den Substraten am aktivsten, in denen die
Modifikation mit C bzw. A gepaart wird.

Der Vergleich der thermodynamischen und kinetischen Parameter zeigt, dass
die Ribozymaktivitdt stark von einer exakt gefalteten katalytischen
Konformation abhangt und empfindlich auf Strukturanderungen in der
Geometrie des Ribozym-Substrat Komplexes reagiert, die durch die
Modifikationen hervorgerufen werden konnen. Neben der Basenstapelung, der
Solvatation und den Wasserstoffbricken spielen bei der katalytischen Aktivitat
vor allem auch der sterische Anspruch einer Modifikation und die Anderung der

Gesamtkonformation eine entscheidende Rolle.
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Synthese und biologische
Eigenschaften fluorierter Nucleosid-5"-
Triphosphate

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den fluorierten Benzimidazol- und Benzol-
Nucleosidanaloga 8 und 9 auch im biologischen Sinn um universelle Basen handelt,
wurden diese in Polymerase katalysierten Reaktionen untersucht. Dabei wurden
sowohl ihre Templateigenschaften Uberprift als auch ihre Fahigkeit als Substrate fur
die T7 RNA Polymerase zu dienen. Die hierfur erforderliche chemische Synthese der
nucleosidischen 5°-Triphosphate wurde nach der Methode von Yoshikawa
durchgefuhrt (Yoshikawa, 1967).
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Abbildung 93: Nucleosidische 5°-Triphosphate 96 und 97
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10.1 Synthese und Aufreinigung der 5" -Triphosphate 96 und 97

10.1.1  Synthese der Triphosphate 96 und 97 nach Yoshikawa

Die Synthese der nucleosidischen 5°-Triphosphate 96 und 97 erfolgte ausgehend von
den fluorierten Nucleosidanaloga 8 und 9. Die Synthese nach Yoshikawa wird in
einem Reaktionsschritt durchgeflihrt ohne Einfihrung von acetalischen Schutzgruppen
an den Positionen 2 und 3 der Zuckereinheit (Abbildung 94). Die hohe
Regioselektivitat der Reaktion ruhrt neben der Reaktivitat der primaren 5°-
Hydroxyfunktion auch von der Bildung des hoch reaktiven, intermedidaren Komplexes
21, der eine schnelle und effiziente Monophosphorylierung ermdglicht. Dieser
Vilsmeier-Haack artige Komplex wird durch Verwendung des LoOsungsmittels
Trimethylphosphat ermoglicht. Dieses bildet mit Phosphoroxychlorid den Komplex 21
aus, welcher Mesomerie stabilisiert ist (siehe auch Kapitel 5) und zu dem

monophosphorylierten Intermediat 98 flhrt.
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Abbildung 94: Synthese nucleosidischer Triphosphate nach der Methode von Yoshikawa am

Beispiel des Triphosphats 96
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Dieses wird durch Zusatz einer 0,5 M Tributylammoniumpyrophosphat-Losung in
Tributylamin zu einem zunachst cyclisch vorliegendem Triphosphat umgesetzt 99. Um
die Zersetzung des Produktes zu verhindern wird die Reaktionslosung nur eine Minute
bei Raumtemperatur gertihrt. Diese Zeitspanne reicht jedoch aus, um einen guten
Reaktionsumsatz zu erreichen. Die anschlielende Hydrolyse zum linearen Triphos-
phat 96 erfolgt mittels Triethylammoniumbicarbonat-Lésung, welche zuvor durch
Einleiten von CO, in Tributylamin hergestellt wurde. Nach Fallung der polaren
Substanzen mit Methylenchlorid und Lyophilisierung des Rohproduktes sind bereits
die charakteristischen Triphosphat-Signale im >'P-NMR-Spektrum zu erkennen
(Abbildung 95). Die Bezeichnung der Phosphoratome o~y wurde in Kapitel 5 erlautert.
Das Pyrophosphat bei ca. —10 ppm ist nur im *'P-NMR-Spektrum zu detektieren.
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Abbildung 95: 31P—NMR-Spektrum des Rohproduktes der Synthese des Triphosphates 96
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10.1.2  Aufreinigung der Triphosphate mittels FPLC, AE-HPLC und
RP-HPLC

Das Rohprodukt jeder Triphosphatsynthese enthalt — wie in Abbildung 95 zu sehen —
mehrere polare und geladene Komponenten. Neben dem nicht umgesetzten Edukt,
den Reaktanden und dem Produkt werden bei der Reaktion auch das Monophosphat,
anorganische Polyphosphate und auch phosphatverbrickte Dinucleoside gebildet.
Aufgrund der starken Wechselwirkungen und der daraus resultierenden Haftung der
unterschiedlichen Komponenten an normalem Kieselgel kann das Rohprodukt nicht
Uber diese Trennmatrix aufgetrennt werden. Die Anionenaustauscher-Chromato-
graphie jedoch eignet sich gut zur lIsolierung von Triphosphaten, da die negativ
geladenen Molekile hier in Abhangigkeit von ihrer Ladungszahl aufgetrennt werden.
Die Aufreinigung und Isolierung der Triphosphate 96 und 97 erfolgte mit
chromatographischen Methoden in drei Trennschritten. Zunachst wurden die
Reagenzien und die entstandenen Nebenprodukte mittels FPLC abgetrennt. Aufgrund
der Ladungsgleichheit der Triphosphate mit dem Pyrophosphat war jedoch eine
zusatzliche Trennung mittels Anionenaustauscher-Chromatographie notig. Das
Triphosphat wurde im Anschluss daran mittels "Reversed Phase"-HPLC von dem

Formamid und den Phosphaten der eingesetzten Puffer-Losungen isoliert.

Der erste Trennschritt wurde an der FPLC mit einem Gradienten aus 0,05 M bis 1 M
wassriger TEAB-L6sung an einem Gerat der Firma Pharmacia durchgefuhrt. Auf die
Detektion mit einem "Single Path UV Monitor UV-1" bei der fur die natirlichen
Nucleoside Ublichen Wellenlange von 280 nm konnte nicht zurlckgegriffen werden.
Wie die Wellenlangescans in Abbildung 96 zeigen, sind die Absporptionsmaxima der
fluorierten Nucleosidanaloga 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-$-D-
ribofuranose 8 und 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9 verschoben
und liegen bei ca. 260 nm bzw. 240 nm. Dies fuhrte dazu, dass die Trennung Uber die
FPLC-Saule (DEAE Sephadex A25-Material) an einem Gerat der Firma JASCO mit
variablem Detektor bei jeweils hoher Absorption der zu isolierenden Verbindung

durchgefuhrt wurde.
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Abbildung 96: Wellenldngenabhédngige Absorption; a) 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-3-D-ribo-

furanose 9, b) 1°-Desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 8

Die Aufreinigung mittels FPLC (Puffer A: 0,05 M TEAB; Puffer B: 1 M TEAB) wurde mit

einem Fluss von 1ml/min durchgefihrt. Der pH-Wert der Puffer wurde auf 7,5

eingestellt, da ab pH 8 das Laufmittel nicht mehr ausreichend carbonathaltig ist
(Wojczewski, 1999). Der Gradient lief 10 Minuten bei 100% A, stieg innerhalb von 90
Minuten auf 30% B und in weiteren 60 Minuten auf 100%B an.

|6 (]]1]| ook

Abbildung 97: Anionenaustausch-FPLC der Synthese von 1°-Desoxy-1’-(2,4-difluorphenyl)--D-

ribofuranose-5’-triphosphat 97
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Je langsamer der Gradient ansteigt und je langer die chromatographische Trennung
durchgefuhrt wird, desto besser kann das im Reaktionsgemisch vorhandene
Pyrophosphat schon in diesem Schritt abgetrennt werden (Schoetzau, 2000). Das
resultierende Chromatogramm in Abbildung 97 zeigt, dass das Triphosphat gut von

den restlichen Substanzen abgetrennt werden kann.

Nach Vereinigung der gesammelten Fraktionen wurden diese lyophilisiert. Dies ist im
Vergleich zur Vakuumzentrifugation die Methode der Wahl, da das Triphosphat dabei
nicht erhdhten Temperaturen ausgesetzt ist. Die Gefriertrocknung mit Ethanol wird bis
zur Gewichtskonstanz durchgefiihrt, um Uberschissiges Triethylammoniumcarbonat

zu entfernen.

Je nach Polaritat des Produktes wird das Pyrophosphat bei der FPLC nicht vollstandig
abgetrennt. Daher ist ein weiterer Trennschritt notig, welcher mit einer SynchroPak
AX300® Anionenaustauschersaule an einem HPLC-System durchgefilhrt wird. Als
Laufmittel dient hierbei ein 0,05 M Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer mit 50%
Formamid. Die Elution erfolgt durch einen steigenden Anteil an 1 M Ammoniumsulfat.
Im Falle des 1’-Desoxy-1-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose-5"-triphosphats 97
erfolgte die Elution bei einem Anteil von 28% an Puffer B (Abbildung 98).

1,2x10°

1,0x10°

8,0x10° ﬂ

6,0x10°

Absorption

4,0x10°

2,0x10°

0,04

t [Min]

Abbildung 98: Aufreinigung des Triphosphats 97 mit einer Retentionszeit von 21,6 Minuten.
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Im Anschluss an die AE-HPLC-Trennung erfolgte die Entsalzung der lyophilisierten
Fraktionen mittels Umkehrphasen-HPLC. Gleichzeitig wird dabei auch das bei der
Gefriertrocknung zurtickgebliebene Formamid aus der Probe entfernt. Die RP-HPLC
wird mit einem Triethylammoniumacetat (TEAA)-Puffer durchgefuhrt. Nach Injektion
der Probe auf die Nucleosil 300 A C18-S3ule wird das Triphosphat mit einer
steigendenden Konzentration an Acetonitril bei pH 5,5 rasch von der Saule eluiert
(Abbildung 99). Es konnte auch gezeigt werden, dass das entsprechende
Monophosphat eine um wenige Minuten langere Retentionszeit aufweist als das

abgebildete Triphosphat.
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Abbildung 99: Chromatogramm eines RP-HPLC-Laufes zur Entsalzung der Triphosphate

10.1.3 Analytik der synthetisierten Triphosphate 96 und 97

Der Nachweis der synthetisierten Triphosphate erfolgte iiber *'P-NMR-Spektroskopie

und ESI-Massenspektrometrie.

Zur ldentifizierung im NMR werden die Phosphate — ausgehend vom Zuckerrest — mit
a, B, und y bezeichnet. Wie bereits in Kapitel 5 erlautert ergibt das B-Phosphoratom ein
charakteristisches Signal bei ca. —22 ppm. Wahrend das a-Phosphoratom unabhangig

von den Messbedingungen ein konstantes Signal bei ca. —10ppm zeigt, wird bei dem
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y-Phosphoratom eine grol’e Schwankungsbreite von ca. -8 ppm bis —11 ppm
beobachtet. Dieser Effekt ist vermutlich Ausdruck einer héheren pH-Sensitivitat des
endstandigen Phosphats und resultiert oft in einer Signalliberlagerung des a- und des
y-Phosphoratoms (Wojczewski, 1999). In Abbildung 100 und Abbildung 101 sind die
¥'P_.NMR-Spektren der in dieser Doktorarbeit synthetisierten Triphosphate 96 und 97
aufgefuhrt.

Der Nachweis der Triphosphate durch Massenspektrometrie gelingt fur gewohnlich nur
mit reinen Proben; bereits kleine Verunreinigungen verhindern die Detektion des
Molpeaks. Aufgrund der Labilitat der Triphosphate kdnnen diese weiterhin durch die
lonisierungsenergie leicht zerstort werden. In Abbildung 102 ist beispielhaft das
Spektrum  von  1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B3-D-ribofuranose-5"-
triphosphat 96 dargestellt. Der Hauptpeak korrespondiert gut mit der gesuchten
Molmasse (527,23 g/mol), wahrend der Peak bei 336,6 wahrend der Messung entsteht
und auf das fragmentierte Produkt (Monophosphat) hindeutet.

(I
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Abbildung 100: *'P-NMR-Spektrum von 1°-Desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribo-
furanose-5'-triphosphats 96
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Abbildung 101: 37P—NMR-Spektrum von 1°-Desoxy-1-(2,4-difluorphenyl)-3-D-ribofuranose-5’-tri-
phosphats 97

525.0 Scan ES-
41425

]
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Abbildung 102: ESI(-)-Spektrum des Triphosphats 96
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10.2 Uberpriifung der Templateigenschaften der universellen

Basen 8 und 9 mittels reverser Transkription

Zur Evaluierung der Templateigenschaften der fluorierten Benzimidazol- und
Benzolnucleosidanaloga 8 und 9 wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit ein Assay
entwickelt, bei dem mittels reverser Transkription der Einbau naturlicher Nucleoside

gegenuber der fluorierten Nuleobase ermittelt werden kann.

Hierbei wurden die Phosphoramidite 63 und 64 mittels Festphasensynthese in einen
RNA-Strang eingebaut. Dieses Templat wird mit einem DNA-"Primer" hybridisiert und
bildet die doppelstrangige Erkennungssequenz fur die Reverse Transkriptase. Diese
startet die Transkription, also die Synthese eines DNA-Stranges, entlang des Templats
und verknuUpft dabei das erste Nucleosid des Transkripts mit dem 3’-Ende des
Primers. Werden dem Enzym im Reaktionsgemisch alle vier naturlichen dNTPs zur
Verfugung gestellt, so wird das vollstandige DNA-Transkript mittels reverser

Transkription hergestellt.

$15/816- 5-Cy5 GAC GCT CCGCGT GTTCTT C

Duplex 3- CUG CGA GGC GCA CAAGAAG XA CAGGCACC -5

Reaktion 1 5-Cy5 GAC GCT CCGCGT GTTCTT CA
3- CUG CGA GGC GCACAAGAAGXACAGGCACC -5

Reaktion 2 5-Cy5 GACGCT CCGCGT GTTCTT CC
3- CUG CGA GGC GCACAAGAAGXACAGGCACC -5

Reaktion 3 5-Cy5 GACGCT CCGCGT GTTCTT CG
3- CUG CGA GGC GCA CAAGAAG XA CAGGCACC -5

Reaktion 4 5-Cy5 GACGCT CCGCGT GTTCTTCT
3- CUG CGA GGC GCA CAAGAAG XACAGGCACC -5

Abbildung 103: Aufbau des "Reverse Transkriptase"™Assay zur Uberpriifung der Templat-

eigenschaften der fluorierten Nucleosidanaloga 8 und 9; X, = U, 8, 9
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Da im vorliegenden Fall nur der Einbau gegenuber dem artifiziellen Nucleosid von
Interesse ist, wird der Polymerasereaktion nur jeweils ein dNTP in der
Reaktionsldésung zur Verfugung gestellt und die einzelnen Reaktionen werden separat
in vier verschiedenen Gefallen durchgefuhrt (Abbildung 103). Dies fuhrt dazu, dass —
wenn Uberhaupt — nur das erste Nucleosid von der Reversen Transkriptase eingebaut
wird. Beim unmodifizierten Templat sollte aufgrund der Selektivitdt des Enzyms nur
gegenuber dem jeweiligen Watson-Crick Basenpartner eine Verlangerung des Primers
stattfinden (in Abbildung 103: Reaktion 1; X = U). Befindet sich eine der Modifikationen
8 oder 9 direkt am 3’-Ende des Primers, so sollte in allen vier Reaktionen eine
Verlangerung zu beobachten sein, wenn es sich bei den untersuchten Nucleosiden

auch in biologischen Systemen um universelle Nucleobasen handelt.

Synthetisierte Strdnge

Zur Durchfiihrung des "Reverse Transkriptase"-Assays am ALF Express®-System war
es notig den DNA-"Primer" am 5°-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 zu
markieren (siehe Kapitel 9.1). Neben den RNA-Templaten wurde auch ein um ein

Nucleosid verlangerter Primer als Referenz synthetisiert.

Tabelle 14: Synthetisierte Primer und Template fiir den "Reverse Transkriptase"-Assay

Bezeichnung Sequenz Bemerkung

5’- Cy5 GAC GCT CCG CGT GTT
CTTC-3

S 15 DNA-Primer

S 16 5- CCA CGG ACAUGAABAACA | 1 difiziertes Templat

CGC GGA GCG UC -3’

5- CCA CGG ACA 8GA AGA ACA

S17
CGC GGA GCG UC -3
Modifizierte Template
S 18 5°- CCA CGG ACA 9GA AGA ACA
CGC GGA GCG UC -3
S 19 5°- Cy5 GAC GCT CCG CGT GTT Referenz ("Primer+1")

CTT CA-3°




184 Synthese und biologische Eigenschaften fluorierter Nucleosid-5"-Triphosphate

Zur Uberpriifung, ob der Cy5 markierte Primer S15 und das um ein Nucleotid
verlangerte Produkt mittels Gelelektrophorese zu trennen sind, wurden die beiden
Strange S15 und S19 auf das Gel im ALF Express®-System geladen. Die Referenz
$19 diente dabei als "simuliertes Produkt". Wie in Abbildung 104 zu sehen ist, weisen
die Retentionszeiten der beiden DNA-Strange einen ausreichend grof3en Unterschied

auf, um auf dem Gel den Primer von dem Produkt unterscheiden zu kénnen.

S$15

S$19

26 2y 28 29 30 31 32 33 34 35 3 37T 3B 39 4 41 42 43 44 45 48 47  4Fime [min]

Abbildung 104: ALF-Lauf zur Uberpriifung der Trennung des Primers S15 von einem um ein
Nucleotid verldngerten Primer S19

Firr die Verlangerung des Primers mit dNTPs wurde die SuperScript 1I® Reverse
Transkriptase von Invitrogen verwendet. Diese optimierte M-MLV Reverse
Transkriptase weist eine hohe thermische Stabilitat auf (bis 55°C) und eine reduzierte
RNAse H-Aktivitat auf. Dies ist wichtig, um den mdglichen Abbau des Primer/Templat-

Duplexes zu unterbinden.

Die Durchfiuhrung des Assays erfolgte mit einem "hot start". Zu den aquimolaren
Mengen an RNA-Templat und DNA-Primer (21 pmol) wurde jeweils ein dNTP
zugegeben. Dies lag in einer Endkonzentration von 10mM vor. Die Reaktion wurde in
Tris/HCI-Puffer bei pH 8,3 mit 75 mM KCI und 3 mM MgCl, durchgefuhrt. Der
Reaktionsansatz wurde 3 Minuten bei 60°C inkubiert. Nach dem Abkuhlen (1Min.) auf
Eis wurde die Reverse Transkriptase (200 U) dazu pipettiert und die Reaktion fur 65
Minuten bei 55°C inkubiert.
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Abbildung 106: Uberpriifung der Templateigen-

schaften der modifizierten Nucleo-
side 8 und 9

In Abbildung 105 ist der ALF-Lauf
des Assays mit dem unmodifizierten
Templat $16 aufgefuhrt. Es ist deut-
lich zu erkennen, dass die reverse
Transkriptase zwischen der Wat-
son-Crick Basenpaarung und den
"mismatch"-Fallen differenziert. Nur
bei Anwesenheit von dATP kam es
zu einer Verlangerung des Primers.
In den anderen drei Reaktionen
konnte keine Produktbildung be-
obachtet werden. Die Reaktionen
mit den Primer/Templat-Duplexen
S$15/S17 (Zeile 1-4) und S15/S18
(Zeile 5-8) sind im folgenden
abgebildet (Abbildung 106). Sowohl
bei dem mit der Nucleobase 4,6-
Difluorbenzimidazol =~ modifizierten
Templat S17 als auch bei dem mit
2,4-Difluorbenzol modifizierten
Templat S18 ist die Bildung des
verlangerten  Primers zu Dbe-
obachten. Der Reaktionsumsatz ist
wesentlich geringer als bei der
Bildung des naturlichen Watson-
Crick Basenpaares am Duplex
S$15/816; er liegt jedoch fur alle acht
Reaktionen bei 4-7% (siehe Tabelle
15). Da alle vier naturlichen Nucleo-
side prozentual etwa gleich gut
gegenuber den artifiziellen Nucleo-
siden 8 und 9 eingebaut werden,
kann man feststellen, dass es sich

bei den Nucleosidanaloga
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1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 8 und 1°-Desoxy-1'-
(2,4-difluorphenyl)-R-D-ribofuranose 9 auch im biologischen Sinn um universelle

Basen handelt.

Tabelle 15: Einbau an natiirlichen dNTPs gegentiber den artifiziellen Nucleosiden 8 und 9

Primer/Templat-Duplex dNTP Einbau (%)
dATP 3,7+0,2
dCTP 42+1,0

S 15/817
dGTP 7,0+£20
dTTP 46+0,2
dATP 53+0,2
dCTP 4,2+0,9
S 15/S18
dGTP 6,7+1,9
dTTP 58+1,3

Wie mit dem unmodifizierten Templat S16 gezeigt werden konnte, kommt es auch bei

verlangerten Reaktionszeiten zu keinem erhohten Umsatz.
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10.3 Einsatz der Triphosphate 96 und 97 als Substrate der T7
RNA Polymerase

Neben den Templateigenschaften der Nucleosidanaloga 8 und 9 wurde auch ihre
Fahigkeit untersucht als Substrate fir die T7 RNA-Polymerase zu fungieren. Dazu
wurden wie in Kapitel 10.1 beschrieben die entsprechenden Triphosphate 96 und 97

synthetisiert.

Das verwendete Transkriptionssystem besteht aus einer DNA-abhangigen T7 RNA-
Polymerase, einem DNA-Templat $21 und einem Promoter $20, dessen Sequenz
festgelegt ist. Als Templat wurde eine DNA-Sequenz gewahlt, die fuir die TAR-RNA

codiert, da dies ein gut zu transkribierendes System ist.

§20/821

5-TAATAC GACTCACTATA
3-ATT ATG CTG AGT GAT AT CCG CGA TCG GCT GAC GGC TAGAGC GACTGA CTG -5°

$20/821; Reaktion mit CTP, GTP, UTP und dem Triphosphat 96

5-TAATAC GACTCA CTATA GGC GCU XGCCGX CUG CCG XUC UCGCUG XCU GXC
3-ATT ATG CTG AGT GAT AT CCG CGATCG GCT GAC GGC TAGAGC GACTGACTG -5’

$20/821; Reaktion mit ATP, CTP, GTP und dem Triphosphat 97

5-TAA TAC GAC TCA CTATA GGC GCY AGCCGA CYG CCGAYCYCG CYG ACY GAC
3-ATT ATG CTG AGT GAT AT CCG CGA TCG GCT GAC GGC TAGAGC GAC TGA CTG -5

Abbildung 107: Aufbau des "Polymerase"-Assays; der Duplex S20/S21 dient als
Erkennungssequenz und Templat fir die T7 RNA-Polymerase; die Transkripte, die

entstehen kénnen, sind blau gekennzeichnet; X = 8 bzw. 96, Y = 9 bzw. 97

Die Polymerase bendtigt die Sequenz 5-GG-3" als Transkriptionsstart und verkntpft
bei der Transkription den Promoter nicht mit dem entstehenden RNA-Strang. Daher

kann keine Fluoreszenzmarkierung zur Analyse des Transkriptes am ALF Express®-
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System durchgefiihrt werden. Da eine postsynthetische Markierung aufwendig ist und
nicht immer quantitativ verlauft, wurde die Analyse der Transkription durch ein
analytisches Polyacrylamid-Gel ("Minigel") mit anschlielender Silberfarbung
durchgefiihrt.

Die fluorierten Benzimidazol- und Benzol-Nucleosidanaloga 8 und 9, auf denen die
eingesetzten Triphosphate 96 und 97 beruhen, sind wie in Kapitel 7 naher erlautert
sterische Mimetika fur Guanosin bzw. fur Uridin. Deshalb wurde bei der Untersuchung
der Triphosphate Verbindung 96 anstelle von UTP in der Polymerase katalysierten
Reaktion eingesetzt (Abbildung 107). Da das Guanosin-5'-triphosphat fur den
Transkriptionsstart essentiell ist und dessen Substitution wahrscheinlich zu einer
Inhibierung der Transkription fuhren wirde, wurde im Fall des 4,6-Difluorbenzimidazol
das ATP substituiert. Dienen die beiden artifiziellen Triphosphate 96 und 97 als
Substrate fir die T7 RNA-Polymerase und ermdglicht die Polymerase die
Kettenverlangerung nach Einbau der modifizierten Triphosphate, so sollten die beiden
in Abbildung 107 in blau dargestellten Transkripte entstehen.

Zur Synthese des modifizierten Transkripts wurden zunachst 100ug/ml der an
doppelstrangigem Promoter/Templat-Komplex $20/821 hybridisiert. Dieser ist
essentiell fur die Anlagerung der Polymerase und den Transkriptionsstart. Die T7
RNA-Polymerase arbeitet optimal in einem 80 mM HEPES-KOH (pH 7,5)-
Puffersystem mit 12 mM MgCl, und in Anwesenheit von 2mM Spermidin. Die
Konzentration an Ribotriphosphat betragt jeweils 3 mM. Nach zweistindiger
Inkubation bei 37°C wurde die Polymerase-Reaktion durch Zugabe von Formamid

gestoppt.
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Abbildung 108: Analytisches PA-Gel mit den durchgefiihrten Transkriptionsansétzen,; Spalten 3-5:
4,6-Difluorbenzimidazol modifiziertes Triphosphat 96, Spalten 6-8: 2,4-Difluorbenzol

modifiziertes Triphosphat 97, jeweils in steigender Konzentration

Nach Durchfihrung der Transkriptionen wurden die Reaktionen durch Zugabe von
Formamid gestoppt. Die Reaktionen mit Verbindung 96 wurden in ein-, finf- und
zehnfacher Konzentration an modifiziertem Triphosphat durchgefihrt (Abbildung 108,
Spalten 3-5); die Reaktionen mit Verbindung 97 wurden in ein-, zwei- und funffacher

Konzentration an modifiziertem Triphosphat durchgeflihrt (Spalten 6-8).

Wie in Abbildung 108 zu erkennen ist, konnte kein einzelstrangiges RNA-Transkript
nachgewiesen werden. Das mit 4,6-Difluorbenzimidazol modifizierte Triphosphat 96
wurde durch die Polymerase jedoch toleriert und in das Transkript eingebaut. Auf dem
Gel ist das Transkript als Hybrid mit dem Templat S21 zu sehen (Spalte 3). Aufgrund
der identischen Laufh6he mit dem unmodifizierten Transkript/Templat-Hybrid in Spalte
2 handelt es sich bei dem modifizierten DNA/RNA-Hybrid in Spalte 3 um das
vollstandige Produkt der Transkription. Dass die Transkription nicht vollstandig
abgelaufen ist, ist an dem Vorhandensein der Bande des nicht hybridisierten

Templates zu erkennen. Aufgrund der nicht ganz umgesetzten Reaktion ist die
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Konzentration an einzelstrangigem Transkript auf dem Gel vermutlich zu gering, um
dieses mittels Silberfarbung nachzuweisen. Die Spalten 4 und 5 zeigen aufgrund der
erhohten Salzkonzentration im Reaktionsansatz kein Produkt. Die mit dem
Triphosphat 97 durchgefihrten Transkriptionen fluhrten nicht zu dem Einbau des

Triphosphates in den nascierenden RNA-Strang.

Die Bevorzugung der 4,6-Difluorbenzimidazol-Modifikation gegeniber dem 2,4-
Difluorbenzol-Nucleosid korrespondiert mit den erhaltenen T,-Werten der RNA
12mere (Kapitel 8), bei denen das Purinanalogon aufgrund héherer Beitrage zu den
Basenstapelungswechselwirkungen den RNA-Duplex besser stabilisiert. Dass die
Transkription mit dem Triphosphat 96 nicht so effizient verlauft wie bei den natlirlichen
Triphosphaten wurde durch eine Kooperation mit der Gruppe von Prof. Kuchta
bestatigt. Bei Unersuchungen der humanen Primase war dieses Triphosphat der mit
Abstand schwachste Inhibitor (Kuchta, 2004).

Zum Nachweis, dass es sich bei den Banden in Spalte 2 und 3 des Gels in Abbildung
108 tatsachlich um das aus Templat $21 und Transkript bestehende RNA/DNA-Hybrid
handelt, wurde ein RNAse H-Verdau durchgeflhrt.

Die Analyse des DNA-RNA-Hybrids, welches bei der Transkritpion mit T7 RNA
Polymerase entstanden ist, wurde mit 10 ul des Transkriptionsansatzes ein RNAseH-
Verdau durchgefiihrt. Der enzymatische Verdau des Transkripts wurde mit 1 U bzw. 5
U RNAse H durchgefihrt. Die Reaktionen wurden nach 30 bzw. 60 Minuten durch

Zugabe von Formamid gestoppt.
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Abbildung 109: RNAse H-Verdau des RNA/DNA-Hybrids aus dem Templat 21 und dem RNA-
Transkript; Spalte 1 + 3: 1U RNAse H; Spalte 2 + 4: 5U RNAse H

Wie auf dem analytischen PA-Gel in Abbildung 109 zu erkennen ist, konnte mittels
RNAse H-Verdau nachgewiesen werden, dass es sich in Abbildung 108 um den
vermuteten Templat/Transkript-Duplex handelt. Der Verdau des Hybrids wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen an RNAse H durchgefihrt. Die Reaktion wurde
nach 30 Min. bzw. 60 Min. gestoppt. Sowohl bei 1 U Enzym (Spalten 1 und 3) als auch
bei 5 U Enzym (Spalten 2 und 4) wurde die Degradation des Hybrids beobachtet,

wahrend das einzelstrangige DNA-Templat $21 nicht verdaut wurde.
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Zusammenfassung & Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden 2°-Aminoethyl modifizierte, fluorierte
Nucleoside synthetisiert, um ihren Einfluss auf die Stabilitdt von RNA-Duplexen sowie

auf die Kinetik von Hammerhead-Ribozym katalysierten Reaktionen zu untersuchen.

Bei den fluorierten Benzimidazol- und Benzol-Nucleosidanaloga 8 und 9 handelt es
sich um universelle Basen, die bei der Basenpaarung nicht zwischen den vier
natlrlichen Nucleosiden unterscheiden. Die dabei auftretende Destabilisierung der
RNA-Duplexe sollte durch Einfuhrung einer unter physiologischen Bedingungen
protoniert vorliegenden 2°-Aminoethyl-Gruppe umgangen werden. Die 2'-modifizierten
Verbindungen 27 und 28 wurden synthetisiert und eingehend untersucht, um artifizielle
Nucleoside zu entwickeln, die nach Einbau in katalytische Oligoribonucleotide wie dem
Hammerhead-Ribozym in der Lage sind genomische HIV-Punktmutationen zu

tolerieren.

Die Synthese der Nucleosidanaloga (Abbildung 110) erfolgte im Fall der N-
glycosidisch verknipften Verbindungen 8 und 27 Uber die Silyl-Hilbert-dJohnson-
Reaktion, welche mit dem zuvor in vier Schritten synthetisierten 4,6-
Difluorbenzimidazol durchgefiihrt wurde. Die Darstellung der C-Nucleoside 9 und 28
wurde Uber eine Glycosilierungsreaktion mit 2,3,5-Tri-O-benzyl-ribono-y-lacton
durchgeflhrt.
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Abbildung 110: Synthetisierte Nucleoside

Die Einfuhrung der 2’-Modifikation konnte nach simultaner Schitzung der 3°- und 5°-
Hydroxygruppe durch Alkylierung der 2°-Position mit Bromessigsaureethylester
erreicht werden. Die anschliefende Reduktion mit Lithiumborhydrid lieferte den
primaren Alkohol. Ausgehend von diesem zentralen Zwischenprodukt konnte in einer
deutlich verkirzten Synthesestrategie die direkte Konvertierung des Alkohols unter
"Mitsunobu"-Reaktionsbedingungen durchgefuhrt werden. Dabei wurde durch ein
Phthalimid die geschitzte Aminogruppe in einem Reaktionsschritt eingefuhrt
(Abbildung 111). Die Phthalimid-Schutzgruppe ist dabei kompatibel mit der Schutz-
gruppenstrategie der Oligonucleotid-Festphasensynthese und kann postsynthetisch
mit dem Entfernen der Basenschutzgruppen des RNA-Stranges abgespalten werden.
Nach Umsetzung der Nucleoside zu den Phosphoramiditen konnten diese
kupplungsfahigen Monomere in der RNA-Festphasensynthese eingesetzt und in

RNA12mere und Hammerhead-Ribozyme eingebaut werden.
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Abbildung 111: Mitsunobu-Reaktion

Aminogruppe

zur direkten

Einfiihrung der Phthalimid-geschiitzten
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Um den Einfluss der aromatischen Fluorsubstituenten und der elektrostatischen
Wechselwirkungen der Aminogruppe auf die thermodynamische Stabilitat von RNA-
Duplexen zu untersuchen, wurden UV/VIS-spektroskopische Messungen an
monomodifizierten RNA 12meren durchgefuhrt. Die Anwendung hydrophober, Fluor
substituierter Nucleobasen mit 8-Aminoethyl-modifizierter 2°-Position fuhrte im Fall des
4,6-Difluorbenzimidazols 27 zu deutlich stabilisierten RNA-Duplexen (Abbildung 112).

Die mit 27 modifizierten Duplexe sind ahnlich stabil wie der unmodifzierte Watson-
Crick-Duplex S1/S4. Bei Verbindung 27 handelt es sich um ein neues Nucleosid mit
den Eigenschaften einer universellen Base. Da diese Modifikation nicht zwischen den
naturlichen Nucleosiden unterscheidet, resultieren nahezu identische Schmelzkurven
und T-Werte. Die Stabilisierung eines RNA-Duplex fallt geringer aus, wenn das
Nucleosidanalogon 28 eingebaut ist. Es liegt jedoch in drei von vier Fallen noch eine
Erhdhung der Stabilitdt um bis zu 4°C gegenuber den Watson-Crick "mismatch"-
Basenpaaren und dem 2’-unmodifizierten, fluorierten Nucleosid 9 vor. Bei Verbindung
28 handelt es sich keine universelle Base, da die Basenpaarung mit Pyrimidinen der

Paarung mit Purinen bevorzugt wird.
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Abbildung 112: Graphische Darstellung der Schmelzpunkte der RNA-Duplexe; modifzierter RNA-
Strang 5°- CUU UUC XUU CUU -3’, hybridisiert mit 5- AAG AAN GAA AAG -3’

Die UV/VIS-spektroskopischen Untersuchungen legten die Grundlage fir die

Entwicklung von chemisch modifizierten Hammerhead-Ribozymen, die in der Lage
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sind Punktmutationen zu tolerieren. Besonders Erfolg versprechend fur die kinetischen
Analysen scheint dabei die 2°-Aminoethyl modifizierte, Difluorbenzimidazol-
Verbindung 27 zu sein, da dieses Nucleosid deutlich stabilere Basenpaarungen

eingeht als Watson-Crick "mismatch"-Basenpaare bei Punktmutationen.

Hammerhead-Ribozyme sind der Lage die Genexpression durch die spezifische
Spaltung von mRNA zu beeinflussen. Der Verlust an katalytischer Aktivitat, der durch
das Auftreten von genomischen Punktmutationen induziert wird, sollte durch den

Einbau universeller Basen in Hammerhead-Ribozyme umgangen werden. Ausgehend

von einem aktiven anti-HIV Hammer-
Cy5
fi“ head-Ribozym wurde dieses im
5 $ Rahmen dieser Doktorarbeit zunachst
- hinsichtlich  seiner  GréBe  und
Helix II S:C katalytsichen Effizienz optimiert. Die
m_: kinetische Analyse der chemisch
C—G modifizierten Hammerhead-Ribozyme
A—uU . , .
Heli I AA CAGGAAG—3 erfolgte jeweils gegen alle vier
A G | | | | | | natlrlichen Substrate, um geno-
s Fh g UCCUUC—5 , , ,
| | | c mische Punktmutationen zu simu-
UG C UG GU Helix |
As A lieren. Insgesamt wurden die Kki-
u
netischen Parameter von 12 unter-

Abbildung 113: Anti-HIV Hammerhead-Ribozym ~ Scmiedlichen  Ribozym katalysierten

mit Cy5-markiertem Substrat: M = Spaltungen unter "multiple turnover"-
Position der Modifikation 27 oder Bedingungen ermittelt (Abbildung
28 N=AC, G U 113). Aus den kinetischen Analysen

der modifizierten Hammerhead-Ribozyme lassen sich folgende Erkenntnisse ableiten:

. Die katalytische Aktivitat des unmodifizierten Ribozyms R9 hangt stark davon
ab, ob das Substrat komplementar ist oder eine Punktmutation tragt. Die
Unterschiede konnen mit dem verwendeten Fluoreszenz basierten Assay gut
nachgewiesen und quantifiziert werden.

. Das Ribozym R10, welches mit dem 2’-Aminoethyl substituierten, 4,6-
Difluorbenzimidazol-Nucleosidanalogon 27 modifiziert ist, ist in der Lage

Punktmutationen zu tolerieren. Es weist bei Watson-Crick "mismatch"-
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Basenpaaren im Vergleich zum naturlichen Ribozym R9 eine um Faktor 13
erhohte katalytische Aktivitat auf.

. Aufgrund der Resultate mit dem Ribozym R2, welches mit Verbindung 8
modifiziert ist, kann die Erhéhung der katalytischen Aktivitat im Vergleich zu
den Ribozym-Substrat Komplexen mit Watson-Crick "mismatch"-Basenpaaren
allein auf den Einfluss der 2’-Aminoethylgruppe zuruckgeflihrt werden. Somit
konnte eine neue Generation chemisch modifizierter Hammerhead-Ribozyme
entwickelt werden, die in der Lage ist genomische Punktmutationen zu
tolerieren und kurze, synthetische Substrate effizienter zu spalten als die
Watson-Crick "mismatch"-Varianten.

. In Ubereinstimmung mit den thermodynamischen Studien an RNA 12mer
Duplexen zeigt das Hammerhead-Ribozym R12 eine geringere katalytische
Aktivitat.

Bei der Uberpriifung, ob es sich bei den fluorierten Benzimidazol- und Benzol-
Nucleosidanaloga 8 und 9 auch im biologischen Sinn um universelle Basen handelt,
wurden diese in Polymerase-Reaktionen untersucht. Dabei wurden sowohl ihre
Templateigenschaften Uberprift als auch ihre Fahigkeit als Substrate fur die T7 RNA
Polymerase zu dienen. Die hierfur erforderliche chemische Synthese der
nucleosidischen 5°-Triphosphate wurde nach der Methode von Yoshikawa
durchgefuhrt.
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Abbildung 114: Nucleosidische 5°-Triphosphate 96 und 97
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Zur Untersuchung der Templateigenschaften wurde ein Assay entwickelt, bei dem
mittels reverser Transkription der Einbau natlrlicher Nucleoside gegenuber den
fluorierten Nuleobasen ermittelt werden kann. Es zeigte sich, dass sowohl bei dem mit
der Nucleobase 4,6-Difluorbenzimidazol modifizierten Templat S17 als auch bei dem
mit 2,4-Difluorbenzol modifizierten Templat S18 die Verlangerung Primers zu
beobachten ist. Gegenuber beiden Nucleobasen wurden alle vier natlrlichen
Nucleoside eingebaut. Der Reaktionsumsatz lag dabei bei 4-7%. Da alle vier
natlrlichen Nucleoside prozentual gleich gut gegenlber den artifiziellen Nucleosiden 8
und 9 eingebaut werden, handelt es sich bei den Nucleosidanaloga 1°-Desoxy-1"-(4,6-
difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 8 und 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-3-

D-ribofuranose 9 auch im biologischen Sinn um universelle Basen.

Die Fahigkeit der Triphosphate 96 und 97 als Enzymsubstrate zu fungieren wurde mit
einer T7 RNA-Polymerase untersucht. Das mit 4,6-Difluorbenzimidazol modifizierte
Triphosphat 96 wurde von der Polymerase toleriert und in das Transkript eingebaut.
Auf dem analytischen Polyacrylamid-Gel ist das Transkript als Hybrid mit dem Templat
nachzuweisen. Aufgrund der identischen Laufhdhe mit dem unmodifizierten
Transkript/Templat-Hybrid handelt es sich bei dem modifizierten DNA/RNA-Hybrid um
das vollstandige Transkriptionsprodukt mit finfachem Einbau des Triphosphats 96.
Der Nachweis des DNA/RNA-Hybrid erfolgte dabei mittels RNAse H-Verdau. Die Be-
vorzugung der 4,6-Difluorbenzimidazol-Modifikation gegenuber dem 2,4-Difluorbenzol-
Nucleosid korrespondiert mit den erhaltenen T,-Werten der RNA-Duplexe, bei denen
das Purinanalogon aufgrund hoherer Beitrdge 2zu den Basenstapelungs-

wechselwirkungen den RNA-Duplex besser stabilisiert.

Aus den in dieser Doktorarbeit gewonnenen Erkenntnissen eroffnen sich neue,

interessante Arbeitsgebiete:

. Der Einsatz der artifiziellen Nucleoside 27 und 28 in der RNA Interferenz ist von
grolRem Interesse, da auch diese Methodik vor dem Problem der genomischen
Punktmutationen steht. Die Untersuchungen der anti-HIV siRNAs sind bereits

begonnen worden und die modifizierten siRNA-Duplexe sollen neben der
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Toleranz von Punktmutationen auch eine assymetrische Strangselektion zur
Erhdéhung der katalytischen Effizienz der siRNAs bewirken.

. Der Einbau der 2°-Aminoethylfunktion in naturliche Nucleoside ist bei der
Entwicklung von Basenpaaren von Interesse, die eine deutlich erhdhte Stabilitat

gegenuber Watson-Crick-Basenpaarungen aufzeigen sollen.
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Experimenteller Teil

121 Allgemeines
12.1.1  Analysemethoden fiir die chemische Synthese

Eingesetzte L6sungsmittel

Fir die Chromatographie (DC, pDC und FC) wurden nachstehend aufgefiihrte
Lésungsmittel eingesetzt und vor Verwendung wie folgt behandelt:

e Acetonitril; p.a.

e Chloroform; p.a.

¢ Dichlormethan: techn. Qualitat, Gber CaCl, getrocknet und destilliert
o Ethylacetat; techn. Qualitat, tber CaCl, getrocknet und destilliert

e |sopropanol; techn. Qualitat

¢ Methanol; techn. Qualitat, Gber CaCl, getrocknet und destilliert

e n-Hexan; techn. Qualitat, destilliert
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Diinnschichtchromatographie (DC)

FUir die analytische Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60
beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator verwendet (Merck Nr. 5554; 0,2
mm Schichtdicke). Alle R-Werte wurden unter Kammersattigung ermittelt. UV-aktive
Substanzen wurden bei einer Wellenlange von 254 nm detektiert; UV-inaktive
Substanzen wurden mit einer Losung von CeSO4 in H,SO4/CH3;COOH beschichtet und
bei ca. 300°C als blaue Flecken sichtbar gemacht. Bei 4,4 ’-Dimethoxytriphenylmethyl-
substituierten  Verbindungen konnte der Nachweis mittels Hitze oder

Salzsauredampfen infolge einer Orangefarbung erfolgen.

Préparative Diinnschichtchromatographie (pDC)

FUr die praparative Dunnschichtchromatographie wurde ein Chromatotron der Fa.
Harrison Research (Modell 7924 T) verwendet. Als Trennmaterial diente gipshaltiges
Kieselgel (Merck 60 PFus4, Nr. 7749), welches in folgenden Schichtdicken auf die
Glasplatten aufgetragen wurde: 1 mm, 2 mm und 4 mm. Die Detektion der UV-aktiven
Verbindungen erfolgte der mit Fluoreszenzindikator beschichteten stationaren Phase

entsprechend bei 254 nm.

Préaparative Sdulenchromatographie ("Flash"-Chromatographie, FC)

Die Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel (Korngréflie 40-63um) als stationare
Phase durchgefuhrt. Es standen Saule verschiedner Durchmesser zur Verfiugung (min.
2 cm, max. 15 cm). Die Trennungen wurden entweder isokratisch oder mit
Stufengradienten durchgefiihrt. Die entsprechenden Details sind in Kapitel 12.2 bei

den Synthesen der Einzelverbindungen beschrieben.

FPLC

Die FPLC-Trennung wurde an einem Gerat der Firma JASCO mit einer PU-980
Pumpe und einem UV-970 Detektor durchgefuhrt. Die Trennung erfolgte mit dem
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Saulenmaterial DEAE Sepharose (DEAE Sephadex A25, Pharmacia) auf einer

Pharmacia-Saule (1 cm x 20 cm).

Puffer A: 0,05 M TEAB

PufferB: 1 M TEAB

Flussrate: 1 ml/min

Programm: 10 Min 100%A, 0-30% B in 90 Min, 30-100% B in 60 Min
Detektion bei 260 nm bzw. 254 nm

Hochleistungsfiiissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die HPL-Chromatographie der nucleosidischen 5’-Triphosphate wurde auf einer

Merck-Hitachi Anlage mit folgenden Komponenten durchgefiihrt: L6220 Intelligent
Pump, Mixer, D6000 Interface, L4250 UV-VIS-Detektor und einem Schimadzu RF-535

Fluoreszenz Monitor.

a.

Anionenaustauscher-HPLC

Saule: Synchropak AX300, 6 um, 250 x 4,6 mm

Puffer A: 0,05 M KH,PO,4 / 50% Formamid

Puffer B: 0,05 M KH2PO4, 1 M (NH4)2SO4 / 50% Formamid
Flussrate: 1 ml/min

Programm: 0-40% B in 35 Min

Detektion bei 260 nm bzw. 254 nm

Umkehrphasen(RP)-HPLC

Saule: Nucleosil 300A, C18, 5 ym, 250 x 4,6mm
Puffer A: 0,05 M TEAA, pH 5,5

Puffer B: 0,05 M TEAA, pH 5,5/ 50% Acetonitril
Flussrate: 1 ml/min

Programm: 100% A 10 Min; 0-40% B in 10 Min
Detektion bei 260 nm bzw. 254 nm
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NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden auf Geraten der Fa. Bruker aufgenommen. Es wurden die
Gerate AM250, AMX400 und AMX600 verwendet. Die chemische Verschiebung &
(ppm) wurde auf das jeweilige Losungsmittelsignal geeicht. Fir die 'H-Spektren
wurden DMSO-ds (2.54 ppm), CDClI3 (7.27 ppm), MeOD (3.30 ppm) und Aceton-dg
(2,03 ppm) verwendet. Fur 3C-Spektren wurden ebenfalls DMSO-dg und CDCl,
verwendet, welche eine chemische Verschiebung von 39.5 ppm bzw. 77.0 ppm

aufweisen. Alle Spektren wurden bei einer Temperatur von 300 K aufgenommen.

IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden an einem IR-Spektrometer der Firma Perkin Elmer (1600
Series FTIR) gemessen. Aufldsung: 4 cm™, "scanning speed" 2 mm/Sek., "accu-

mulation" = 4.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden auf Geraten der Firmen VG Analytical und VG Biotec
(Heute: Micromass) aufgenommen. Fur die Elektrospray-lonisation (ESI) stand eine
VG Platform Il mit Quadrupol-Analysator zur Verfigung. Die MALDI-Spektren ("Matrix
Assisted Laser Desorption lonisation") wurden auf einem Flugzeit-Massen-

spektrometer (VG Tofspec) entweder im linearen oder im Reflektonmodus gemessen.

Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden an einem Gerat der Firma Foss-Heraeus (CHN-O-
Rapid) durchgefihrt.
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Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden an einer Schmelzpunktbestimmungs-Apparatur der Firma

Buchi (Modell Buichi 510) nach der Methode von Tottoli gemessen.

Weitere verwendete Geréte

Zum Evaporieren von Losungen empfindlicher Substanzen: SpeedVac Savant SC110
Zum Lyophillisieren von Losungen empfindlicher Substanzen: Lyopille Christ LDC-1

Zur Einstellung des pH-Wertes von Pufferlosungen: pH-Meter Knick 761 Calimatic

12.1.2 Eingesetzte Pufferlésungen

Triethylammoniumbicarbonat-Puffer (TEAB)

Vorschrift zur Herstellung eines 2 M TEAB-Puffers, pH 7,5:

556 ml Triethylamin wurden mit 1444 ml demin. Wasser gemischt. Unter starkem
Ruhren und Kihlung mit Eis-Salz-Gemisch wurde CO, eingeleitet. War die
Homogenitat des Gemisches erreicht, wurde der pH-Wert Uberprift und so lange

weiter CO, zugeleitet bis ein pH von 7,5 erreicht war. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.

Frisch angesetzter Puffer kann nicht fur die Aufreinigung mittels FPLC verwendet
werden, da er auf der Saule ausgasen wirde und somit die Trennungseigenschaften
stark beeinflussen wirde. Zwei Tage nach Einleiten des Kohlendioxids kann der Puffer

verwendet werden.

Pyrophosphat-Reaktionslésung

Vorschrift zur Herstellung einer 0,5 M Stammldsung in N, N-Dimethylformamid:

100 g lonenaustauscher (Dowex 50x8, KorngréRe 200-400, H") wurden in eine Saule
ohne Fritte geflllt und mit demin. Wasser gespult bis das Eluat pH-neutral war. Der

Auslauf wurde hierbei mit Glaswolle so verstopft, dass das Losungsmittel durchsickern
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konnte, der lonenaustausche jedoch in der Saule verweilte. 8,92 g (20 mmol) Natrium-
pyrophosphat-Decahydrat wurden in 200 ml Wasser geldst, auf die Saule aufgetragen
und mit ca. 300 ml Wasser gewaschen, bis das Eluat pH 5 aufwies. Das Eluat tropfte
dabei direkt in eine eisgekuhlte Losung aus 9,54 ml (40 mmol) Tributylamin in 80 ml
Ethanol. Die Loésung trubte sich zunachst milchig, klarte aber mit zunehmender
Elutionsdauer auf. Das Ethanol/H,O-Gemisch wurde am mit flissigem Stickstoff
gekiihlten Rotationsverdampfer im Olpumpenvakuum abgezogen. Das resultierende
gelbe Ol wurde noch zweimal mit Ethanol coevaporiert und anschlieRend in 100 ml
abs. N,N-Dimethylformamid geldst. Dieses wurde zunachst nochmals am N,-
Rotationsverdampfer evaporiert. Die Apparatur wurde mit Argon geflutet und das
resultierende Ol wurde erneut in 40 ml abs. N,N-Dimethylformamid aufgenommen. Die

Lésung wurde Giber Molekularsieb (4A) bei 4°C gelagert.

Vorschrift zur Herstellung der Pyrophosphat-Reaktionslésung:

Die Losung muss direkt vor der Zugabe zum Reaktionsgemisch der
Triphosphatsynthese (siehe Kapitel 12.2) angesetzt werden. 1,5 ml der 0,5 M Bis-(tri-
N-butylammonium)pyrophosphat-Lésung in N, N-Dimethylformamid wurden mit 0,5 ml
Tributylammonium versetzt und intensiv geschittelt. Die benétigte Menge des
Gemisches wurde mit einer Spritze entnommen und in die Reaktionslosung injiziert, da

die Phasentrennung innerhalb weniger Minuten vonstatten geht.
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12.2 Darstellung und Eigenschaften der Einzelverbindungen

Ubersicht

e Darstellung des 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosids 8 und der entsprechenden
Phosphoramidite 63 und 65......... ... 208

e Darstellung des 2°-Aminoethyl modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosids
und des entsprechenden Phosphoramidits 92.....................ooiiiiiinnl. 226

o Darstellung des 2,4-Difluorbenzol-Nucleosids 9 und der entsprechenden
Phosphoramidite 64 und 66............ ... 245

e Darstellung des 2’-Aminoethyl modifizierten 2,4-Difluorbenzol-Nucleosids und

des entsprechenden Phosphoramidits 95.................ooin . 261

e Darstellung des 4,6-Difluorbenzimidazol- und des 2,4-Difluorbenzol-5"-
Triphosphats 96 Und 97 ... 276
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2.4-Difluor-6-nitroacetanilid 32

NHAc

CgHGFgNzos [21 6, 14 g/mol]

11,629 2,4-Difluoracetanilid 31 (67,9mmol) wurden in 13ml konzentrierter H,SO,4 und
4,4ml konz. Essigsaure suspendiert. Zu der braunen, zahflissigen Suspension wurde
unter Eisbadkihlung 8,8ml Nitriersaure (konz. Schwefelsdure/konz. Salpetersaure 1:1)
so langsam zugetropft, dass die Reaktionstemperatur stets unter 40°C lag. Nach 60
Minuten Rihren bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch auf 100g Eis
gegossen, wobei ein gelber Feststoff ausfiel. Nach weiteren 30 Minuten Rihren wurde
der entstandene Niederschlag abgesaugt, mit Eiswasser gewaschen und getrocknet.

Die Umkristallisation aus Ethanol lieferte das reine Produkt 32 als gelben Feststoff.
Ausbeute: 11,749 (54,3mmol; 80%)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, Aceton-de)
9.33 (b's, 1H, NH), 7.69 (m, 1H, H5), 7.56 (dt, 1H, J = 8.3 Hz, H3), 2.04
(s, 3H, CHa)

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, CDCl3)
168.0 (CO), 159.5 (dd, C¢), 156.0 (dd, C¢), 110.1 (t, C3), 108.2 (dd, C5),
23.2 (CHa)

FT-IR (KBr): [cm™] 1120,4 (C-F), 1548,6 (NO,), 1677,8 (CO)
Schmelzpunkt: 125°C

ESI(+)-MS:  m/z 233,9 ((M+NH,]")
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2,4-Difluor-6-nitroanilin 33

NH,

CGH4F2N202 [1 74, 10 g/mol]

21,2 g 2,4-Difluor-6-nitroacetanilid 32 (98mmol) werden unter RuUhren und
Eisbadkuhlung in 20ml konz. Schwefelsdure gelost. Die braune, zahflissige Lésung
wird zwei Stunden bei 95°C gerlUhrt und anschlieliend auf 300g Eis gegossen. Es
bildet sich ein gelber Niederschlag. Zur vollstandigen Auskristallisation des Produktes
2,4-Difluor-6-nitroanilin 33 wird die Suspension weitere 45 Minuten unter
Eisbadkuhlung geruhrt. Nach Filtration und Waschen mit Eiswasser wird der Feststoff
getrocknet und aus H,O/Ethanol 20:3 umkristallisiert.

Ausbeute:  13,2g (76mmol, 78%)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, Aceton-ds)
7.65 (dd, 1H, J= 6.8 Hz, H5), 7.42 (dt, 1H, J= 8.1 Hz, H3), 6.83 (b s, 2H,
NH,)

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-d)
153.2, 149.3 (dd, J = 44.8 Hz, J = 38.8 Hz, C2, C4), 132.33 (C6), 110.03
(m, J = 28.0 Hz, C3), 106.90, 106.47 (C1, C5)

FT-IR: [cm™] 1260,3 (C-F), 1538,9 (NO,), 3419,2 (NH,)
Schmelzpunkt: 85°C (UK aus H,O/Ethanol 20:3)

ESI(-)-MS:  m/z 173,0 ([M-H])
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4,6-Difluorbenzimidazol 35

Z

C7H4F2N2 [154,11 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Schlenckkolben unter Schutzgas
durchgefuhrt. 13g des gelben Feststoffes 2,4-Difluor-6-nitroanilin 33 (74,8mmol)
wurden in Ethanol p.a. gelost. Unter Argon-Gegenstrom wurden 1,12g Platin(IV)dioxid
(5mmol) zugegeben. Nach Evakuieren der Apparatur wurde mit H, geflutet und 3 Std.
bei Raumtemperatur unter H,-Atmosphare gerthrt. Nach Entfarbung der gelben
Loésung wurde der Katalysator sorgfaltig tiber Celite® Filter Gel abgesaugt. Nach
Waschen des Filterkuchens mit Ethanol wurde dieses im Membranpumpenvakuum
evaporiert. Die olige Flussigkeit wurde aufgrund ihrer Luftempfindlichkeit sofort in
650ml Ameisensaure aufgenommen und eine Stunde refluxiert. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung am Rotationsverdampfer bis zur Trockne
eingeengt. Der leicht cremefarbene Feststoff wurde aufgrund seiner Reinheit und
seiner schlechten Ldslichkeit direkt im nachsten Schritt zum Nucleosid umgesetzt. Ein

Teil des Produktes wurde zur Analyse sublimiert und als weil3er Feststoff erhalten.
Ausbeute:  11,4g (73,9mmol; 99%)
DC: Rt = 0,3 (CH2Cl,/MeOH 9:1)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
12.84 (s, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, H2), 7.25 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H7), 7.04 (dt,
1H, J=10.8 Hz, J= 2.3 Hz, H5)

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
159.3 (d, C4), 155.5 (d, C6), 143.4 (C2), 135.7 (C9), 127.5 (C8), 97.3 (t,
C5), 94.2 (C7)
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Schmelzpunkt: 231°C

ESI(+)-MS: m/z 154,6 ((M+H]")

2°,3°,5"-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-8-D-

ribofuranose 39

N
¢
AcO N F
@)

AcO OAc

C13H13F2N207 [41 2,34 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Schlenckkolben unter Schutzgas gemaf}
der Glycosilierungsprozedur nach Vorbruggen durchgefuhrt (Vorbriggen, 1981a).
11,54g gut getrocknetes 4,6-Difluorbenzimidazol 35 (75mmol) wurden in 255ml abs.
Acetonitril suspendiert und mit 27,5ml N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid (112,4mmol)
versetzt. Die braunliche Suspension wird 15 Minuten Ruckfluss gekocht, wobei das
Edukt durch die Silylierung vollstandig in Lésung geht. Die klare Reaktionslésung
wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt. Anschliefend wurden 23,889 1,2,3,5-Tetra-O-
acetyl-R-D-ribofuranose (75mmol, in 130ml abs. Acetonitrii gelést) und 13,5ml
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTTf) zugetropft. Nach 3 Stunden Ruckfluss
kochen wurde die Reaktion durch Zugabe von wassr. ges. NaHCO;-Lsg. gestoppt und
die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden gewaschen, Uuber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Clo/Methanol 95:5. Das

gewulnschte N1-Isomer (fast-Isomer) 39 wurde als weiller Schaum erhalten.
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Ausbeute:  25,2g (61,1mmol; 81%)
DC: R¢= 0.64 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, DMSO-ds)
8.57 (s, 1H, H2), 7.57 (dd, 1H, J= 7.0 Hz, J= 2.0 Hz, H7), 7.19 (dt, 1H, J
= 8.4 Hz, H5), 6.33 (d, 1H, J= 5.8 Hz, H1), 5.64 (t, 1H, J = 6.3 Hz, 2'H),
5.43 (m, 1H, 3'H), 4.40 (m, 3H, H4", H5", H5""), 2.13 (s, 3H, CH3), 2.08
(s, 3H, CH3), 2.03 (s, 3H, CHs)

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-dj)
170.9, 170.4, 170.1 (CO), 160.5 (d, C4), 158.1 (d, C6), 144.5 (C2), 135.6
(C9), 129.7 (C8), 99.2 (t, C5), 96.1 (d, C7), 87.3 (C1°), 80.4 (C4"), 72.6
(C27), 70.3 (C3’), 63.8 (C5°), 21.3, 21.2, 21.0 (CHs)

ESI(+)-MS:  m/z 413,2 (M+H]")

2°,3°,5 -Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-3-N-benzimidazolyl)-8-D-

ribofuranose 38

N
¢
AcO N
O

AcO OAc

C13H13F2N207 [41 2,34 g/mol]

2°,3°,5°-Tri-O-acetyl-1’'-desoxy-1"-(4,6-difluor-3-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 38
wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von 2°,3°,5"-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-

difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 39 erhalten.

Ausbeute:  1,61g (3,9mmol; 5%)
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DC: R¢= 0,63 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
8.57 (s, 1H, H2), 7.57 (dd, 1H, J = 8.9 Hz, J= 1.9 Hz, H7), 7.20 (dt, 1H, J
= 10.7 Hz, H5), 6.33 (d, 1H, J = 6.21 Hz, H1"), 5.63 (t, 1H, J = 6.3 Hz,
2'H), 5.42 (q, 1H, J = 6.4 Hz, J = 4.3 Hz, 3'H), 4.38 (m, 3H, H4", H5’,
H5), 2.13 (s, 3H, CHs), 2.08 (s, 3H, CHs), 2.03 (s, 3H, CHs)

1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D-ribofuranose 8

HO N F

HO OH

C12H12F2N204 [286,23 g/mol]
Variante A:

16,229 2°,3°,5°-Tri-O-acetyl-1’'-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribo-
furanose 39 (39,3mmol) wurden in 97ml abs. Methanol geldst. Nach Zugabe von
0,71ml Natriummethanolat-Lésung (5,4M in MeOH) wurde 15 Minuten bei
Raumtemperatur geruhrt. Durch Zugabe mehrerer Spatelspitzen eines schwach
sauren lonenaustauschers (Dowex 50wx8, KorngroRe 200) wurde die
Reaktionsldésung neutralisiert. Der lonenaustauscher wurde abfiltriert und mit Methanol
gewaschen. Das Filtrat wurde sofort am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt.
Die Aufreinigung des Produktes erfolgte durch Umkristallisation aus H,O. Das Produkt

wurde als weiler Feststoff erhalten.
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Variante B:

1,73g 2°,3°,5'-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-#-D-ribofura-
nose 39 (4,2mmol) wurden in 300ml mit NH; gesattigtem Methanol geldst, welches
durch Einleiten von Ammoniakgas bei —20°C hergestellt wurde. Die Reaktionsldsung
wurde 20 Stunden bei Raumtemperatur gertuhrt. Nach Evaporieren des Losungsmittels
im Membranpumpenvakuum wurde das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie

(CH2Cl,/MeOH 4:1) aufgereinigt und das Produkt wurde als weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute:  Variante A 9,4g (32,8mmol; 83%)
Variante B 0,76g (2,7mmol; 63%)

DC: R¢ = 0,35 (CH,Cl,/MeOH 4:1)

'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
8.51 (s, 1H, H2), 7.66 (dd, 1H, J = 6.1 Hz, H7), 7.15 (dt, 1H, J = 10.6
Hz, H5), 5.86 (d, 1H, J = 6.4 Hz, H1"), 5.49 (d, 1H, J = 6.5 Hz, 2'OH),
5.21 (m, 2H, 3'OH, 5°0OH), 4.33 (q, 1H, J = 6.6 Hz, 2'H), 4.11 (q, 1H,
3'H), 3.99 (m, 1H, H4"), 3.66 (m, 2H, H5", H5"")

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-ds)
156.1 (d, C4), 150.4 (d, C6), 145.7 (C2), 134.9 (d, C9), 129.0 (C8), 97.6
(t, C5), 95.6 (d, C7), 89.1 (C1°), 85.8 (C4°), 73.6 (C2°), 70.0 (C3’), 61.1
(C5)

ESI(-)-MS: m/z 285,1 ([M-H])

EA: (ber)  C:50,35%, H:4,23%, N:9,79%
(exp.) C:50,2%, H:4,24%,  N:10,04%
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5°-0-(4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-1°-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 48

¢

DMTrO N F

HO OH

C33H30F2N206 [588,60 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Schlenckkolben unter Schutzgas
durchgefuhrt. 2g 1°-Desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 8
(6,98mmol) wurden in 43ml abs. Pyridin (544mmol) geldst. Nach Zugabe von 3,3ml
Triethylamin (23,5mmol) und 3,089 4,4 -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (9,08mmol)
wurde die Reaktionslosung 20 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von Methanol gestoppt. Nach Einengen der Losung am
Rotationsverdampfer und Coevaporation mit Toluol wurde der Rilckstand in
Dichlormethan aufgenommen und mit wassr. ges. NaHCO;-Lsg. gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur
Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
(CH,CIl,/MeOH 98:2). Das Produkt 5°-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 48 wurde als gelblicher Schaum

erhalten.

Ausbeute: 3,639 (6,2mmol; 89%)
DC: Rf = 0,5 (CH,Cl,/MeOH 98:2)
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'H-NMR: & [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
8.42 (s, 1H, H2), 7.46 (dd, 1H, J = 6.8 Hz, H7), 7.41-7.31 (m, 9H, Harom),
7.14 (m, 1H, H5), 5.92 (d, 1H, J = 5.0 Hz, H1"), 5.66 (d, 1H, J = 5.9 Hz,
2°0H), 5.27 (d, 1H, J = 5.6 Hz, 3'OH), 4.48 (g, 1H, J = 5.6 Hz, 2'H), 4.20
(g, 1H, J = 5.2 Hz, 3°'H), 4.11 (q, 1H, 4'H), 3.72 (m, 6H, OCHy), 3.22 (m,
2H, H5", H5")

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-ds)
158.6 (d, C4), 158.5 (Carom.), 151.9 (d, C6), 150.1 (Carom.), 145.2 (C2),
143.5 (Carom.), 135.7 (d, C9), 130.1 (Carom), 128.2 (C8), 128.1, 124.3
(Carom.), 113.6 (Carom.), 98.3 (t, C5), 95.5 (d, C7), 89.6 (C1°), 86.1 (C4"),
84.0 (C2°), 73.7 (C3), 70.4 (C5°), 55.4 (OCHs)

ESI(+)-MS: m/z 589,2 ((M+H]")

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-tert.-butyldimethylsilyl-1 "-desoxy-
17-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-8-D-ribofuranose 50

F
N
¢
DMTrO N F
o)
HO OTBDMS

C39H44 F2N20eSi [702,86 g/mOl]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Schlenckkolben unter Schutzgas und
Lichtausschluss durchgefihrt. 1g 5°-O-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 48 ( 1,7mmol) wurde in 16ml eines
1:1-Gemisches aus abs. Tetrahydrofuran / abs. Pyridin gel6st. Nach Zugabe von 0,34g
Silbernitrat (2mmol) und 2,44ml tert.-Butyltrimethylsilylchlorid-Lésung (1M in THF) wird
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die Suspension 20 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von wassr. ges. NaHCOs-Lsg. gestoppt. Nach Abtrennung des entstandenen
Silberchlorids mittels Filtration wird mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer
unter Coevaporation mit Toluol zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte
zunachst durch Saulenchromatographie (CH,Cl,/i-Propanol 99:1). Die Trennung des
2’-substituierten Isomers vom 3’-substituierten Nebenprodukt erfolgte Uber prap.
HPLC (MN Nucleoprep 100-20 von Machery-Nagel, n-Hexan/Isopropylacetat 3:2). Das

gewlnschte 2 -silylierte Produkt (slow-Isomer) wurde als weiller Schaum erhalten.
Ausbeute:  462mg (0,66mmol; 39%)
DC: R¢ = 0,35 (CH.Cl,/i-Propanol 99:1)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
8.56 (s, 1H, H2), 7.56 (dd, 1H, J = 6.5 Hz, H7), 7.46 (m, 2H, Harom), 7.34
(d, 7H, J = 8.4 Hz, Harom), 7.2 (dt, 1H, J = 10.5 Hz, H5), 6.95 (d, 4H, J =
8.8 Hz, Haom), 6.05 (d, 1H, J = 6.3 Hz, H1'), 5.34 (d, 1H, J = 5.4 Hz,
3'OH), 4.67 (t, 1H, J = 5.8 Hz, H2"), 4.25 (m, 2H, H3", H4"), 3.82 (s, 6H,
OCHs), 3.41 (m, 1H, H5"), 3.34 (dd, 1H, H5"), 0.81 (s, 9H, (CHs)sCSi),
0.00 (s, 3H, SiCHs), -0.15 (s, 3H, , SiCHs)

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, CDCl5)
158.7 (Carom.), 144.2 (Carom), 141.3 (C2), 135.3 (Carom), 130.1 (d, C9),
128.1 (Carom.), 127.9 (C8), 127.1 (Carom.), 113.3 (Carom.), 90.6 (C1°), 86.9
(Carom.), 84.6 (C4°), 74.6 (C2°), 71.8 (C3’), 62.6 (C5°), 55.2 (OCHs), 25.7
(SiIC(CHs)s), 18.0 (SIC(CHs)s), -5.0 (SiCHs), -5.1 (SiCHa)

ESI(+)-MS: m/z 703,6 ((M+H]")
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5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-3"-O-tert.-butyldimethylsilyl-1°"-desoxy-
1°-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D-ribofuranose 51

F
N
¢
DMTrO N F
o)
TBDMSO OH

C39H44 FzNzOeSi [702,86 g/mol]

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-3"-O-tert.-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-1"-(4,6-
difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 51 entstand als zweites Hauptprodukt
(fast-lsomer) bei der Synthese von 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-tert.-
butyldimethylsilyl-1°-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 50.

Ausbeute:  560mg (0,8mmol; 47%)
DC: R¢ = 0,35 (CH.Cl,/i-Propanol 99:1)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, DMSO-dg)
8.47 (s, 1H, H2), 7.48 (dd, 1H, J = 6.5 Hz, H7), 7.36-7.21 (M, 9H, Harom),
7.13 (dt, 1H, J = 2.2 Hz, J = 8.5 Hz, H5), 6.83 (d, 4H, J = 8.9 Hz, Harom),
5.91(d, 1H, J = 5.6 Hz, H1"), 5.53 (d, 1H, J = 6.2 Hz, 2°OH), 4.50 (q, 1H,
J =57 Hz, H2'), 4.32 (t, 1H, J = 5.0 Hz, H3"), 4.07 (m, 1H, H4"), 3.72 (s,
6H, OCHs), 3.24 (m, 2H, H5", H5""), 0.81 (s, 9H, (CH=)sCSi), 0.06 (s, 3H,
SiCHs), 0.00 (s, 3H, , SiCHs)
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BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-ds)
158.1 (d, C4), 157.1 (Carom), 151.4 (dd, C6), 144.5 (Carom), 143.3 (C2),
135.2 (Carom), 134.9 (d, C9), 129.6 (Carom), 129.1 (C8), 128.9, 128.0,
127.8, 127.6, 126.7 (Carom.), 113.1 (Carom.), 97.9 (Wt, J = 7.1 Hz C5), 95.4
(d, J = 24.4 Hz, C7), 89.1 (C1°), 85.9 (Carom), 84.0 (C4°), 72.7 (C2°),
716 (C3°), 62.7 (C5), 55.0 (OCHs), 25.7 (SiC(CHs)s), 17.34
(SiC(CHa)s), -4.52 (SiCHs), -5.17 (SiCHs3)

ESI(+)-MS: m/z 703,3 (IM+H]")

37-0-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-0-(4,4" -dimethoxytriphenyl-
methyl)-2°-O-tert.-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 63

F
N
¢
DMTrO N F
o)
O OTBDMS
N-R
o)
N

C48H61F2N407PSI [902,40 g/mOl]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. Zu
einer Losung von 0,149 5-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-tert.-
butyldimethylsilyl-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 50
(0,2mmol) in 7ml abs. Acetonitril wurden 266ul sym. Collidin (2mmol) und 8,4ul 1-
Methylimidazol (0,1mmol) getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhit
und 67yl 2-Cyanethyldiisopropylchlorphosphoramidit (0,3mmol; 1,5eq) wurden

langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 25 Minuten bei 0°C geruhrt und
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durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO;-Losung gestoppt. Die Reaktionslésung
wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden gewaschen, tber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch praparative Dinnschichtchromatographie
(pDC) am Chromatotron mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 99:1. Das Produkt 63

(ein Gemisch zweier Diastereomere) wurde als weiller Schaum erhalten.
Ausbeute:  162mg (0,18mmol; 89%)
DC: R¢ = 0,65 (CH,Cl,/MeOH 99:1)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
8.07 (s, 1H, H2), 7.41 (m, 1H, H7), 7.32-7.181 (m, 9H, Harom), 7.15 (m,
1H, H5), 6.81 (M, 4H, Harom), 5.77 (d, 1H, J = 5.9 Hz, H1"), 5.65 (m, 1H,
H2%), 5.55 (m, 1H, H3"), 4.30 (m, 1H, H4"), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.73 (s,
3H, OMe), 3.60 (m, 1H, -OCH,CH.CN-), 3.45 (m, 2H, H5’, H5""), 2.80,
2.56 (m, 2H, -OCH,CH,CN), 1.24 (m, 14H, 2 iPr), 0.73 (m, 9H, SiCHs)

¥IP.NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
153.30, 150.01; Verhaltnis 1:3,7

ESI(+)}-MS: m/z 903.8 ([M+H]")

Triisopropylsilyloxymethylchlorid 58

b

P

Cl O);<

C10H23CIOSi [222,83 g/mol]

Eine Suspension von 4,5g para-Formaldehyd (150mmol) in 11,1ml Ethanthiol

(150mmol) wird mit 3 Tropfen einer 10N Natriumhydroxid-Losung versetzt und 5 Min.
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bei Raumtemperatur gerlhrt bis eine klare gelbliche Lésung entsteht. AnschlieRend
wird die Reaktionslosung eine Stunde bei 50°C geruhrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur und Zugabe von 75ml abs. Dichlormethan, 20,4g Imidazol
(300mmol) und 29ml Triisopropylchlorsilan (135mmol) wird die Suspension Uber Nacht
bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wird mit 600ml n-Hexan verdinnt und mit
375ml 2N NaH,PO4-Lsg. gestoppt. Die Reaktionslésung wurde mehrfach extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, Uber MgSO4
getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Das farblose Ol
wurde in 375ml abs. Dichlormethan aufgenommen und mit 10ml SO,Cl, versetzt. Die
Losung farbt sich dabei orange und wird nach einer Stunde Ruhren bei RT am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das resultierende gelbe Ol wird im Olpumpenvakuum
fraktioniert destilliert (Kopftemperatur: 55°C). Das Produkt wurde als farblose

Flissigkeit erhalten.
Ausbeute: 20,579 (92,3mmol; 68%)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, CDCl,)
5.58 (s, 2H, -OCH,-), 1.04 (m, 21H, CHs), Si(CH(CH3))

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, CDCl5)
76.1 (-OCH,-), 17.5 (CH3), 11.7 (Si(CH(CH3))

#Si-NMR: & [ppm] (50MHz, CDCls)
19.96 (-OSi(iso-Propyl)s)

ng”": 1,46068 (Literaturwert: 1,46368)
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57-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1"-
desoxy-1°-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D-ribofuranose 59

N
<
DMTrO N F
O

HO OTOM

C43H52F2N207Si [774,35 g/mol]

0,59 5 -0-(4,4 - Dimethoxytriphenylmethyl ) - 1" - desoxy - 1" - ( 4,6 — difluor — 1-
N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 48 (0,85mmol) wurden in 8,5ml Dichlorethan
geldést und mit 1,5ml Diisopropylethylamin (8,8mmol, DIPEA) versetzt, wobei sich die
zuvor gelbliche Ldsung rot farbte. Nach Zugabe von 0,65g Dibutylzinndichlorid
(2,2mmol) und zehn Minuten Ruhren bei Raumtemperatur entfarbte sich die Lésung
wieder. AnschlieRend wurden 0,5g Triisopropylsilyloxymethylchlorid 58 (2,3mmol;
2,5eq) zugetropft und weitere 3 Stunden bei 50°C geruhrt. Nach Abkuhlen der Lésung
wurde die Reaktion durch Zugabe von wassr. ges. NaHCOs3-Lsg. gestoppt und mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSQO,
getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte zunachst
durch Saulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 98:2). Die Trennung des 2'-
substituierten Isomers vom 3’-substituierten Nebenprodukt erfolgte Uber prap. HPLC
(MN Nucleoprep 50-10 von Machery-Nagel, [n-Hexan/Methylacetat 97:3]/CH,CI, 7:3).
Das gewinschte 2’-silylierte Produkt (fast-lsomer) 59 wurde als weiller Schaum

erhalten.
Ausbeute:  110mg (0,14mmol; 17%)

DC: R = 0,31 (CH,Cl,/MeOH 98:2)



Experimenteller Teil 223

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, DMSO-dg)
8.43 (s, 1H, H2), 7.38 (m, 1H, H7), 7.25 (M, 9H, Harom), 7.12 (dt, 1H, J =
10.5 Hz, H5), 6.09 (d, 1H, J = 6.0 Hz, H1"), 5.31 (d, 1H, J = 5.5 Hz,
3°OH), 4.94 (m, 2H, CH,), 4.65 (t, 1H, J = 5.7 Hz, H2"), 4.35 (g, 1H, J =
4.5 Hz, H3"), 4.13 (m, 1H, H4"), 3.72 (s, 6H, OCHj), 3.26 (m, 2H, H5’,
H5""), 0.83 (m, 21H, i-Propyl)

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-ds)
158.0 (d, C4), 157.5 (Carom.), 153.0 (dd, C6), 144.6 (Carom.), 143.3 (C2),
135.2 (Carom), 135.0 (d, C9), 129.6 (Carom), 129.2 (C8), 129.0, 128.3,
127.8, 127.6, 126.7 (Carom.), 113.1 (Carom), 97.9 (C5), 95.1 (d, J = 27.2
Hz, C7), 88.43 (C1°), 87.3 (Carom.), 85.7 (Carom.), 84.1 (C47), 77.0 (C2"),
68.3 (C3’), 63.3 (C5°), 54.9 (OCHs), 17.4 (SICHCH3), 11.1 (SiCHCHs)

ESI(+)-MS:  m/z 775,7 ((M+H]")

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-3"-O-triisopropylsilyloxymethyl-1"-
desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D-ribofuranose 61

F
N
¢
DMTrO N F
o)
TOMO OH

C43H52F2N207Si [774,35 g/mol]

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-3°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1’-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 61 entstand als Nebenprodukt (slow-
Isomer) bei der Synthese von 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-
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triisopropylsilyloxymethyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-3-D-ribofura-

nose 59 und wurde als weiller Schaum erhalten.

Ausbeute:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

80mg (0,1mmol; 12%)

8 [ppm] (400MHz, DMSO-ds)

8.42 (s, 1H, H2), 7.48 (dd, 1H, J = 6.8 Hz, H7), 7.37-7.20 (m, 9H, Harom),
7.14 (dt, 1H, J = 9.0 Hz, J = 2.5 Hz, H5), 6.81 (d, 4H, J = 6.0 Hz, Harom),
5.94 (d, 1H, J = 6.3 Hz, H1"), 5.70 (d, 1H, J = 6.2 Hz, 2°OH), 4.99 (m,
3H, H3", CH,), 4.68 (g, 1H, J = 5.2 Hz, H2’), 4.30 (m, 3H, H4", H5’,
H5"), 3.72 (s, 6H, OCHs3), 0.95 (m, 21H, i-Propyl)

8 [ppm] (101MHz, DMSO-ds)

158.0 (d, C4), 152.0 (dd, C6), 144.6 (Carom), 143.2 (C2), 135.2 (Carom),
135.1 (d, C9), 129.6 (Carom), 128.3 (C8), 127.7, 127.5, 126.6, 123.4
(Carom.), 113.0 (Carom.), 88.8 (C17), 85.6 (Carom.), 82.2 (C4"), 74.4 (C2°),
72.2 (C3°), 54.9 (OCHs3), 17.6 (SICHCH3), 11.3 (SiCHCH)

m/z 775,3 ([M+H]")
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3°-0-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-0-(4,4" -dimethoxytriphenyl-
methyl)-2°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1°-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-8-D-ribofuranose 65

F
N
¢
DMTrO N F
0
/k O OTOM
N-R

C52H69F2N408P8i [975, 18 g/mOl]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. Zu
einer Losung von 80mg 5°-0O-(4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropyl-
silyloxymethyl-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 59 (0,1
mmol) in 8,8ml abs. Acetonitril wurden 266ul sym. Collidin (0,75mmol) und 3,5ul 1-
Methylimidazol (0,04mmol) getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhlt
und 28ul 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit (0,13mmol; 1,3eq) wurden
langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 25 Minuten bei 0°C geruhrt und
durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO3;-Losung gestoppt. Die Reaktionslésung
wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden gewaschen, tber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch praparative Dinnschichtchromatographie
(pDC) am Chromatotron mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 99:1. Das Produkt 65

(ein Gemisch zweier Diastereomere) wurde als weil’er Schaum erhalten.

Ausbeute:  68mg (0,07mmol; 70%)
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'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCl,)
8.13 (s, 1H, H2), 7.43-7.19 (m, 10H, H5, Harom), 7.15 (m, 1H, H7), 6.74
(M, 4H, Harom), 6.01 (d, 1H, J = 6.2 Hz, H1°), 5.21 (m, 1H, H2"), 4.97 (m,
2H, -CH,-), 4.71-4.50 (m, 2H, H3", H4", ), 3.77 (s, 3H, OMe), 3.76 (s, 3H,
OMe), 3.63-3.36 (m, 4H, -OCH,CH,CN-, H5", H5"), 2.61 (t, 1H, J = 4.0
Hz, -OCH,CH.CN), 1.26 (m, 14H, (iPr),N), 0.92 (m, 21H, 2 (iPr)sSi)

YP-NMR: 8 [ppm] (162MHz, CDCls)
152.38, 151.56; Verhaltnis 1:2,2

ESI(+)-MS: m/z 974,4 (IM+H]")

1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan 70

.
2 SeAt

C12H300Si; [246,1 8 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt.
19,59 Magnesiumspane (0,8mol) wurden mit 100ml abs. Diethylether Uberschichtet.
Langsam wurden 78ml 2-Brompropan (0,8mol) in 150ml Diethylether dazugetropft.
Nach Anspringen der Grignard-Reaktion (Blaschenbildung) und vorsichtiger Zugabe
der restlichen lIsopropylbromid-Lsg. wurde die Suspension 45 Minuten Ruckfluss
gekocht. AnschlieBend wurden 28ml Trichlorsilan (0,28mol in 350ml Diethylether)
zugetropft und weitere vier Stunden refluxiert. Im Laufe der Reaktion entsteht ein
weilder Niederschlag. Nach Abklihlen der Reaktionslésung auf Raumtemperatur
wurden 300ml 10%ige Salzsaure zugegeben, wobei sich der Niederschlag komplett
auflost. Nach Waschen der etherhaltigen Phase und Extraktion der wassr. Phase mit
Dichlormethan werden die vereinigten org. Phasen tUber MgSO, getrocknet und am

Rotationsverdampfer eingeengt. Der dlige Riuckstand wird 2% Stunden bei 100°C uber
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Molsieb geruhrt und anschlieRend im Membranpumpenvakuum fraktioniert destilliert

(105°C, 25mbar). Das Produkt wurde als farblose Flussigkeit erhalten.
Ausbeute:  31g (0,12mol, 85%)

"H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, CDCls)
4.22 (s, 2H, Si-H), 1.11 (m, 28H, SiC(CHs),, SiC(CHs),)

#Si-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
5.42 (s, SiHiPr)

1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 71

~
§OuT

C12H28C|2OSi2 [314,1 1 g/mol]
Herstellung der Cl,-geséttigten CCls-Lésung:

Aus einer Cl,-Gasflasche wurde das Chlor zur Trocknung zunachst durch eine mit
konz. Schwefelsaure geflllte Waschflasche geleitet und anschlielend unter Rihren 30
Min. in 400ml Tetrachlorkohlenstoff geleitet. Die zuvor farblose Flissigkeit farbte sich

gelb. Uberschissiges Chlor wurde mit ges. Natriumhydroxid-Lsg. vernichtet.
Chlorierung von 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxans:

31g 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan 70 (0,12mol) wurden vorgelegt und Cl,-gesattigte
CCl4-Lsg. wurde so lange zugetropft, bis die entstandene Gelbfarbung der Lésung
nicht mehr verschwand (ca. 250ml). Nach Entfernen des Tetrachlorkohlenstoffs am
Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt im Olpumpenvakuum fraktioniert
destilliert (104°C). 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 71 wurde als farblose

Fllssigkeit erhalten.
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Ausbeute:  30,48g (96mmol; 81%)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, CDCls)
1.11 (m, 28H, SiC(CHs),, SiC(CHs)s)

¥C-NMR: & [ppm] (101MHz, CDCl5)
16.58 (SICHCHs3), 15.54 (SiCHCHs)

Si-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
7.59 (s, SiHiPr)

ESI(-)-MS:  m/z 313,0 (M-H)

3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-8-D-ribofuranose 72

CQ4H38F2N205Si2 [528,74 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. 4,1g
1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 8 (14,3mmol) wurden
in 42,6ml abs. Pyridin gelést. 5g 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 71
(15,7mmol, 1,1eq) wurden langsam in die Losung getropft. Die Reaktionsldsung wurde
5 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt; es bildete sich ein weiller Niederschlag aus.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Wasser gestoppt und die Reaktionsldsung

wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
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wurden mit Wasser gewaschen, Uber MgSO,4 getrocknet und am Rotationsverdampfer

zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde zweimal mit Toluol coevaporiert. Die

Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel
CHCly/Methanol 95:5. Das Produkt 72 wurde als leicht gelber Schaum erhalten.

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

6,99 (13,2mmol; 92%)
Rr = 0,37 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
8.35 (s, 1H, H2), 7.41 (dd, 1H, J = 6.7 Hz, J15 = 8.8 Hz, H7), 7.12 (dt,
1H, J = 2.0 Hz, J15 = 10.7 Hz, H5), 5.91 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H1"), 5.74 (d,
1H, J = 4.7 Hz, 2"-OH), 4.34 (q, 1H, J = 2.7 Hz, J = 8.0 Hz, H2"), 2.26 t,
1H, H3"), 4.14 (m, 1H, H5°), 4.05 (m, 1H, H4"), 3.93 (m, 1H, H5""), 1.30-
0.91 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

8 [ppm] (400MHz, DMSO-ds)
158.00 (dd, Cr), 157.00 (dd, Cr), 149.54 (C2), 134.53 (Carom), 129.01
(Carom), 97.91 (t, J = 22 Hz, C5), 94.78 (dd, J = 4 Hz, J = 28 Hz, C7),
90.24 (C1°), 81.46 (C2°), 73.37 (C4’), 69.18 (C3"), 60.53 (C5’), 17.03
(SICHCH3), 12.32 (SiCHCH)

m/z 529,3 ((M+H]")



230 Experimenteller Teil

3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(methoxycarbonylmethyl)-B8-D-ribofuranose 74

C27H42F2N207Si2 [600,25 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. Zu
einer Lésung von 10g 37,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 72 (18,9mmol) in 100ml abs.
Tetrahydrofuran werden 0,59g Natriumhydrid (25,4mmol, 1,3eq) zugegeben. Nach
langsamer Zugabe von 5,14ml Bromessigsauremethylester (55,9mmol, 3eq) wurde
das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur gerthrt. Nach ca. drei Stunden wurden
weitere 0,7eq. NaH und 1,5eq. Bromessigsauremethylester zugegeben und Uber
Nacht gerihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung in eine ges. NaCl-Lésung
gegossen. Das Produkt wurde mit Dichlormethan extrahiert und mit Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und
im  Membranpumpenvakuum evaporiert. Die Aufreinigung erfolgte durch

Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2.
Ausbeute: 6,79 (11,1mmol; 59%)

DC: R¢ = 0,4 (CH,Cl,/MeOH 98:2)
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'H-NMR: 5 [ppm] (400MHz, DMSO-ds)
8.38 (s, 1H, H2), 7.45 (d, 1H, J = 1.9 Hz, H7), 7.17 (t, 1H, J = 8.4 Hz,
H5), 6.12 (s, 1H, H1"), 4.59-4.46 (m, 3H, H2", H3", -CH.-), 4.39 (m, 1H, -
CH), 4.14 (m, 1H H5°), 4.05 (m, 1H, H4"), 3.95 (m, 1H, H5"), 3.60 (s,
3H, CHs), 1.12-0,92 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, CDCls)
170.7 (CO), 161.3 (dd, J = 239 Hz, Cf), 155.2 (dd, J = 242 Hz, Cp),
141.0 (C2), 134.2 (Carom), 129.2 (Carom), 98.4 (t, J = 22 Hz, C5), 97.9
(C7), 93.7, 90.7 (Ca, C1°), 74.8, 69.9, 60.5 (C2’, C3", C5°), 51.6 (C4"),
17.1 (SICHCH3), 13.5, 13.4, 13.3, 13.2 (SICHCHs)

ESI(+)-MS: m/z 601,5 ((M+H]")

3°,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B-hydroxyethyl)-B8-D-ribofuranose 76

C26H42F2N2068i2 [572,25 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefihrt.
6,68g 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benz-imidazolyl)-2’-O-(methoxycarbonylmethyl)-B-D-ribofuranose 74  (11,1mmol)
wurden in 200ml THF/Methanol-Lésung (8:2) geldst und auf 0°C abgekihlt. Nach
Zugabe von 1,94g Lithiumborhydrid (89,4mmol, 8eq) wurde die Reaktionsldsung 40
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Minuten gerthrt. Die Reaktion wurde durch die vorsichtige Zugabe von ges. NH,CI-
Losung gestoppt und die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan mehrfach
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden gewaschen, Uber MgSO,
getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung
erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2.

Das Produkt 76 wurde als weiler Feststoff erhalten.
Ausbeute:  6,22g (10,9mmol; 98%)
DC: R¢= 0,15 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
8.26 (s, 1H, H2), 6.95 (dd, 1H, J = 6.3 Hz, J = 8.0 Hz, H7), 6.83 (dt, 1H,
J =21 Hz, J = 10.1 Hz, H5), 5.91 (s, 1H, H1"), 4.55 (m, 1H, -aCH.-),
4.30 (d, 1H, J = 13.4 Hz, -BCH>-), 4.20 (d, 1H, J = 9.3 Hz, -aCH.-), 4.06
(d, 1H, J = 10.9 Hz, -BCH.-), 3.95 (m, 3H, H2’, H3", H4"), 3.81 (m, 2H,
H5', H5""), 2.60 (b s, 1H, OH), 1.18-0,98 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

BC-NMR: & [ppm] (400MHz, DMSO-d)
158.17 (dd, Cf), 153.40 (dd, Cf), 143.09 (C2), 135.39 (Caom), 129.83
(Carom), 98.76 (t, J = 28 Hz, C5), 95.35 (dd, J = 5 Hz, J = 28 Hz, C7),
89.60 (C1°), 82.16 (Ca), 73.81 (CB), 70.62 (C2°), 61.34 (C4’), 61.04
(C5°), 17.94 (SICHCH3), 13.02 (SiCHCH3)

ESI(-)-MS: m/z 571,6 ([M-H])

2-Bromethyl-para-toluolsulfonsaureester 84

C9H1 1 BI’O3S [279,1 5 g/mol]
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Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefihrt.
32,4g p-Toluolsulfonsaurechlorid (0,17mol) wurden in 22,5ml abs. Pyridin gelést und
30 Minuten bei 0°C geruhrt. Nach Zugabe von 17,7g 2-Bromethanol (0,14mol) wurde
die Reaktionslésung auf Raumtemperatur erwarmt. Nach 10 Minuten war die Bildung
eines weillen Niederschlags zu beobachten. Das Reaktionsgemisch wurde weiter bei
Raumtemperatur gerthrt und durch die Zugabe von ges. NaHCO;-L6sung gestoppt.
Die Reaktionslosung wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch

Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2.
Ausbeute:  7,81g (28mmol; 20%)
DC: R¢ = 0,85 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, CDCl5)
7.78 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Harom), 7.34 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Harom.), 4.26 (M
2H, -CH,-), 3.45 (t, 2H, J = 5.6 Hz, -CH,-), 2.43 (s, 3H, CHs)

ESI(--MS:  m/z 297,8 ([M+NH.]")

3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-2"-O-[B-(para-toluolsulfonsaure)ethyl]-8-D-ribofuranose 78

C33H43F2N20888i2 [726,98 g/mol]
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Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefihrt.
6,22g 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-B-hydroxyethyl-3-D-ribofuranose 76 (10,9mmol) wurden in 240ml|
abs. Dichlormethan gelést. Nach Zugabe von 1,35g N,N-Dimethylaminopyridin
(1,05mmol), 5ml Triethylamin und 6,53g p-Toluolsulfonsaurechlorid (34,3mmol) wurde
das Reaktionsgemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt, wobei sich die leicht
gelbliche LOsung orange farbte. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von ges.
NaHCO;-Losung gestoppt und die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan
mehrfach extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel
CHCly/Methanol 99:1. Das Produkt 78 wurde als hellgelber Schaum erhalten.

Ausbeute:  6,82g (9,4mmol; 86%)
DC: R¢= 0,7 (CH,Cl,/MeOH 99:1)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
8.18 (s, 1H, H2), 7.90 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hs), 7.30 (d, 2H, J = 8.0 Hz,
Hios), 6.87 (dd, 1H, J = 1.4 Hz, J = 2.2 Hz, H7), 6.80 (dt, 1H, J = 2.2 Hz,
J =10.1 Hz, H5), 5.74 (s, 1H, H1"), 4.45 (m, 1H, -aCH-), 4.28 (m, 4H, -
oCHp-, 2-BCHx-, H2'), 4.05 (m, 2H, H3’, H4"), 3.84 (m, 2H, H5", H5"),
2.41 (s, 3H, CH3), 1.09-0.94 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

C-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
159.55 (dd, J = 243 Hz, J = 17 Hz, C¢), 153.51 (dd, J = 243 Hz, J = 23
Hz, Cr), 144.95 (Cis), 140.79 (C2), 134.06 (Carom), 130.18 (Carom),
129.82 (Cios), 128.56 (Cros), 98.67 (t, J = 22 Hz, C5), 93.12 (dd, J = 23
Hz, J = 28 Hz, C7), 89.72 (C1°), 82.09 (Ca), 81.21 (CB), 70.15, 70.08,
69.47 (C2°, C3’, C4’), 59.38 (C5°), 21.56 (Cyos), 17.21 (SICHCH3), 12.90
(SiCHCH3)

ESI(+)-MS: m/z 741,4 ((M+2Li]")



Experimenteller Teil 235

3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B8-azidoethyl)-B8-D-ribofuranose 80

C25H33F2N5058i2 [582,77 g/mol]

Zu einer Losung von 6,8g 3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-
17-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-[8-(para-toluolsulfonsaure)ethyl]-B8-D-

ribofuranose 78 (9,38mmol) in 20ml N,N-Dimethylformamid wurden 1,44g Natriumazid
gegeben. Die Reaktionslésung wurde zunachst 4 Stunden bei 55°C und anschlie3end
U.N. bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser
gestoppt und die Reaktionsldsung wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden gewaschen, uber MgSO,4 getrocknet und am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde direkt im
nachsten Reaktionsschritt eingesetzt. Fur analytische Zwecke wurde ein Teil des
Produktes durch Saulenchromatographie (CH,Cl,/Methanol 97:3) aufgereinigt.

DC: Rr = 0,52 (CH,Cl,/MeOH 97:3)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCl,)
8.44 (s, 1H, H2), 7.05 (dd, 1H, J = 6.0 Hz, J = 7.9 Hz, H7), 6.89 (dt, 1H,
J=2.1Hz J =99 Hz, H5), 5.92 (s, 1H, H1"), 4.53 (m, 1H, -aCH-), 4.29
(m, 2H, H2", -CH»-), 4.21 (m, 1H, -CH.-), 4.05 (m, 1H, -CH-), 3.96 (m,
1H, H3"), 3.80 (m, 1H, H4"), 3.53 (m, 1H, H5"), 3.49 (m, 1H, H5"), 1.11-
0.94 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)
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C-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
159.99 (dd, J = 243 Hz, J = 11 Hz, Cf), 154.00 (dd, Cf), 141.36 (C2),
129.05 (Carom), 126.04 (Carom), 98.68 (t, J = 22 Hz, C5), 93.32 (d, C7),
89.90 (C1°), 83.05 (Ca), 81.25 (C2°), 71.10, 70.08, 59.32 (C3’, C4’,
C5°), 50.81 (CR), 16.77 (SICHCH3), 12.73 (SiCHCHs)

ESI(+)-MS:  m/z 598,3 ([M+H]")

37,56"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-2"-O-(B-aminoethyl)-B8-D-ribofuranose 82

C26H43F2N305Si2 [571 ,80 g/mOl]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt.
37,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-2’-O-(B-azidoethyl)-B-D-ribofuranose 80 wurde in 50ml einer 1:1-
Mischung aus abs. THF und abs. Methanol gelost. Nach Zugabe von einer
Spatelspitze des Hydrierungskatalysators Pd/C wurde der Kolben mit Wasserstoff
geflutet und die Reaktionslosung vier Stunden bei Raumtemperatur unter Hs-
Atmosphare geruhrt. Der Katalysator wurde durch Filtration entfernt und die
Lésungsmittel wurden im Membranpumpenvakuum entfernt. Die Aufreinigung erfolgte
durch Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 9:1. Das

Produkt 82 wurde als hellgelber Schaum erhalten.
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Ausbeute: 2,399 (4,2mmol; 45% Uber 2 Reaktionsschritte)
DC: R¢ = 0,25 (CH,CIl,/MeOH 9:1)

'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, CDCls)
8.25 (s, 1H, H2), 6.93 (dd, 1H, J = 6.5 Hz, J = 8.1 Hz, H7), 6.68 (dt, 1H,
J =20 Hz, J =10.2 Hz, H5), 5.90 (s, 1H, H1°), 4.46 (m, 1H, -aCH2-),
4.19 (m, 1H, -aCH-), 4.07 (m, 1H, H2), 3.98 (m, 2H, H3", H4"), 3.87 (m,
1H, H5°), 3.72 (m, 1H, H5°"), 2.97 (m, 2H, -BCH-), 2.90 (bs, 2H, -NH-),
1.05-0.92 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

ESI(+)-MS:  m/z 572,5 ((M+H]")

3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B-N-trifluoracetamido-ethyl)-8-D-ribofuranose 89

C23H42F5N3068i2 [667,81 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. 2g
37,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-

imidazolyl)-2°-O-(8-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 82 (3,5mmol) wurden in 40ml abs.
Pyridin geldst und auf 0°C abgekuhlt. 0,6ml Trifluoressigsaureanhydrid (4,2mmol)
wurden langsam zur Reaktionslosung getropft. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur

wurde das Reaktionsgemisch Uber Nacht gerthrt. Nach Entfernen des Losungsmittels
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im Membranpumpenvakuum und unter Coevaporation mit Toluol wurde der Riickstand

in Dichlormethan aufgenommen und mit H,O gewaschen. Die organische Phase

wurde Uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt.

Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit einem Gradienten aus
CH,Cl,/MeOH 98:2 — CH,CI,/MeOH 95:5. Das Produkt 89 wurde als weil’er Schaum

erhalten.
Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

1,69 (2,4mmol; 69%)
Rf = 0,8 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

8 [ppm] (400MHz, CDCls)

8.41 (s, 1H, H2), 7.09 (b s, 1H, NH), 6.93 (dd, 1H, J = 6.1 Hz, J = 7.9 Hz,
H7), 6.84 (dt, 1H, J = 2.1 Hz, J = 10.0 Hz, H5), 5.88 (s, 1H, H1"), 4.55
(m, 1H, -aCHz-), 4.29 (m, 1H, -wCH.-), 4.13-4.03 (m, 3H, H2", H3", H4"),
3.88 (m, 2H, H5", H5"), 3.65 (m, 2H, -BCH.-), 1.13-0.94 (m, 28H, Si-
CHs, Si-iPr)

8 [ppm] (400MHz, CDCl3)

158.36 (dd, Cf), 157.47 (CO), 157.10 (CFs), 154.85 (dd, Cr), 140.94
(C2), 131.00 (Carom), 115.84 (Carom), 98.96 (t, J = 29 Hz, C5), 93.1 (d, J =
27 Hz, C7), 89.73 (C1°), 82.65, 81.57 (C2’, C3’), 69.79 (Cu), 69.38
(C5°), 59.36 (C4), 40.02 (CPB), 17.10 (SICHCHS3), 12.96 (SiCHCHS)

m/z 668,5 ([M+H]")
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1°-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-N-trifluoracetamido-
ethyl)-B-D-ribofuranose 90

F
N
<
HO N F
o)
X
HO O\/\H CF,

C16H16F5N305 [425,31 g/mol]

1,6g 3,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B-N-trifluoracetamido-ethyl)-B-D-ribofuranose 89  (2,4mmol)
wurden in 100ml abs. THF geldst. Zu der gelblichen Losung wurden langsam 0,42ml
Tetrabutylammoniumfluorid-Lésung (0,42mmol; 2,1eq; 1m in THF) zugetropft. Die
Reaktionslésung wurde 5 Min. bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend im
Membranpumpenvakuum eingeengt. Der 0Olige Rulckstand wurde mittels
Saulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 98:2 — CH,CIl,/MeOH 9:1) aufgereinigt. Das

Produkt 90 wurde als weiller Schaum erhalten.
Ausbeute:  1,31g (3,1mmol; 88%)
DC: R¢ = 0,25 (CH,CI,/MeOH 9:1)

"H.NMR: & [ppm] (250MHz, CDCls)
8.60 (s, 1H, H2), 8.08 (¢, 1H, NH), 7.01 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, H7), 6.75 (dt,
1H, J = 2.0 Hz, J = 9.9 Hz, H5), 5.87 (d, 1H, J = 4.1 Hz, H1"), 458 (t,
1H, J = 5.0 Hz, 5"-OH), 4.16 (m, 2H, 3-OH, -0.CH,-), 3.90 (m, 2H, H2", -
aCHs-), 3.50 (m, 2H, H3", H4*), 3.18 (m, 2H, H5", H5""), 2.91 (m, 2H, -
BCH>-)
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ESI(-)-MS: m/z 424,1 ([M-H])

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B-N-trifluoracetamido-ethyl)-8-D-ribofuranose 91

O
O HO O\/\N)J\

CF
h 3

C37H34F5N307 [727,67 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. 1,3g
1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-N-trifluoracetamidoethyl)-3-D-

ribofuranose 90 (3,1mmol) wurden in 20ml abs. Pyridin geldst. Nach Zugabe von 0,7ml
Triethylamin (47,3 mmol) und 1,21g 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (3,8mmol;
1,2eq) wurde die Reaktionslosung 3 Std. bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von wenigen Millilitern Methanol gestoppt. Nach Einengen
der Lésung am Rotationsverdampfer und Coevaporation mit Toluol wurde das
Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (CH.Cl,/MeOH 98:2) aufgereinigt. Das

Produkt 91 wurde als gelblicher Schaum erhalten.
Ausbeute: 1,489 (2,03mmol; 66%)

DC: Rf = 0,29 (CH,Cl,/MeOH 95:5)
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"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(-)-MS:

8 [ppm] (400MHz, CDCl3)

8.29 (t, 1H, NH), 8.08 (s, 1H, H2), 7.44-7.19 (m, 10H, Harom), 7.08 (dd,
1H, J = 6.1 Hz, J = 8.2 Hz, H7), 6.86-6.79 (m, 4H, H5, Harom), 5.93 (d,
1H, J = 5.6 Hz, H1"), 4.53 (m, 1H, -aCH»), 4.33 (m, 2H, H2",-aCH.-),
3.79 (s, 3H, OMe), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.72 (m, 1H, H3"), 3.59 (m, 1H,
H3"), 3.48 (m, 4H, H5", H5"", 2-ACH-)

8 [ppm] (400MHz, CDCl,)
158.90 (Cf), 158.57 (CO), 158.52 (CF3), 157.00 (dd, Cr), 141.23 (C2),
129.92, 129.08, 127.95, 127.89, 127.74, 127.72, 126.99 126.95(Carom),
123.94 (Carom), 113.18, 113.06 (Carom), 98.92 (C5), 94.50 (C7), 88.12
(C1°), 84.64, 82.30 (C2’, C3°), 69.71 (C4’), 68.75 (Ca), 63.04 (Cp),
55.16 (OCH3), 40.02 (C5’)

m/z 726,8 ([M-H])

3’-(2-Cyanethyoxydiisopropylphosphin)-5°-0-(4,4 -dimethoxy-
triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(8-N-

trifluoracetamido-ethyl)-B8-D-ribofuranose 92

F
N
¢
DMTrO N F
o)
o)
sO O\/\ )J\
_ P N~ “CF;
(i Pr),N—R H
CN

CaeHs:FsNsOgP [927,89 g/mol]
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Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefiihrt. Zu
einer Losung von 0,8g 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-
1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-N-trifluoracetamido-ethyl)-$-D-ribofuranose 91 (1,1mmol)
in 45ml abs. Acetonitrii wurden 1,4ml sym. Collidin (10,7mmol) und 45pl 1-
Methylimidazol (0,56mmol) getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhlt
und 0,41ml 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit (1.84mmol; 1,74eq) wurden
langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten bei 0°C geruhrt und
durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO;-Losung gestoppt. Die Reaktionsldsung
wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden gewaschen, tber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch praparative Dinnschichtchromatographie
am Chromatotron mit dem Elutionsmittel CH,Clo/Methanol 98:2. Das Produkt 92 wurde

als Diastereomerengemisch als weiller Schaum erhalten.
Ausbeute: 0,769 (0,82mmol; 75%)
DC: R¢ = 0,45 (CH.Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
8.05 (s, 1H, H2), 7.75 (bs, 1H, NH), 7.39-7.21 (m, 7H, Harom), 7.06 (m,
1H, H7), 6.87-6.76 (m, 7H, H5, Hamom), 5.93 (d, 1H, J = 6.6 Hz, H1"),
4.38-4.12 (m, 4H, H2", H4’, 2-aCH>-), 3.88 (t, 1H, J = 6.2 Hz, H3"), 3.78
(s, 3H, OMe), 3.77 (s, 3H, OMe), 3.70 (m, 1H, -OCH;CH,CN-), 3.63-3.37
(m, 6H, H5", H5”, 2-BCHp, -OCH,CH.CN), (t, 1H, J = 6.3 Hz, -
OCH,CH.CN), 1.32-1.18 (m, 14H, 2 iPr)

¥IP.NMR: & [ppm] (161MHz, CDCl5)
138.73, 138.38; Verhaltnis 1:1,4

ESI(+)-MS: m/z 928,5 (IM+H]")
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3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B8-phthalimidoethyl)-B8-D-ribofuranose 88

F
N
¢
Lo N F
Si ©
7 O, Q
7/853 OV\N
o

C34H45F2N307Si2 [701 ,90 g/mOl]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt.
1,14g des primaren Alkohols 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-
desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2 "-O-(8-hydroxyethyl)-B-D-ribofuranose 76
(1,99mmol) wurden in 60ml abs. Tetrahydrofuran gelést und 0,29g Phthalimid
(1,99mmol) sowie 0,78g Triphenylphosphin (2,99mmol; 1,5eq) wurden zugegeben.
0,31ml Diethylazodicarboxylat (2,99mmol; 1,5 eq) wurden langsam zu der Reaktions-
I6sung getropft. Nach 16 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion
durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO;-Losung gestoppt und die Reaktionslésung
wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Wasser gewaschen, tber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer
zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
(CH.Cl, —» CH,CI,/MeOH 95:5). Das Produkt 88 wurde als hell gelber Schaum

erhalten.
Ausbeute: 1,149 (1,61mmol; 81%)

DC: R = 0,5 (CH,Cl,/MeOH 98:2)
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'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCl,)
8.19 (s, 1H, H2), 7.82 (M, 2H, Hpnn), 7.69 (M, 2H, Hon), 6.97 (d, 1H, J =
6.4 Hz, H7), 6.75 (t, 1H, J = 6.3 Hz, H5), 5.78 (s, 1H, H1), 4.48 (m, 1H, -
aCHz-), 4.23 (m, 1H, H3"), 4.12 (m, 3H, H4", 2-BCH.-), 3.92 (m, 3H, H5’,
H5"", H2), 1.22-0.87 (m, 28H, Si-CHj, Si-iPr)

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, CDCl5)
169.8, (CO), 168.2 (CO), 156.9 (Cr), 141.1 (C2), 134.4 (Cppnir), 134.1
(Contr), 133.8 (Cpren), 133.1 (Cpntn), 132.0 (Cpnin), 123.2 (Cprn), 98.7 (C5),
93.4 (C7), 89.6 (C2°), 82.5 (C5°), 81.1 (C1°), 74.9 (C3"), 69.4 (CP), 59.4
(Ca), 38.2 (C4°), 17.2 (SICHCH3), 14.1, 13.4, 12.9, 12.8 (SiCHCH)

ESI(+)-MS:  m/z 702,6 ((M+H]")
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1-Methyl-D-ribofuranose 41

HO
O—vOCH;

HO OH

CeH1205 [1 64,16 g/mol]

11,37g R-D-Ribofuranose (75,5mmol) wurden in 150ml abs. Methanol gelést und im

Eisbad auf 0°C abgekuhlt. Nach langsamer Zugabe von 0,7ml konz. H,SO,
(13,15mmol) wurde die Reaktionsldsung 24 Std. bei 4°C gerthrt. AnschlieRend wurde

zur Neutralisation der lonenaustauscher Amberlite IRA-93 zugegeben. Nach Filtration

wurde die neutralisierte Losung im Membranpumpenvakuum eingeengt. Das Produkt,

welches beide C(1)-Epimere enthielt, wurde ohne weitere Aufreinigung im nachsten

Reaktionsschritt umgesetzt.

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(-)-MS:

quantitativer Umsatz It. NMR
R¢= 0,59 und 0,67 (CH3CN/H,0 4:1)

d [ppm] (250MHz, DMSO-dg)

4.81 (m, 1H, 2-OH), 4.71 (d, 1H, J12 = 4.23 Hz, H1), 4.61 (m, 2H, 5-OH,
3-OH), 3.79 (m, 1H, H2), 3.74 (m, 1H, H4), 3.70 (m, 1H, H3), 3.59 (m,
2H, H5, H57), 3.21 (s, 3H, OCH3)

d [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
108.13 (C1), 83.54 (C4), 74.21 (C2), 70.94 (C3), 63.17 (C5), 54.23
(CHa)

m/z 163,0 ([M-H])
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1-Methyl-2,3,5-tri-O-benzyl-D-ribofuranose 42

BnO
O— v OCH;

BnO OBn

CZ7H3005 [434,52 g/mol]

21,89 1-Methyl-D-ribofuranose 41 (132,8mmol) wurden in 200ml abs. THF geldst.
Nach Zugabe von 99,45g gepulvertem Kaliumhydroxid (133mmol) und 139ml
Benzylchlorid (1,21mol; 9eq) wurde die Suspension 40 Stunden Riuckfluss gekocht.
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das KOH abfiltriert und griandlich mit THF
gewaschen. Nach Evaporieren des Tetrahydrofurans am Rotationsverdampfer wurden
die restlichen flichtigen Bestandteile im Olpumpenvakuum abdestilliert (max.
Badtemperatur 180°C). Der dunkelrote, olige Ruckstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen. Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem
Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2. Das Epimerengemisch 1-Methyl-2,3,5-tri-O-

benzyl-D-ribofuranose 42 wurde als hell gelbes Ol erhalten.
Ausbeute:  51,82g (120mmol; 90%)
DC: R¢= 0,65 und 0,7 (CH,CI,/MeOH 98:2)

'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.32 (m, 15H, Harom), 4.93 (s, 1H, H1), 4.67-4.44 (m, 6H, -CH,-),4.10 (m,
1H, H2), 3.98 (t, 1H, J = 4.6 Hz, H3), 3.91 (m, 1H, H4), (m, 2H, H5), 3.22
(s, 3H, OCHs)

BC-NMR:  § [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
139.0 (Carom.), 128.6 (Carom.), 106.6 (C1), 80.8 (C4), 80.1 (C2), 79.0 (C3),
73.0 (C5), 72.2 (CH,), 55.2 (CH3)

ESI(+)-MS:  m/z 452,4 (IM+NH.]")
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2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribofuranose 43

BnO

BnO OBn

C26H2505 [420,50 g/mol]

21,8g des Epimerengemisches 1-Methyl-2,3,5-tri-O-benzyl-D-ribofuranose 42
(50,2mmol) wurden in 310ml Dioxan geldst. Die Reaktionslésung wurde mit 130ml
0.1N Salzsaure versetzt und 24 Std. Ruckfluss gekocht. Nach Abklhlen der Lésung
auf Raumtemperatur wurde mit 13ml 1N NaOH-L&sung neutralisiert. Die Losungsmittel
wurden im Olpumpenvakuum an einem mit flissigem Stickstoff gekiihlten
Rotationsverdampfer evaporiert. Der Rlckstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen und mit H,O ausgeschuttelt. Nach Extraktion des Produktes und
Trocknen Uber MgSO, wurde das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie
(CH.Cl,/MeOH 98:2) aufgereinigt. Das Produkt 43, welches beide C1-Epimere enthielt,

wurde als gelbliches Ol erhalten.
Ausbeute: 17,779 (42,2mmol; 84%)
DC: R¢ = 0,45 (CH.Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.34 (m, 15H, Haom), 6.56 (d, 1H, J = 4.9 Hz, 1-OH), 5.22 (d, 1H, J=5.5
Hz, H1), 4.66-4.45 (m, 6H, -CH,-), 4.17 (q, 1H, H4), 4.01 (m, 1H, H3),
3.81 (m, 1H, H2), 3.48 (m, 2H, H5)

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-d)
138.4, 138.3, 138.2 (Carom), 128.2 (Carom.), 127.7, 127.5, 127.4, 127.3
(Carom.), 99.4 (C1), 80.5 (C4), 79.2 (C2), 78.1 (C3), 72.2 (C5), 71.2 (CH,)

ESI(+)-MS:  m/z 438,3 ([M+NH.]")




248 Experimenteller Teil

2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribono-y-lacton 44

BnO
O——o

BnO OBn

C26H2605 [41 8,48 g/mol]

Zu einer Lésung von 17,77g 2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribofuranose 43 (42,2mmol) in 64ml
Dimethylsulfoxid wurden 36ml Acetanhydrid (380mmol) getropft. Die Reaktionsldsung
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und durch Gielen in Eiswasser
gestoppt. Nach Extraktion wurden die vereinigten organischen Phase Uber MgSO,
getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/MeOH 98:2. Das Produkt 2,3,5-

Tri-O-benzyl-D-ribono-y-lacton 44 wurde als gelber Feststoff erhalten.
Ausbeute:  17,1g (40,9mmol; 97%)
DC: R¢= 0,88 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.38-7.27 (M, 15H, Harom ), 4.77-4.58 (m, 6H, -CH,-), 4.49 (t, 2H, H2",
H3"), 4.3 (¥d, 1H, H4"), 3.51 (m, 2H, H5", 5")

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
173.61 (C=0), 137.71 (Caom.), 128.37 (Carom.), 128.34 (Carom.), 128.29
(Carom.), 127.89 (Carom.), 127.87 (Carom.), 127.73 (Carom.), 127.62 (Carom.),
127.33 (Carom), 81.22 (C1), 75.31 (C4), 74.06 (C3), 72.51(C2), 71.77 (-
CHy-), 71.10 (C5)

ESI(+)-MS:  m/z 436,2 ([M+NH.]")
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2°,3°,5"-Tri-O-benzyl-1’-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 47

BnO F
O

BnO OBn

Ca2H30F204 [516,58 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben und unter Schutzgas durchgefuhrt.
2,2ml 2,4-Difluorbrombenzol (19,6mmol) wurden in 55ml abs. Diethylether vorgelegt
und auf —78°C abgeklhlt. AnschlieRend wurden langsam 12ml n-Butyllithium (1,6M
Lsg. in n-Hexan) zugetropft und 20 Min. geriihrt. Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
wurde eine Ldésung von 5,44g 2,3,5-Tri-O-benzyl-D-ribono-y-lacton 44 (13mmol) in
50ml abs. Diethylether zugetropft. Die Reaktionslésung farbt sich dabei orange und
wurde eine weitere Stunde bei —78°C geruhrt. Innerhalb einer Stunde wurde auf -50°C
erwarmt. Nach Aufwarmen auf >0°C wurde die Reaktion durch Zugabe von H,0O
gestoppt und mit Diethylether ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das
entstandene Lactol 46 wurde ohne weitere Aufreinigung dehydroxyliert. Nach Zugabe
von 54ml abs. Dichlormethan wird die Reaktionslosung auf —78°C abgeklhlt. Es
wurden 3,2ml Bortrifluorid-Etherat und 4,1ml Triethylsilan (27.86 mmol) zugetropft und
eine Stunde bei dieser Temperatur gerthrt, wobei sich die Lésung rotbraun farbte.
Uber Nacht wurde die Lésung im Kiihiraum langsam auf 4°C erwarmt. Nach Stoppen
der Reaktion mit ges. NaHCO;-Lésung wurde mit Methylenchlorid ausgeschuttelt und
Uber  Magnesiumsulfat  getrocknet. Die  Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie mit dem Laufmittel n-Hexan/Essigester 4:1. Das Produkt 47

wurde als weiler Feststoff erhalten.

Ausbeute: 5,389 (10,41mmol; 80%)
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DC: R¢ = 0,46 (n-Hexan/Essigester 4:1)

'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.58 (q, 1H, J = 8.7 Hz, H6), 7.40-7.18 (m, 16H, Haom, H3), 6.94 (dt, 1H,
J =8.5 Hz, H5), 5.16 (d, 1H, J = 4.5 Hz, H1’), 4.63-4.47 (m, 6H, -CH,-),
4.22 (q, 1H, J = 4.9 Hz, H2"), 4.05 (m, 2H, H3", H4"), 3.67 (dq, 2H, J =
10.1 Hz, J = 3.5 Hz, H5", H5"")

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-ds)
162.0 (d, C4), 159.4 (d, C2), 138.1 (Cawm), 129.4 (C6), 128.2, 128.1, 127.5, 127.4
(Carom.), 123.6 (C1), 111.4 (d, C5), 103.6 (t, J = 25 Hz, C3), 82.1 (C1°), 80.7
(C4°), 76.8,76.0 (C2’, C3°), 72.4, 71.0 (CHy), 69.7 (C5’)

ESI(+)-MS:  m/z 539,3 ((M+Na]")

1"-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9

HO F

HO OH

C1 1 H12F204 [246,21 g/mol]

13,34g 2°,3°,5'-Tri-O-benzyl-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 47
(25,8mmol) wurden in 267ml Ethanol p.a. suspendiert. Nach Zugabe von 133ml
Cyclohexen und 2,67g 20% Pd(OH),/C wurde das Reaktionsgemisch zum Sieden
erhitzt, wobei sich das Edukt vollstandig I6ste. Nach 3 Stunden Ruckfluss kochen
wurde der Palladium-Katalysator iiber Celite® abfiltriert. Der Filterkuchen wurde
gruandicih mit Ethanol gewaschen und die Loésung wurde am Rotationsverdampfer

evaporiert. Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem
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Elutionsmittel CH,CIl,/MeOH 9:1. Das Produkt 1°-Desoxy-1’-(2,4-difluorphenyl)-3-D-

ribofuranose 9 wurde als weilRer Feststoff erhalten.

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(-)-MS:

EA: (ber.)
(exp.)

5,989 (24,29mmol; 94%)
Rf = 0,38 (CH,Clo/MeOH 9:1)

d [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.63 (q, 1H, J = 8.5 Hz, H6), 7.20 (m, 1H, H3), 7.10 (dt, 1H, J = 6.7 Hz,
H5), 5.03 (d, 1H, J = 6.0 Hz, H1"), 4.90 (d, 1H, J = 4.9 Hz, 2'0OH), 4.83
(m, 2H, 3'OH, 5°0OH), 4.09 (q, 1H, J = 6.3 Hz, H2"), 3.85 (m, 2H, H3’,
H4"), 3.53 (m, 2H, H5", H5"")

d [ppm] (63MHz, Aceton-de)
163.2, 160.2 (dd, C2, C4), 130.6 (C6), 125.2 (C1), 111.7 (C5), 104.2
(C3),85.6 (C17),78.9(C47), 78.0 (C27),72.1 (C37), 62.9 (C5")

miz 245,1 ([M-H])

C: 53,66%, H:4,91%:;
C: 53,53%, H:5,01%

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-8-D-

ribofuranose 49

DMTrO F

HO OH

Cs2H30F206 [548,57 g/mol]
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Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Schlenckkolben unter Schutzgas
durchgefuhrt. 1,59 1°-Desoxy-1'-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9 (6,1mmol)
wurden in 38ml abs. Pyridin gelést. Nach Zugabe von 1,26ml Triethylamin (9mmol)
und 2,45¢g 4,4 -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (7,2mmol) wurde die Reaktionslésung
3 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
Methanol gestoppt. Nach Einengen der LOésung am Rotationsverdampfer und
Coevaporation mit Toluol wurde der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen und
mit wassr. ges. NaHCOs-Lsg. ausgeschuttelt. Die organische Phase wurde Uber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 95:5). Das
gewulnschte Produkt 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1’-desoxy-1"-(2,4-

difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 49 wurde als gelblicher Schaum erhalten.
Ausbeute: 2,929 (5,32mmol; 87%)
DC: R¢ = 0,6 (CH,Clo/MeOH 95:5)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.55(q, 1H, J = 7.2 Hz, H6), 7.43-7.22 (m, 10H, Harom, H3), 6.95 (dt, 1H,
J = 8.3 Hz, H5), 6.88 (d, 4H, Harom. ortho), 5.18 (d, 1H, J = 5.4 Hz, 2'OH),
4.97 (d, 1H, J = 5.3 Hz, 3'OH), 4.90 (d, 1H, J = 3.8 Hz, H1"), 3.88 (m,
3H, H2, H3", H4"), 3.73 (s, 6H, OCHj), 3.21 (m, 2H, H5", H5"")

BC-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
166.0, 160.5 (dd, C2, C4), 158.1 (Carom), 145.5 (Carom.), 134.8 (Carom.),
129.8 (Carom), 127.8 (C6), 126.5 (C5), 113.2 (Carom.), 85.0 (C1°), 81.5
(C4°), 78.5 (C2’), 76.3 (C3"), 70.8 (C5°), 54.8 (OCHs),

ESI(-)-MS:  m/z 547,3 ([M-H])
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5°-0-(4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-tert.-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-
1°-(2,4-difluorphenyl)-B8-D-ribofuranose 51

DMTrO F
O

HO OTBDMS

C33H44 onGSi [662,81 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Schlenckkolben unter Schutzgas und
Lichtausschluss durchgefihrt. 2g 5°-0O-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-
(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 49 (3,65mmol) wurden in 32ml eines 1:1-
Gemisches aus abs. Tetrahydrofuran / abs. Pyridin gelost. Nach Zugabe von 0,72g
Silbernitrat (4,3mmol) und 4,97ml tert.-Butyltrimethylsilylchlorid-Lésung (1M in THF)
wird die Suspension 20 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von wassr. ges. NaHCOs;-Lsg. gestoppt. Nach Abtrennung des
entstandenen Silberchlorids mittels Filtration wird mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer unter Coevaporation mit Toluol zur Trockne eingeengt. Die
Aufreinigung erfolgte zunachst durch Saulenchromatographie (CH,Cl./i-Propanol
99:1). Die Trennung des 2’-substituierten Isomers vom 3’-substituierten Nebenprodukt
erfolgte Uber prap. HPLC (MN Nucleoprep 100-20 von Machery-Nagel, n-
Hexan/Isopropylacetat 3:2). Das gewunschte 2 -silylierte Produkt (slow-lsomer) wurde

als weiller Schaum erhalten.
Ausbeute:  0,87g (1,31mmol; 36%)

DC: Rf = 0,18 (CH2C|2)
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'H-NMR: 8 [ppm] (250MHz, CDCl5)
7.75 (g, 1H, J = 5 Hz, HB), 7.59 (m, 2H, Harom), 7.49-7.31 (m, 11H,
Harom., H3, H5), 6.91 (M, 4H, Harom, ortno), 5.16 (d, 1H, J = 5.3 Hz, H1"),
4.34 (m, 1H, H2°), 4.13 (m, 2H, H3", H4"), 3.89 (s, 6H, OCHs), 3.64 (m,
1H, H5°), 3.28 (m, 1H, H5""), 0.95 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.1 (s, 3H, SiCHa),
-0.5 (s, 3H, SiCHs)

¥C-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
158.5 (Carom), 144.7 (Carom), 135.9 (Carom.), 130.2, 129.1, 128.3 (Carom.),
127.9 (C6), 126.9 (C5), 113.2 (Carom), 86.3 (C1°), 83.2 (C4), 79.1 (C2"),
72.4 (C3°), 62.9 (C5°), 56.3 (OCHs3), 25.7 (SiC(CHs)s), 18.0 (SiC(CHs)s),

ESI(-)-MS:  m/z661,3 (M-H])

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-3"-O-tert.-butyldimethylsilyl-1 "-desoxy-
1°-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 53

DMTrO F
O

TBDMSO OH

C38H44 onGSi [662,81 g/mol]

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-3 - O-tert.-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluor-phenyl)-B-D-ribofuranose 51 entstand als Nebenprodukt (fast-lsomer) bei der
Synthese von 5°-0O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-tert.-butyldimethylsilyl-1°-
desoxy-1"-(2,4-difluor-phenyl)-B-D-ribofuranose 53.

Ausbeute:  0,77g (1,16mmol; 32%)
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DC: Rf = 0,21 (CH2C|2)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, CDCls)
7.71 (q, 1H, J = 6.8 Hz, H6), 7.53 (M, 2H, J = 7.0 Hz, Harom), 7.43-7.39
(M, 4H, Haom), 7.28 (M, 3H, Hawom, H3, H5), 6.79 (M, 6H, Harom. oho),
5.13 (d, 1H, J = 6.0 Hz, H1°), 4.28 (m, 1H, H2"), 4.18 (m, 2H, H3", H4"),
3.74 (s, 6H, OCHs), 3.54 (m, 1H, H5), 3.37 (m, 1H, H5"), 0.90 (s, 9H,
SiC(CHs)s), 0.00 (s, 3H, SiCHs), -0.05 (s, 3H, SiCHs)

®C-NMR: & [ppm] (63MHz, CDCls)
164.1, 162.5 (dd, C2, C4), 156.6 (Carom), 145.1 (Carom.), 136.1 (Carom),
130.3, 129.7, 129.6 (Carom.), 128.3 (C6), 126.9 (C5), 123.3 (d, J= 9.4 Hz,
C1), 113.2 (Carom.), 111.7 (d, J=21.4 Hz, C6), 103.7 (t, J = 25.2 Hz, C1),
86.4 (C1°), 83.9 (C4°), 79.0 (C2°), 72.4 (C3’), 3.9 (C5°), 55.2 (OCHs),
53.9 (OCHs), 25.7 (SiC(CHs)s), 18.0 (SiC(CHs)s)

ESI(+)-MS:  m/z 661,5 ([M-H])

3’-0-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-O-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-tert.-butyldimethylsilyl-1°"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 64

DMTrO F
O

/L O OTBDMS

N-R

@
_\—CN

C47H61F2N207PS| [862,40 g/mol]
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Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgeflihrt. Zu
einer Losung von 0,25g 5°-0-(4,4-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-tert.-butyl-
dimethylsilyl-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 51 (0,38mmol) in 10ml
abs. Acetonitril wurden 230ul sym. Collidin (0,65mmol) und 10ul 1-Methylimidazol
(0,05mmol) getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhlt und 65ul 2-
Cyanethyl diisopropylchlorphosphoramidit (0,25mmol) wurden langsam zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 40 Minuten bei 0°C gerlUhrt und durch Zugabe von ges.
wassriger NaHCO3-Losung gestoppt. Die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan
mehrfach extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
Aufreinigung erfolgte durch praparative Dunnschichtchromatographie (pDC) am
Chromatotron mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2. Das Produkt 64 (ein

Gemisch zweier Diastereomere) wurde als weilder Schaum erhalten
Ausbeute:  103mg (0,12mmol; 32%)
DC: R¢ = 0,52 (CH,CIl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: & [ppm] (250MHz, CDCls)

7.65 (m, 1H, H6), 7.49 (m, 2H, Harom), 7.38 (M, 4H, Harom), 7.22 (M, 3H,
Harom.), 6.83 (M, 6H, H3, H5, Harom. orto), 5.15 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H1"),
4.26 (m, 1H, H2", H3"), 3.98 (m, 1H, H4"), 3.81 (s, 6H, OCHs3), 3.57 (m,
2H, H5’, H57), 3.26 (m, 1H, -OCH,CH.CN), 2.66 (m, 2H,
OCH,CH,CN), 2.28 (m, 1H, -OCH,CH.CN), 1.27 (m, 14H, iso-Propyl),
0.97 (m, 21H, -CHCHs-, -CHs), 0.83 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.09 (s, 3H,
SiCHs3), -0.05 (s, 3H, SiCH3)

YP-NMR: 8 [ppm] (162MHz, CDCls)
151.5, 149.6; Verhiltnis 1:3,8

ESI(+)-MS:  m/z 863,8 ((M+H]")
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57-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1"-
desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-8-D-ribofuranose 60

DMTrO F
O

HO OTOM

CazHsoF207Si [734,94 gimol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefihrt. 0,59
5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1’-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofurano-
se 49 (0,91mmol) wurden in 9,1ml Dichlorethan gelést und mit 1,6ml
Diisopropylethylamin  (9,1mmol, DIPEA) versetzt. Nach Zugabe von 0,649
Dibutylzinndichlorid (2,1fmmol; 2,3eq.) wird die Reaktionslésung 15 Min. bei
Raumtemperatur  geruhrt.  Anschlie®Bend wurden 0,53g Triisopropylsilyloxy-
methylchlorid 58 (2,37mmol; 2,6eq) zugetropft und die Reaktion wurde 3 Stunden bei
80°C geruhrt. Nach ca. 30 Min. Refluxieren farbt sich die Losung rot. Nach Abkuhlen
der Losung wurde die Reaktion mit Dichlormethan verdinnt und durch Zugabe von
wassr. ges. NaHCO;-Lsg. gestoppt. Nach Aufarbeitung des Reaktionsgemisches
wurden die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte zunachst durch
Saulenchromatographie (CH,Cl,). Die Trennung des 2 -substituierten Isomers vom 3°-
substituierten Nebenprodukt erfolgte Uber prap. HPLC (MN Nucleoprep 50-10 von
Machery-Nagel, [n-Hexan/Methylacetat 97:3])/CH,CI, 7:3). Das gewlinschte 2 -silylierte
Produkt (fast-lsomer) 60 wurde als weil3er Schaum erhalten.

Ausbeute: 0,289 (0,38mmol; 42%)

DC: R = 0,43 (100% CH,Cl,)
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'H-NMR: & [ppm] (250MHz, DMSO-ds)
7.53 (dd, 1H, HB), 7.42 (m, 2H, Harom), 7.29 (M, 8H, H3, Harom ), 7.00 (dt,
1H, H5), 6.88 (d, 4H, Harom), 5.04 (d, 1H, J = 5.8 Hz, H1"), 4.98 (d, 1H, J
= 5.2 Hz, 3'OH), 4.91 (dd, 2H, J = 6.3 Hz, -OCH,-0), 4.10 (m, 1H, H4"),
3.99 (m, 2H, H2", H3"), 3.73 (s, 6H, OCHs3), 3.25 (m, 1H, H5'), 3.15 (m,
1H, H5"), 0.91 (m, 21H, -CHCHs-, -CH)

¥C-NMR: & [ppm] (63MHz, DMSO-ds)
158.1 (Carom), 144.9 (Carom.), 135.5 (Carom.), 129.8 (Carom.), 127.8 (C6),
126.7 (C5), 113.1 (Caom), 111.5 (C1), 103.5 (C3), 88.5 (C1°), 85.5
(Carom.), 81.0 (C4°), 78.0 (C2°), 75.5 (CH,), 63.5 (C3’), 54.9 (OCHs), 48.6
(C5°), 17.6 (SiCH(CHs)2), 11.3 (SiCH(CHs),)

~

ESI(-)-MS:  m/z 749,4 ([M-H])

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-3"-O-triisopropylsilyloxymethyl-1"-
desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-8-D-ribofuranose 62

DMTrO F
O

TOMO OH

C42H52F207Si [734,94 g/mol]

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-3°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1°-desoxy-1"-(2,4
-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 62 entstand als Nebenprodukt (slow-lsomer) bei der
Synthese von 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1"-

desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 60 und wurde als weiller Schaum
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erhalten. Ein geringer Anteil wurde fir analytische Zwecke aufgefangen und nach der

Auftrennung mittels HPLC charakterisiert.

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

R: = 0,40 (100% CH,Cl,)

8 [ppm] (250MHz, DMSO-ds)

7.57 (g, 1H, J = 6.9 Hz, H6), 7.45 (M, 2H, Harom), 7.29 (M, 7H, Harom),
7.24 (m, 1H, H3), 7.00 (dt, 1H, J = 6.2 Hz, H5), 6.88 (M, 4H, Harom), 5.23
(d, 1H, J = 5.9 Hz, H1"), 4.95 (d, 2H, J = 5.0 Hz, -OCH,-0), 4.91 (d, 1H,
J = 5.1 Hz, 2°OH), 4.16 (m, 1H, H4"), 4.09 (m, 2H, H2", H3"), 3.74 (s,
3H, OCHg), 3.73 (s, 3H, OCHs), 3.30 (m, 1H, H5%), 3.17 (m, 1H, H5"),
0.93 (m, 21H, -CHCHj-, -CHs)

8 [ppm] (63MHz, DMSO-de)

164.0, 160.0 (dd, C2, C4), 159.0 (Carom), 145.7 (Carom), 136.3 (Carom),
130.6 (Carom), 128.6 (C6), 128.5 (Carom), 127.5 (C5), 114.0 (Carom),
111.0 (C1), 104.6 (C3), 89.4 (C1°), 86.4 (Carom), 82.0 (C4°), 78.9 (C2"),
76.4 (CH,), 64.5 (C3°), 55.8 (OCHs), 18.4 (SiCH(CHa)), 12.2
(SICH(CHa).)

m/z 757,4([M+Na]")
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3°-0-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-O-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropylsilyloxymethyl-1°-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 66

DMTrO F
O

/k O OToM

N-R

AQ O_\_CN

C51 H69F2N208P8i [935, 16 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. Zu
einer Loésung von 0,26g 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2°-O-triisopropyl-
silyloxymethyl-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 60 (0,35 mmol) in
15ml abs. Acetonitrii wurden 0,48ml sym. Collidin (1,35mmol) und 15l 1-
Methylimidazol (0,07mmol) getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhit
und 120pl 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit (0,46mmol; 1,3eq) wurden
langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 15 Minuten bei 0°C und weitere
15 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt; durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO3;-
Lésung wurde die Reaktion gestoppt. Die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan
mehrfach extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
Aufreinigung erfolgte durch praparative Dunnschichtchromatographie (pDC) am
Chromatotron mit dem Elutionsmittel n-Hexan/Essigester 5:1. Das Produkt 66 (ein

Gemisch zweier Diastereomere) wurde als weilder Schaum erhalten.

Ausbeute:  200mg (0,21mmol; 60%)
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DC:

"H-NMR:

*'P-NMR:

ESI(+)-MS:

3,5

R¢ = 0,42 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

8 [ppm] (400MHz, CDCl)
7.48 (m, 1H, H6), 7.35 (M, 4H, Harom), 7.25 (M, 5H, Harom), 7.21 (m, 1H,
H3), 6.80 (m, 5H, H5, Harom), 5.23 (d, 1H, J = 6.3 Hz, H1"), 4.95 (m, 2H,
-OCH,-0), 4.39-4.22 (m, 3H, H2", H3", H4"), 3.75 (s, 3H, OCHj), 3.74 (s,
3H, OCHs), 3.56 (m, 2H, H5", H5""), 3.26 (m, 1H, -OCH,CH.CN), 2.30 (t,
1H, J = 6.6 Hz, -OCH,CH,CN), 1.25 (m, 14H, iso-Propyl), 0.97 (m, 21H,
-CHCHg-, -CHs)

d [ppm] (162MHz, CDCls)
151.1, 150.9; Verhaltnis 1,3:1

miz 935,7 (M+H]")

0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-B8-D-ribofuranose 73

C23H38F205Si2 [488,71 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt.

10,4g 1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 9
126ml abs.

(42,2mmol) wurden in

Pyridin gelost. 14,8g 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid (46,6mmol,

1,1eq) wurden langsam in die LOsung getropft. Die Reaktionslosung wurde 16
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Stunden bei Raumtemperatur gerihrt; es bildete sich ein weil3er Niederschlag aus. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von Wasser gestoppt und die Reaktionslésung
wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Wasser gewaschen, Uber MgSO,4 getrocknet und am Rotationsverdampfer
zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde zweimal mit Toluol coevaporiert. Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel
CHCl,y/Methanol 97:3. Das Produkt 73 wurde als leicht gelber Schaum erhalten.

Ausbeute:  18,1g (37,0mmol; 88%)
DC: R¢ = 0,64 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
7.55 (q, 1H, J = 6.6 Hz, J13 = 14.7 Hz, H6), 6.83 (m, 2H, H3, H5), 5.10
(d, 1H, J1o = 2.1 Hz, H1"), 4.37 (dd, J12 = 2.3 Hz, J13 = 7.7 Hz, H2"),
4.13 (m, 2 H, H3", H4"), 4.03 (m, 2H, H5", H5""), 2.57 (bs, 1H, OH), 0.97-
1.18 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, CDCls)
163.10 (dd, J = 235 Hz, J = 12 Hz, Cf), 160.42 (dd, J = 236 Hz, J = 12
Hz, Cr), 129.36 (C6), 123.95 (C1), 111.69 (d, J = 21 Hz, C5), 104.30 (t,
J =25 Hz, C3), 82.05 (C5°), 80.70 (C3"), 77.08 (C1°), 71.42 (C2°), 62.10
(C4°), 17.78 (SICHCHs), 13.92, 13.63, 13.34, 13.17 (SiCHCHs)

ESI(+)-MS:  m/z 506,4 ([M+NH.]")
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3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)- 2°-O-methoxycarbonylmethyl-8-D-ribofuranose 75

C26H42F207Si2 [560,78 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. Zu
einer Lésung von 8g 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-
(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 73 (14,3mmol) in 80ml abs. Tetrahydrofuran
werden 0,43g Natriumhydrid (18,5mmol, 1,3eq) zugegeben. Nach langsamer Zugabe
von 3,9ml Bromessigsauremethylester (42,9mmol, 3eq) wurde das Reaktionsgemisch
4 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und anschlief3end in eine ges. NaCl-Lésung
gegossen. Das Produkt wurde mit Dichlormethan extrahiert und mit Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und
im  Membranpumpenvakuum evaporiert. Die Aufreinigung erfolgte durch

Saulenchromatographie mit dem Elutionsmittel CH,Cl..
Ausbeute:  6,02g (10,7mmol; 66%)

DC: Rt = 0,62 (CH.Cl,/MeOH 98:2)
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'H-NMR: & [ppm] (400MHz, DMSO-ds)

7.61(q, 1H, J = 6.9 Hz, J15 = 15.5 Hz, H6), 7.23 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H3),
7.01 (t, 1H, J = 7.3 Hz, H5), 5.10 (s, 1H, H1"), 4.40 (m, 2H, H2", H3"),
4.21 (m, 1H, -CH»-), 4.13 (m, 1H, -CH,-), 3.98-3.87 (m, 3H, H4", H5’,
H5"), 3.61 (s, 3H, CH3), 1.04-0.91 (m, 28H, Si-CHj, Si-iPr)

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-d)

131.18 (Carom), 128.09 (Carom), 111.48 (C3), 103.86 (C5), 83.81, 81.97,
80.51 (Ca, C17), 72.93, 72.07, 71.11 (C2’, C3’, C5'), 62.44 (C4’), 16.77
(SICHCH3), 13.51 (SiCHCHs)

ESI(+)-MS:  m/z 561,3 ([M+H]"),

37,56"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-2°-0O-(B8-hydroxyethyl)-B8-D-ribofuranose 77

C25H42F2068i2 [532,77 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefihrt. 6g
3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-

methoxycarbonylmethyl-B-D-ribofuranose 75 (10,7mmol) wurden in 120ml THF geldst.

Nach Zugabe von 30ml abs. Methanol wurde die Reaktionslésung auf 0°C abgekuhlt.

Nach Zugabe von 1,8g Lithiumborhydrid (83,1mmol, 8eq) wurde die Reaktionsldsung

3 Stunden bei 0°C und eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde
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durch vorsichtige Zugabe von ges. NH,CI-Losung gestoppt und die Reaktionslésung

wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

wurden gewaschen, tber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne

eingeengt.

Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie mit dem

Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2. Das Produkt 77 wurde als weilRer Feststoff

erhalten
Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

5,299 (9,9mmol; 93%)
R: = 0,3 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

8 [ppm] (400MHz, CDCl3)

7.71(q, 1H, J = 8.7 Hz, J1 5 = 8.4 Hz, H6), 6.82 (m, 2H, H3, H5), 5.20 (s,
1H, H1°), 4.27 (m, 2H, H2", -aCHy-), 4.05 (m, 1H, -aCH-), 3.96 (m, 2H,
H3", -BCH.- ), 3.83 (m, 1H, -BCH.-), 3.75 (m, 3H, H4", H5", H5™"), 2.57 (b
s, 1H, OH), 1.15-0.91 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

d [ppm] (101MHz, CDCI3)

162.62 (dd, J = 235 Hz, J = 12 Hz, Cf), 159.03 (dd, J = 234 Hz, J = 12
Hz, Cg), 128.41 (C6), 124.165 (C1), 111.07 (d, J = 21 Hz, C5), 103.50 (t,
J =21 Hz, C3), 85.15 (C57), 80.36 (C3"), 79.18 (C1"), 72.79 (CB), 69.63
(C2%), 61.65 (C47), 59.93 (Ca), 17.21 (SiCHCHs3), 13.41, 13.00, 12.83,
12.65 (SiCHCHj3)

m/z 550,5 ([M+NH.]")
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3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-2°-O-[B-(para-toluolsulfonsaure)ethyl])-8-D-ribofuranose 79

C32H45F205SSi, [686,95 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. 0,59
3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl) -2’-
O- B-hydroxyethyl-B-D-ribofuranose 77 (0,94mmol) wurden in 21ml abs. Dichlormethan
gelést. Nach Zugabe von 0,13g N,N-Dimethylaminopyridin (0,1mmol), 0,46ml
Triethylamin  und 0,6g p-Toluolsulfonsaurechlorid  (3,3mmol) wurde das
Reaktionsgemisch 16 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt, wobei sich die klare,
farblose Ldosung gelb farbte. Die Reaktion wurde anschlieRend 5 Stunden bei 50°C
geruhrt. Durch die Zugabe von ges. wassr. NaHCO;-Losung wurde die Reaktion
gestoppt und die Lésung wurde mit Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie mit CH,CI, gefolgt von einem weiteren Aufreinigungsschritt
mittels praparativer Dunnschichtchromatographie (pDC) am Chromatotron (CH.Cl,).

Das Produkt 79 wurde als hellgelber Schaum erhalten.
Ausbeute:  0,38g (0,56mmol; 59%)

DC: Rf = 0,42 (CH2C|2)
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'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
7.74 (d, 2H, J12 = 7.5 Hz, Harom), 7.58 (q, 1H, J = 6.5 Hz, H6), 7.26 (d,
2H, J12 = 6.9 Hz, Harom), 6.73 (m, 2H, H3, H5), 4.94 (s, 1H, H1"), 4.18
(m, 2H, H2’, -aCH>-), 4.00 (m, 5H, -aCHa-, -BCH.-, -BCH»-, H3’, H4"),
3.75 (m, 2H, H5’, H57), 2.37 (s, 3H, CHs), 1.02-0.81 (m, 28H, Si-CHj,
Si-iPr)

37,56"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1°-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-2°-0O-(B-azidoethyl)-B-D-ribofuranose 81

C25H41F2N3058i2 [557,78 g/mol]
Variante A — ausgehend von 79:

Zu einer Loésung von 0,389 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-
desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-[B8-(para-toluolsulfonsaure)ethyl]-B-D-ribofuranose

79 (0,56mmol) in 5ml N,N-Dimethylformamid wurden 0,36g Natriumazid (5,6mmol;
10eq) gegeben. Die Reaktionslésung wurde 3 Stunden bei 60°C gerlhrt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Wasser gestoppt und die Reaktionslosung wurde mit
Dichlormethan mehrfach extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingeengt. Das Rohprodukt wurde direkt im nachsten Reaktionsschritt eingesetzt. Fur
analytische Zwecke wurde ein Teil des Produktes durch Saulenchromatographie

(CH4ClI,) aufgereinigt.
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Variante B — ausgehend von 77:

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt.
0,46g des primaren Alkohols 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-
desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-(B8-hydroxyethyl)-B-D-ribofuranose 77 (0,86mmol)
wurden in 30ml abs. Tetrahydrofuran geldst und 0,08g Natriumazid (1,23mmol) sowie
0,34g Triphenylphosphin ~ (1,29mmol; 1,5eq) wurden zugegeben. 0,2ml
Diethylazodicarboxylat (1,29mmol; 1,5eq) wurden langsam zu der Reaktionslésung
getropft. Im Laufe der Reaktion farbt sich die Losung orange. Nach 1 Stunde Ruhrens
bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO3-
Losung gestoppt und die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan mehrfach
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, uber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie (CH,Cl, — CH.Cl,/MeOH 98:2)
gefolgt von einem  weiteren  Aufreinigungsschritt  mittels  praparativer
Dunnschichtchromatographie (pDC) am Chromatotron (CH,Cl,/MeOH 98:2). Das

Produkt 81 wurde als gelber Schaum erhalten.
Ausbeute: Variante B 0,37g (0,67mmol; 78%)
DC: R¢ = 0,29 (CH.Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: 5 [ppm] (400MHz, CDCl,)
7.46 (m, 1H, HB), 6.76 (m, 2H, H3, H5), 5.11 (s, 1H, H1"), 4.24 (m, 2H, -
aCHo-), 3.90 (m, 2H, -BCH.-), 3.85 (m, 3H, H2", H3", H4"), 3.66 (m, 2H,
H5’, H5""), 1.05-0.88 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

ESI(-)-MS:  m/z 557,2 ([M-H])
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3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-2°-O-(B-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 83

C25H43F2NO5Si2 [531 ,78 g/mol]

0,26g des Rohproduktes von 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-
desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(B8-azidoethyl)-B-D-ribofuranose 81  (0,48mmol;
dargestellt nach Variante A), wurde in 5ml abs. Methanol geldst. Nach Zugabe von
0,27g SnCl; (1,42mmol) wurde die Reaktion 16 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlief’end wurde die Reaktionslésung auf wassr. ges. NaHCO;-LOsung gegossen.
Das Methanol wurde im Membranpumpenvakuum evaporiert und der Ruckstand in
Dichlormethan aufgenommen. Die Suspension wurde Uber Hyflo Supercel® filtriert, um
die Zinn organischen Bestandteile zu entfernen. Der Filterkuchen wurde grundlich mit
CH,CI, gewaschen und das Filtrat ausgeschittelt. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit H,O gewaschen, iber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur
Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte mittels praparativer Dunnschicht-
Chromatographie (pDC) am Chromatotron (CH,Cl,/MeOH 98:2).

Ausbeute:  65mg (0,12mmol; 22% bezogen auf 2 Reaktionsschritte ausgehend von
Substanz 79)

DC: Rf= 0,16 (100% CH,Cl,/MeOH 98:2)
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'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
7.61(q, 1H, J = 6.8 Hz, J = 9.0 Hz, H6), 6.73 (m, 2H, H3, H5), 5.10 (s,
1H, H1°), 4.22 (m, 2H, -aCH>-), 3.99 (m, 5H, H3", H4", H5’, H5""), 2.83
(m, 2H, -BCH.-), 1.88 (b's, 2H, NH,), 1.17-0.74 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr)

ESI(+)-MS:  m/z 532,3 ([M+H]")

3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-2°-O-(B8-N-phthalimidoethyl)-8-D-ribofuranose 85

F
Lo F
s %7
T
Si-0 O~

Ca3HasF2NO;Si, [661,88 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. 1g
des primaren Alkohols 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-
(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(8-hydroxyethyl)-B-D-ribofuranose 77 (1,88mmol) wurden in
66ml abs. Tetrahydrofuran gelést und 0,28g Phthalimid (1,88mmol) sowie 0,74g
Triphenylphosphin (1,8mmol) wurden zugegeben. 0,44ml Diethylazodicarboxylat
(1,8mmol) wurden langsam zu der Reaktionslésung getropft. Nach 16 Stunden Rihren
bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. wassriger NaHCO3-
Lésung gestoppt und die Reaktionslésung wurde mit Dichlormethan mehrfach
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, Uber

MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
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Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie (CH,Cl, — CH,Cl,/MeOH 98:2).

Das Produkt 85 wurde als weiRer Schaum erhalten.

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

0,99g (1,49mmol; 79%)
R; = 0,66 (CH.Cl,/MeOH 98:2)

8 [ppm] (400MHz, CDCl3)
7.85 (M, 2H, Hpnp), 7.72 (M, 2H, Hpn), 7.63 (9, 1H, J = 7.1 Hz, J13 =
15.2 Hz, HB), 6.78 (dt, 1H, J = 2.3 Hz, J15 = 8.1 Hz, H5), 6.68 (dt, 1H, J
= 1.7 Hz, J15 = 8.8 Hz, H3), 5.07 (s, 1H, H1"), 4.20 (m, 2H, H3", -aCH.-),
4.12 (m, 1H, -aCH»-), 4.02-3.91 (m, 5H, H4", H5", H5""-BCH.- ), 3.69 (d,
1H, J1» = 4.1 Hz, H2"), 1.15-0.92 (m, 28H, Si-CHj, Si-iPr)

8 [ppm] (101MHz, CDCl,)
168.21 (CO), 162.24 (dd, J = 235 Hz, J = 12 Hz, Cf), 159.12 (dd, J =
235 Hz, , J = 12 Hz, Cf), 133.76 (CHppnn), 132.17 (Conir), 128.56 (dd, J =
4 Hz, J = 9 Hz, CB), 124.25 (C1), 123.16 (CHpnp), 110.89 (d, J = 19 Hz,
C5), 103.38 (t, J = 26 Hz, C3), 84.98 (C2°), 80.10 (C5°), 78.76 (C1°),
69.87 (C3’), 67.99 (CB), 59.96 (Ca), 38.21 (C4’), 17.30 (SiCHCHs),
13.37, 13.00, 12.80, 12.50 (SiCHCHs)

m/z 679,5 ([M+NH.]")
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1°-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(8-N-phthalimidoethyl)-B8-D-ribofuranose
93

C21 H1gF2NOe [41 9,38 g/mol]

1,5 g 3,5°-0 -(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)- 1° -desoxy- 1'-(2,4 — difluor-
phenyl)- 2°- O-(B-N-phthalimidoethyl)-B-D-ribofuranose 85 (2,27mmol) wurden in abs.
THF geldst. Zu der Lésung wurden langsam 4,76ml Tetrabutylammoniumfluorid-
Losung (4,76mmol; 2,1eq; 1M in THF) zugetropft. Die Reaktionslésung wurde 20 Min.
bei Raumtemperatur geruhrt und anschlieBend im Membranpumpenvakuum
eingeengt. Der Olige Rickstand wurde mittels Saulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH
98:2 —» CH,CI,/MeOH 9:1) aufgereinigt. Das Produkt 93 wurde als weiller Schaum

erhalten.
Ausbeute: 0,939 (2,22mmol; 98%)
DC: R¢ = 0,4 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCls)
7.80 (M, 4H, Hop), 7.52 (q, 1H, J = 6.8 Hz, J13 = 15.4 Hz, H6), 6.88 (dt,
1H, J = 2.4 Hz, J15 = 8.5 Hz, H5), 6.80 (dt, 1H, J = 1.3 Hz, J13 = 9.5 Hz,
H3), 4.89 (d, 1H, J:1, = 5.65 Hz, H1"), 4.83 (m, 2H, 3"-OH, 5°-OH), 4.01
(@, 1H, J1» = 5.2 Hz, J13 = 4.9 Hz, H2’), 3.85 (m, 1H, -BCH-), 3.75 (m,
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2H, H3', -aCH-), 3.69-3.55 (m, 4H, -aCHx-, -BCH»-, H4", H5"), 3.52 (m,
1H, H5")

BC-NMR: & [ppm] (101MHz, DMSO-ds)
167.76 (CO), 161.0 (dd, Cr), 158.80 (dd, Cf), 134.29 (CHnr), 131.55
(Conin), 129.38 (dd, J = 4 Hz, J = 6 Hz, C6), 123.83 (C1), 123.72 (CH,nt),
111.26 (d, J = 21 Hz, C5), 103.21 (t, J = 26 Hz, C3), 85.14 (C4'), 85.11
(C3’), 74.93 (C1°), 69.62 (C2’), 66.46 (CB), 61.41 (C5°), 37.55 (Ca),
17.29 (SICHCH3), 13.64, 13.54, 12.97, 12.60 (SiCHCHs)

ESI(+)-MS:  m/z 420,0 ([M+H]")

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1°-(2,4-difluorphenyl)-2"-O-(8-
N-phthalimidoethyl)-8-D-ribofuranose 94

DMTrO F

@)
O
e
O

CazH3sF2NOg [720,73 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt.
0,93g 1’-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(3-N-phthalimidoethyl)-B-D-ribofuranose
93 (2,2 mmol) wurden in 14ml abs. Pyridin gelost. Nach Zugabe von 0,5ml
Triethylamin (3,6 mmol) und 0,86g 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (2,7mmol;
1,2eq) wurde die Reaktionslosung 3 Std. bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion

wurde durch die Zugabe von wenigen Millilitern Methanol gestoppt. Nach Einengen
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der Lésung am Rotationsverdampfer und Coevaporation mit Toluol wurde das
Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 98:2— CH,Cl,/MeOH 95:5)

aufgereinigt. Das Produkt 94 wurde als weiler Schaum erhalten.

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

ESI(+)-MS:

1,20g (1,66mmol; 75%)
Rf = 0,85 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

8 [ppm] (400MHz, CDCl5)

7.75 (m, 2H, Hunn), 7.60 (m, 2H, Huni), 7.50 (q, 1H, H6), 7.35 (m, 3H,
Harom), 7.3-7.05 (m, 7H, Harom), 6.95 (t, 1H, H3), 6.70 (m, 3H, Harom), 6.58
(m, 1H, H5), 5.06 (s, 1H, H1"), 4.05-3.93 (m, 3H, H2",-CH.-), 3.90-3.79
(m, 3H, H3",-CH>-), 3.67 (s, 6H, OMe), 3.59 (m, 1H, H4"), 3.35 (m, 1H,
H5), 3.24 (m, 1H, H5"")

8 [ppm] (101MHz, DMSO-ds)

168.74 (CO), 159.03, 158.97 (Cf), 135.04 (CHpmn), 132.30 (Conn),
128.55, 128.49, 128.40 (Carom.), 123.62 (CHpn), 113.85 (t, J = 27 Hz,
C3), 76.11 (C1°), 70.27 (C2°), 66.92 (CP), 63.96 (C5°), 55.36 (C4"),
51.62 (C3"), 37.67 (Ca), 17.07 (OMe)

miz 7442 (M+Na]")
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3°-0-(2-Cyanethoxydiisopropylphosphin)-5°-0-(4,4" -dimethoxy-
triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-2°-O-(B8-phthalimidoethyl)-8-

D-ribofuranose 95

F
DMTrO F
O
@)
/k HO O\/\N
N-R’

4< O

¢y ©

C51H54F2N309P [921 ,96 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. Zu
einer Lésung von 0,6g 5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(2,4-
difluorphenyl)-2°-O-(3-N-phthalimidoethyl)-B8-D-ribofuranose 94 (0,83mmol) in 34ml
abs. Acetonitril wurden 1,05ml sym. Collidin (8,0mmol) und 34ul 1-Methylimidazol
(0,42mmol) getropft. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhlt und 0,31ml 2-
Cyanethyldiisopropylchlorphosphoramidit (1.39mmol; 1,7eq) wurden langsam zu-
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 40 Minuten bei 0°C geruhrt und durch
Zugabe von ges. wassriger NaHCO;-Losung gestoppt. Die Reaktionslésung wurde mit
Dichlormethan mehrfach extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden
gewaschen, uber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte durch praparative Dinnschichtchromatographie
am Chromatotron mit dem Elutionsmittel CH,Cl,/Methanol 98:2. Das Produkt 95 wurde

als weilRer Schaum erhalten.
Ausbeute:  0,40g (0,44mmol; 53%)

DC: Rt = 0,79 (CH.Cl,/MeOH 98:2)
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"H-NMR:

3P_NMR:

ESI(+)-MS:

8 [ppm] (400MHz, CDCl3)
7.80 (M, 2H, Hpp), 7.71 (M, 2H, Hons), 7.50 (q, 1H, H6), 7.52-7.17 (m,
6H, Harom), 6.82 (M, 7H, Harom), 6.62 (dt, 1H, J = 2.0 Hz, J13 = 8.4 Hz,
H3), 6.36 (dt, 1H, J = 0.7 Hz, J15 = 10.4 Hz, H5), 5.09 (d, 1H, J = 6.7 Hz,
H1%), 4.22 (m, 2H, H2", H3"), 4.0-3.87 (m, 3H, H4",-CH,-), 3.85 (m, 2H, -
CH), 3.79 (s, 3H, OMe), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.75 (m, 2H, -
OCH,CH,CN-), 3.40 (m, 1H, H5°), 3.24 (m, 1H, H5™"), 2.31 (t, 2H, J =
6.6 Hz, -OCH,CH,CN), 1.13 (m, 7H, iPr), 0.98 (m, 7H, iPr)

8 [ppm] (400MHz, CDCls)
150.81, 150.51; Verhéltnis 1:2,4

miz 922,8 (M+HJ")

1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B8-D- ribofuranose-5"-

triphosphat 96
F

N
0O 0O O

I S

© O// \O/ \\O/ \\O N F
0 O O o
OH OH

[C12H15F2N2013P3]* [527,23 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefihrt. 0,59

1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 8 (1,78mmol) wurden

in 10ml Trimethylphosphat gelost. Die Reaktionsldsung wurde auf 0°C abgekuhlt. Es

erfolgte die Zugabe von 0,62g 1,8-Bis-(dimethylamino)-naphthalin und 210pl

Phosphoroxychlorid. Anschliefiend wurde die Reaktion zwei Stunden bei 0°C gerihrt.

Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde ein Gemisch aus 2,97ml Tributylamin und
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9,72ml einer 0,5M Tributylammonium-pyrophosphat Lésung zugetropft, welches vor
der Zugabe gut vermischt wurde. Die Reaktionslosung wurde eine Minute bei
Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde mit 81ml einer 1M Tributylammonium-
bicarbonat-Lésung (pH7,5) gestoppt und die Loésung wurde 20 Minuten bei
Raumtemperatur gerthrt. Durch Zugabe von Methylenchlorid wurde das Triphosphat
ausgefallt und nach Abfiltrieren an der Lyophille getrocknet. Die Aufreinigung erfolgte
nach der in Kapitel 10 beschriebenen Prozedur zunachst tber FPLC und anschlieRend
Uber Anionenaustauscher-HPLC. Aufgrund der zahlreichen Trennschritte wurde die

Gesamtausbeute an Produkt nicht bestimmt.

¥'IP.NMR: & [ppm] (400MHz, CDCl5)
-9.57,-10.01 (m, 2P, o-P, y-P), -21.95 (m, 1P, B-P)

ESI(+)-MS:  m/z 525,0 ([M+2H]")

1"-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)-B8-D-ribofuranose-5"-triphosphat 97

F
7 9 9
P _P_ _R
%7 o o7 \Bo F
O@ OG) o o)
OHOH

[C11H11F2043P3]* [487,24 g/mol]

Die Reaktion wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuhrt. 0,59
1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-$-D-ribofuranose 8 (1,78mmol) wurden
in 13ml Trimethylphosphat gel6st. Die Reaktionslésung wurde auf 0°C abgekuhlt. Es
erfolgte die Zugabe von 0,65g 1,8-Bis-(dimethylamino)-naphthalin und 210pl
Phosphoroxychlorid. Anschlie3iend wurde die Reaktion zwei Stunden bei 0°C geruhrt.

Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde ein Gemisch aus 2,97ml Tributylamin und
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9,72ml einer 0,5M Tributylammonium-pyrophosphat Lésung zugetropft, welches vor
der Zugabe gut vermischt wurde. Die Reaktionslosung wurde eine Minute bei
Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde mit 81ml einer 1M Tributylammonium-
bicarbonat-Lésung (pH7,5) gestoppt und die Loésung wurde 20 Minuten bei
Raumtemperatur gerthrt. Durch Zugabe von Methylenchlorid wurde das Triphosphat
ausgefallt und nach Abfiltrieren an der Lyophille getrocknet. Die Aufreinigung erfolgte
nach der in Kapitel 10 beschriebenen Prozedur zunachst tber FPLC und anschlieRend
Uber Anionenaustauscher-HPLC. Aufgrund der zahlreichen Trennschritte wurde die

Gesamtausbeute an Produkt nicht bestimmt.

*'P-NMR: & [ppm] (400MHz, CDCl3)
-9.57,-10.01 (m, 2P, a-P, y-P), -21.95 (m, 1P, B-P)

ESI(-)-MS: m/z 485,0 ([M-2H])



Experimenteller Teil 279

12.3 Oligonucleotidsynthese und enzymatische Assays

12.3.1 Eingesetzte Pufferlésungen

Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie (HPLC)
1) Anionenaustauscher-HPLC (RNA-Aufreinigung)

Puffer A: DEPC-Wasser (pH 8,0)

Puffer B: 1M LiCl-Lésung; es wurden 42,39 g LiCl (1,0 mol) in 1000 ml DEPC-
Wasser gel6st und mit LiOH oder HCI auf pH 8,0 eingestellt.

2) "Reversed Phase"-HPLC (DNA-Aufreinigung)

0,1 M TEAA-Puffer: 140 ml (1,0 mol) Triethylamin wurden unter Eiskihlung mit 600 ml
deionisiertem Wasser und 58 ml Essigsaure versetzt. Anschlielend wurde mit
deionisiertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1000 ml aufgefillt, der pH-Wert
Uberpruft und mit Essigsaure oder Triethylamin auf pH 7,0 eingestellt. Die so erhaltene

Stammldsung wurde vor Gebrauch 1:10 verdinnt und der pH-Wert tGberpruft.

UV/VIS-Spektroskopie

Phosphatpuffer: 100 ml des Natriumphosphatpuffers wurden durch Lésen von 207 mg
di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat (0,577 mmol), 66 mg Natriumdihydrogen-
phosphat (0,423 mmol) und 818 mg Natriumchlorid (14,0 mmol) in 100 ml DEPC-
Wasser hergestellt. Der pH-Wert wurde mit HCI oder NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

DEPC-Wasser

1 ml Diethylpyrocarbonat wurde zu 1000 ml deionisiertem Wasser gegeben und fir
12h stehen gelassen. Die Losung wurde danach 60 min bei 121°C autoklaviert und
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur mit ges., wassriger steriler LiOH-L6sung auf pH

8,0 eingestellt
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Circular-Dichroismus-Spektroskopie

Zur Aufnahme der CD-Spektren der RNA 12mere wurde derselbe Puffer verwendet

wie fur die UV/VIS-spektroskopischen Messungen.

Ribozym katalysierte Spaltungsreaktionen

Zur Durchfilhrung der Ribozym katalysierten Spaltungen wurde ein Mg**-haltiger
Pufffer verwendet. Der 5x-Puffer setzte sich wie folgt zusammen: 50 mM TRIS-HCI,
pH 8, 10 mM MgCl,, 0,01% SDS. Zur Reaktion wurden bei 10 pyl Reaktionsvolumen 2
ul des Puffers pipettiert.

Stopp-Puffer

Zum Beenden der Ribozym katalysierten Spaltungsreaktionen wurde ein Stopp-Puffer

aus Formamid mit 0,1% Dextranblau verwendet.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Boratpuffer (TBE): 54,5 g Tris, 27,5 g Borsaure und 3,7 g EDTA-Dinatriumsalz wurden
in einem Liter DEPC-Wasser gelost. Zur Verwendung als Laufpuffer (1xTBE) wurde

die Losung 1:5 verdinnt.

Reverse Transkriptase-Assay

Die Reverse Transkription wurde in 1x "First Strand"-Puffer durchgefiuhrt, welcher aus
50 mM Tris-HCL (pH 8,3), 75mM KCI und 3 mM MgCl; besteht.
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Transkriptionspuffer

Der verwendete 5x Transkriptionspuffer wurde mit der T7 RNA Polymerase von
Promega geliefert. Der Puffer setzt sich aus folgenden Kompnenten zusammen: 400
mM HEPES-KOH (pH 7,5), 120 mM MgCl;, 10 mM Spermidin, 200 mM DTT.

Ladungspuffer

Der RNA-Ladungspuffer fur die Polyacrylamid-Gelelektrophorese besteht aus
folgenden Komponenten: 50% Glycerol, 1mM EDTA, 0,4% Bromphenolblau und
1mg/ml Ethidiumbromid

12.3.2 Synthese, Aufreinigung und Analytik der Oligonucleotide

Die Festphasensynthese der Oligonucleotide wurde wie in Kapitel 7 beschrieben
durchgefiihrt. Wahrend die RNA-Oligonucleotide DMTr-off synthetisiert wurden, wurde
bei der DNA-Synthese die terminale Trityl-Schutzgruppe nicht abgespalten.

Aufreinigung der RNA-Oligonucleotide

Als praparative Saule wurde eine Dionex NucleoPac™ PA100 Saule (250 x 9 mm) mit
einer Flussrate von 5 ml/min. benutzt. Es wurden lineare Gradienten verwendet (Puffer
A: DEPC-Wasser (pH 8,0); Puffer B: 1 M LiCl (pH 8,0)). Die Gradienten wurden so
gewahlt, dass das Oligoribonucleotid jeweils nach ca. 15-20 Minuten von der Saule
eluiert wurde. Ldste sich das Oligonucleotid nicht vollstandig in DEPC-Wasser, wurden
einige Tropfen 1-Methyl-2-pyrrolidinon zugegeben. Die UV-Detektion erfolgte bei einer
Wellenlange von 260 nm. Die Entsalzung der Proben fand wie in Kapitel 7.1 und

Kapitel 9.1 beschrieben statt.
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Verwendete Gradienten:

fur die RNA 12mere: 0-70% Puffer B in A in 40 Min.
fur Cy5-gelabelte Substrate: 0-60% Puffer B in A in 35 Min.
fur Hammerhead-Ribozyme: 0-100% Puffer B in A in 35 Min.

Aufreinigung der DNA-Oligonucleotide

Die entschutzten Roholigonucleotide wurden mittels semipraparativer RP-HPLC
aufgereinigt. Hierzu wurde eine DMTr-spezifische POROS-R3 Saule der Firma
PerSeptive Biosystems eingesetzt. Die nach der Filtration erhaltenen Ldsungen
konnten dabei direkt auf die Saule aufgegeben werden. Es wurde jeweils ein linearer
Gradient von 0-60% Acetonitril in TEAA-Puffer (pH 7,0) in 10 Minuten bei einer
Flussrate von 5 ml/min verwendet. Die Detektion erfolgte jeweils bei einer Wellenlange
von A=260 nm. AnschlieBend wurden die Losungsmittel im Vakuum bei
Raumtemperatur an einer SpeedVac Anlage abdestilliert. Die DMTr-Schutzgruppe
wurde bei Raumtemperatur durch Zugabe von 500 pl 80%iger Essigsaure
abgespalten. Nach 30 mindtiger Inkubation wurde die Essigsaure im Vakuum
abgezogen (SpeedVac). Die Abtrennung der abgespaltenen DMTr-Gruppe erfolgte
mittels Fallung. Daflr wurde das Oligonucleotid in 1 ml 10 M Ammoniumacetat-Lésung
gelést und durch Zugabe von 3 ml Ethanol geféallt. Die Fallung wurde durch
zweistlindiges Kuhlen auf —80°C vervollstandigt. Das ausgefallene Produkt wurde in
einer Kihlzentrifuge bei 12500 rpm innerhalb von 10 min pelletiert und der Uberstand

vorsichtig dekantiert.

OD-Bestimmung

Das aufgereinigte und entsalzte Oligonucleotid wurde in 1ml dest. DEPC-Wasser
gelést. Es wurden 10 pl entnommen und in einer 10 mm Quarzkivette mit dest.
Wasser (Wasser mit DEPC behandelt) auf 1000 yl aufgefullt. Die Extinktion (engl.:
absorbance) oder optische Dichte wurde bei 260 nm gemessen. Der am Gerat
angezeigte Wert wurde mit dem Verdlinnungsfaktor 100 multipliziert. Das Ergebnis ist

die Ausbeute in OD»gp-Einheiten. Diese lasst sich mittels des molaren Extinktions-
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koeffizienten ¢ in die Konzentration umrechnen. Der molare Extinktionskoeffizient von
Oligonucleotiden kann aus den bekannten Extinktionskoeffizienten der einzelnen

Nucleotide bestimmt werden.

Eine exakte Methode zur Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten
berticksichtigt die Wechselwirkung der Chromophore mit ihren nachsten Nachbarn
(Puglisi, 1989; Gray, 1995). Diese bewirkt, dass der Extinktionskoeffizient eines
Dinucleotids nicht der Summe der Einzelnucleotide entspricht. Der
Extinktionskoeffizient ergibt sich aus zweimal der Summe aller im Oligonucleotid
vorkommenden Dimere minus der Summe aller Mononucleotide, ohne die beiden

endstandigen Nucleotide.

Die Konzentration der Oligonucleotid-L6sung kann somit aus dem Lambert-
Beerschen-Gesetz mittels der gemessenen OD-Zahl, der Schichtdicke d und des

berechneten Extinktionskoeffienten ¢ berechnet werden:
c~= ODzeo le*d

Da die Extinktionskoeffizienten fur die fluorierten Purin- und Pyrimidin-analogen
Bausteine nicht bestimmt wurden, wurde in diesen Fallen mit den Werten fur Guanosin

bzw. Uridin gerechnet.

Massenspektrometrie: MALDI-TOF MS

Diese Methode wurde fast zeitgleich von Karas und Hillenkamp sowie Tanaka
eingeflhrt (Karas, 1988; Tanaka, 1988). Bei dieser Methode wird das Oligonucleotid
mit einer Matrix, die im 10* fachen Uberschuss vorliegt, cokristallisiert und
anschlielend mit einem IR- oder UV-Laserpuls im Hochvakuum des Spektrometers
beschossen. Haufig verwendete Matrixsubstanzen flr Stickstofflaser mit einer
Wellenlange von 337 nm sind 2,4,6-Trihydroxyacetophenon oder 3-Hydroxy-
picolinsaure. Als gepulste Desorptions-/lonisationsmethode wird MALDI haufig mit
einem Flugzeit-Massenspektrometer (TOF: time of flight) kombiniert, in dem alle lonen
in einem elektrischen Feld mit der gleichen Energie beschleunigt und gemaf ihres
Masse-/Ladungsverhaltnisses zeitgleich aufgetrennt werden. Diese Methode ist

gegenuber der ESI-Massenspektrometrie  weniger empfindlich  gegenlber
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angelagerten Salzen. Die in dieser Arbeit aufgenommenen Spektren wurden mit Matrix
unterstutzter Laserdesorption-/lonisation- Massenspektrometrie (MALDI) auf einem
Flugzeitmassenspektrometer (VG Tofspec) der Firma Fisons entweder im linearen

oder im Reflectronmodus gemessen.

Die gemessenen Massen der Oligonucleotide sind in folgender Tabelle aufgefihrt
(Tabelle 16). Die gefundenen Massen stimmten im Allgemeinen sehr gut mit den
berechneten Massen Uberein. Bei den Cy5-markierten Substraten S8 und S13 ist
wahrend der Messung der Fluoreszenzfarbstoff abgespalten worden. Da am PA-Gele
im ALF-Express-System die Substrate einwandfrei detektiert wurden, war die

Abspaltung des Cy5 messtechnisch bedingt.

Tabelle 16: Ubersicht der berechneten sowie durch MALDI-TOF-MS gemessenen Molekiil-

massen der synthetisierten Oligonucleotide; Salzaddukte: * = Na*, # = NH,"

Oligonucleotid Masse (Exp.) Masse (ber.)
S1 3609,58 3609,11
S2 3691,55 3691,45
S3 3673,37" 3654,19
S4 3937,33 3936,52
S5 3949,88 3912,50
S6 3949,40 3952,55
S7 3909,64 3913,51
S8 6477,00 6895,00
R1 11903,00 11895,22
R2 11921,37 11914,21
R3 11897,00" 11882,34
R4 11939,00* 11916,22
R5 11938,57" 11910,00




Experimenteller Teil

285

Oligonucleotid

Masse (Exp.)

Masse (ber.)

R6 9922,75 9919,07
R7 10492,34 10493,35
R8 8619,26 8618,27
R9 10222,93 10225,24
S9 4956,10* 4935,04

$10 5929,76" 5914,64

R10 10286,71 10287,30

R11 10248,53 10250,04

s11 5960,10* 5937,67

$12 5931,93" 5913,64

$13 5441,78 5953,67

815 6273,43" 6254,77

$16 9367,25 9366,80

S19 6585,43" 6567,99

$17 9369,86 9368,81

S18 9406,01 9408,83

S20 5135,04 5137,44
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12.3.3 UV/VIS-Spektroskopie der Oligonucleotide

Die UV-Schmelzkurven wurden in einem Zweistrahl UV-/VIS-Spektralphotometer Cary
1 der Firma Varian mit Peltier-gesteuertem, thermostatisierbarem Kuvettenhalter
gemessen. Als Puffer diente ein Phosphat-Puffer der Zusammensetzung 140 mM
Natriumchlorid, 10 mM Dinatriumhydrogenphosphat und 10 mM Natriumdihydrogen-
phosphat. Das verwendete Wasser war mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) vorbehandelt.
Dazu wurde eine 0,1 %ige Losung angesetzt, Uber Nacht bei RT stehen gelassen und
anschliefend 60 Minuten autoklaviert. Zur Messung wurde eine Referenzkuvette der
Schichtdicke 1 cm mit 1 ml des Puffers geflllt und in den Referenzstrahl gestellt. Die
Probenkuvette gleicher Schichtdicke wurde mit dem gleichen Puffer beflllt und nach
Einbringen in den Strahlengang wurde ein Nullabgleich bei 350 nm durchgefuhrt. Nun
wurde eine Konzentration von je 2 uM der beiden Strange, die den Duplex bilden in die
Probenklvette pipettiert. Vor Beginn der Messung wurden die Kuvetten mit Teflon-
Deckeln fest verschlossen, um ein Verdampfen des Ldsungsmittels wahrend der
Messung zu verhindern. Die Messung begann mit einer Denaturierung. Dazu wurden
die Kuvetten fur 10 Min. auf 80°C erhitzt und anschlieRend mit 5°C/Min. renaturiert. Es
wurde auf die Starttemperatur (5°C bzw. 10°C) abgekuihlt und die Temperatur fur 10
Minuten gehalten. Die nun folgende Aufnahme der Schmelzkurve bei 260 nm
(Nullabgleich ebenfalls bei 260 nm) wurde mit einer Heizrate von 0,5°C/min.
durchgefuhrt. Alle 30 Sekunden wurde ein Datenpunkt registriert. Als Temperatur
wurde die Temperatur des Probenblocks des Spektrometers angegeben. Nach
beendeter Messung wurden die Daten automatisch aufgezeichnet und die Probe auf
20°C abgekuhlt. Alle Messungen wurden mindestens als Dreifachbestimmungen
durchgefuhrt. Fur alle Messungen unterhalb 20°C wurde die Kivettenkammer mit
Stickstoff gespult, um Kondensation der Luftfeuchtigkeit auf den Kivettenoberflachen

ZU vermeiden.

12.3.4 CD-Spektroskopie der Oligonucleotide

Die CD-Spektren wurden mit einem JASCO J-710 Spektropolarimeter aufgenommen,

das mit einem thermostatisierten (Neslab RTE-100) Kuvettenhalter ausgerustet war.
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Dazu wurde jeweils 1/5 der Probe, die zuvor in der UV-Spektroskopie untersucht
worden war, eingesetzt. Zur Messung der Wellenlangen abhangigen Spektren wurden
jeweils funf Spektren im Bereich von 350 nm bis 210 nm akkumuliert. Folgende
Gerateeinstellungen wurden verwendet: Auflosung 0,2 nm, Abtastgeschwindigkeit
("scan speed") 50 nm/min., "response” 1 Sek. und Bandweite 1,0 nm. Von den so
aufgenommenen Spektren wurde immer das bei gleicher Temperatur registrierte
Spektrum des Puffers subtrahiert. Anschliefend wurden die erhaltenen Kurven per

Software geglattet ("noise reduction").

12.3.5 Analysen am ALF Express® DNA Sequencer

ALF Express® DNA Sequencer

Die kinetischen Analysen der Ribozym katalysierten Spaltungen wurden einem ALF™
Express System der Firma Amersham Biosciences durchgefuhrt. Die Proben wurden
auf ein 16%iges PAA-Gel (7M Harnstoff) geladen und bei 667nm detektiert. Das
Trennung der Oligonucleotide auf dem Gel erfolgte bei max. 1500V und 60mA und bei
konstant 30W bei 55°C. Das Detektionsintervall der Laserdioden betrug 2 Sek.

Basenhydrolyse

Zur Basenhydrolyse eines Cy5-markierten RNA-Stranges wurden 2ng des
Oligonucleotids in 4ul DEPC-H,O gelést. Nach Zugabe von 400ul 200mM Na,COs-
Losung (pH11) wurde die Reaktionslésung 10 Minuten bei 95°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 2ul 1M Essigsaure gestoppt und mit

Formamid/Dextranblau versetzt.
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12.3.6  Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase-Assay

Zur Synthese des modifizierten Transkripts wurden zunachst 100ug/ml des
Promoter/Templat-Komplex verwendet. Als Puffersystem diente 80 mM HEPES-KOH
(pH 7,5) mit 12 mM MgCl, und in Anwesenheit von 2 mM Spermidin. Die
Konzentration an Ribotriphosphat betragt jeweils 3 mM. Nach zweistindiger
Inkubation bei 37°C wurde die Polymerase-Reaktion durch Zugabe von Formamid

gestoppt.

RNAseH-Verdau

Zum Nachweis des DNA-RNA-Hybrids, welches bei der Transkritpion mit T7 RNA
Polymerase entstanden ist, wurde mit 10 pl des Transkriptionsansatzes ein RNAseH-
Verdau durchgefiihrt. Die RNAse H wurde 1:10 im Enzympuffer verdinnt. Der
enzymatische Verdau des Transkripts wurde mit 1 U bzw. 5 U RNAse H durchgefuhrt.
Die Reaktionen wurden nach 30 bzw. 60 Minuten durch Zugabe von Formamid

gestoppt.

Analytisches PA-Gel

Die analytischen Gele wurden aus einer 40%igen Acrylamid-Stammlésung, 5xTBE-
Puffer, Harnstoff und DEPC-H,O hergestellt. Mit dieser Zusammensetzung erhielt man
16%ige Polyacrylamid-Gele. Nach vollstandigem Lésen des Harnstoffes wurde die
Polymerisation durch Zugabe von TEMED und einer 10%igen, wassrigen APS-LAsung
gestartet. Die Losung wurde sofort blasenfrei zwischen zwei 10x10 cm grol3e, sterile
Glasplatten gegossen. Nach Auftragung der Proben lief das Gel bei 250V und 6A mit

einer Laufzeit von einer Stunde in 1xTBE-Puffer.
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. Boratpuffer (TBE): 54,5g Tris, 27,59 Borsaure und 3,7g EDTA-Dinatriumsalz
wurden in einem Liter DEPC-Wasser gelost. Zur Verwendung als Laufpuffer
(1xTBE) wurde die Lésung 1:5 verdinnt.

. 40% Acrylamid-Stammlésung: 400 g Acrylamid und 20 g N,N’-Methylen-bis-

acrylamid wurden in 580 ml bidest. Wasser gelost.

Die Banden der Oilgonucleotide kdnnen mittels Silberfarbung sichtbar gemacht. Dabei
wurde das Gel fur 10 min in einer 20%igen Trichloressigsaure-Lésung geschwenkt
und anschlieRend zweimal fur je 5 min mit Wasser gewaschen. AnschlieRend wurde
das Gel mit einer 0,1%igen Silbernitratlésung fur ca. 20 min behandelt, mit Wasser
das Silbernitrat ausgewaschen und mit einer Entwickler-Losung (3% Na,COs3, 64 pl
37%iges Formaldehyd in 125 ml Wasser) bis zur gewunschten Schwarzfarbung der
Banden entwickelt. Die Farbung wurde durch Einlegen des Gels in 1%ige Essigsaure
gestoppt. Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser wurde das Gel in Folie

eingewickelt.
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14.1 Abkirzungsverzeichnis
A
A Adenosin
A Angstrém
abs. absolut
Ac Acetyl
ACN Acetonitril
ADA Adenosine Deaminase Defizienz
AIDS acquired immune defiency syndrome
allg. allgemein
anorg. anorganisch
AS Aminosaure
ATP Adenosin-5’-triphosphat
B
bs breites Singulett
Bp Basenpaar
BSA N, O-Bis(trimethylsilyl)acetamid
C
°C Grad Celsius
C Aktivkohle
C Cytosin
C. elegans Caenorhabditis elegans
ca. circa
CCR5 Chemokine Rezeptor 5
CD Circular Dichroismus
CD cluster of differentiation
YAV} Cytomegalie-Virus
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D
d

D. melano-
gaster
d.h.
DC
demin.
dest.
DMAP
DMTr
DNA
dNTP
dsRNA
DTT

E

[E]

E

E. coli

EA

EDTA
ESI(-)-MS
ESI(+)-MS

et al.

Fa.
FC
FDA
FPLC

Duplett

Drosophila melanogaster

das heil3t

Dunnschichtchromatographie

demineralisiert

destilliert

N,N’-Dimethylaminopyridin

4, 4’-Dimethoxytriphenylmethyl
Desoxyribonucleinsaure

Naturliches 2-Desoxynucleosid-5"-Triphosphat
doppelstrangige RNA

Dithiothreitol, "Clelands Reagenz"

Enzym- bzw. Ribozymkonzentration

Enzym

Escherichia coli

Elementaranalyse

Ethylendiamintetraacetat
Elektrospray-lonisation im negativen Modus
Elektrospray-lonisation im positiven Modus

et alii

Firma
Flash-Chromatographie
Federal Food and Drug Administration

Fast Performance Liquid Chromatographie
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ges.

HCV
HIV
HPLC
Hz

i.a.
ICAM

J [Hz]

kat.

konz.

LDA

Lsg.

LTR

Guanosin
Gramm

gesattigt

Hepatitis C Virus

human immunodefiency virus

high performance liquid chromatography
Hertz

iso-

im allgemeinen

intracellular adhesion molecule

Kopplungskonstante in der NMR-Spektroskopie (in Hertz)

Kelvin
Assoziationskonstante
katalytisch

konzentriert

Lithiumdiisopropylamid
Lésung
laut

long terminal repeat
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M

m.t. multiple turnover

max. maximal

Me Methyl

MeOH Methanol

Min. Minuten

mM millimolar

MmRNA messenger (Boten-)RNA
N

n

NCR non coding region

neg. negativ

nm Nanometer

NMR

nt Nucleotid

o

o.a. oder ahnliches

org. Organisch

P

p.a. pro analysi

PAA-Gel Polyacrylamidgel

PAC Phenoxyacetyl-

PCR Polymerase-Kettenreaktion
pDC praparative Dunnschicht-chromatographie
pH potentia hydrogenii

PKC Proteinkinase C

polyA polyAdenosin

poSs. positiv

PP; anorg. Pyrophosphat

prap. praparativ
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Py Pyridin
Q
q Quartett
R
R¢ Retentionsfaktor
RNA Ribonucleinsaure
RNAI RNA Interferenz
RNAse Ribonuclease
RP reversed phase
RT Raumtemperatur
RTI Reverse Transkriptase-Inhibitor
S
[S]o Anfangskonzentration an Substrat
s Singulett
S. siehe
s.t. single turnover
Sek. Sekunde
siRNA small interfering RNA
s0g. sogenannt
Std. Stunden
T
T Thymidin
T Temperatur
t Triplett
TAC tert.-Butylphenoxy-acetylchlorid
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid-Lésung
TBDMS tert.-Butyldimethylsilyl
TCA Trichloressigsaure
TEAA Triethylammoniumacetat-Puffer



Anhang 327

TEAB Triethylammoniumbicarbonat-Pufffer
techn. technisch

tert. tertiar

THF Tetrahydrofuran

Tm Schmelztemperatur

Tm-Wert Schmelzpunkt eines Oligonucleotidduplexes [°C]
TOM Triisopropyloxymethyl

tRNA Transfer-RNA

U

MM micromolar

U Uridin

u.a. unter anderem

\'}

VEGF vascular endothelial growth factor
val. vergleiche

VS Varkud Satellit RNA

W

Wassr. wassrig

Z

z. B. zum Beispiel



328

Anhang

14.2

Publikationen

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "Synthesis of 2"-Aminoalkyl Substituted Fluorinated
Nucleobases and the Kinetic Properties of Chemically Modified Hammerhead
Ribozymes" ChemBioChem 2004, 5 (5), 707-716

Klopffer, A. E., Scheffer, U., Gobel, M., Engels, J. W. "Evaluation of fluorinated
nucleoside-5"-triphosphates as universal bases in polymerase reactions" 2004, in

preparation

Klopffer, A. E., Scheffer, U., Gobel, M., Engels, J. W. "The synthesis of fluor-
inated, nucleoside-5"-triphosphates" Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids

2004, in preparation

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "The Effect of Universal Fluorinated Nucleobases on
the Catalytic Activity of Ribozymes" Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids
2003, 22 (5-8), 1347-1350

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "Universal Fluorinated Nucleobases: Their Effect on
the Catalytic Activity of Ribozymes" Collection Symposium Series 2002, 5, 348-
351

Vortrage

[1]

[2]

"The Development of Highly Efficient and Chemically Modified Hammerhead Ribozymes"
XII Symposium on the Chemistry of Nucleic Acid Components, 03-08.09.2002, Spindleruv
Mlyn, Tschechische Republik.

"Universal Fluorinated Nucleobases: Their Effect on the Catalytic Activity of Ribozymes"
European Science Foundation (ESF), Workshop “Impact of Nucleic Acid Chemistry on
Gene Function Analysis”, 4-6.04.2002, St. Goar, Deutschland.



Anhang 329

[3]

"Ribozym katalysierte Spaltungen von RNA unter Einsatz universeller, Fluor modifizierter
Nucleo-basen" Stipendiaten-Treffen des Fonds der Chemischen Industrie (FCI),
28.09.2001, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland.

[4] "Wirkstoffdesign — vom Moleklil zum Arzneimittel" Vortragsreihe der Max Planck-

Gesellschaft, Vortrag am Lessing-Gymnasium, 11.02.2003, Frankfurt a.M., Deutschland.b

Poster

[1]

(2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

Klopffer, A. E., Scheffer, U., Goébel, M., Engels, J. W. "Evaluation of fluorinated
nucleoside-5'-tri-phosphates as universal bases in polymerase reactions" XVlth
International Roundtable Conference, 12-16.09.2004, Minneapolis, USA, submitted

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "2°-Aminoethyl Modified Nucleosides Enable Ribozymes to
Tolerate Point Mutations" Konferenz des SFB 579: "RNA-Structure, Function and Ligand
Interaction" 30.10.-1.11. 2003, Frankfurt a.M., Deutschland.

Zivkovic, A., Klopffer, A. E., Parsch, J., Engels, J. W. "Synthesis of Fluoro Substituted
Nucleic Acid Analogues and Their Influence on Structure and Stability of RNA Duplexes"
5" Cambridge Symposium on Nucleic Acids Chemistry and Biology, 31.8.-3.9.2003,
Cambridge, UK.

Klopffer, A. E., Zivkovic, A., Parsch, J., Engels, J. W. "Fluorobenzene and -
benzimidazoles as Universal Bases and Base Pairs in RNA" Symposium "Fluorine in Life
Sciences" 6.-10.07.2003, Burgenstock, Schweiz.

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "Chemical Modifications of Hammerhead Ribozymes for
Targeting Point Mutations in the HIV Genome" 8" Annual Meeting of the RNA Society, 02.-
06.07.2003, Wien, Osterreich

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "The Influence of Chemical Modifications on the Catalytic
Activity of Ribozymes" Workshop der Aventis [i]lab Initiative "Entering an Unexplored
World: RNA Targeting", 23.-25.01.2003, Wiesbaden, Deutschland.

Klopffer, A. E., Engels, J. W. "The Development of Highly Efficient and Chemically
Modified Hammerhead Ribozymes" XVth International Roundtable “Nucleosides,

Nucleotides and their Biological Applications”, 10-14.09.2002, Leuven, Belgien



330 Anhang

[8] Klopffer, A. E., Engels, J. W. "Universal Fluorinated Nucleobases: Their Effect on the
Catalytic Activity of Ribozymes" European Science Foundation (ESF) Workshop “Impact of
Nucleic Acid Chemistry on Gene Function Analysis”, 4-6.04.2002, St. Goar, Deutschland.

[9] Klopffer, A. E., Engels, J. W. "Universal Fluorinated Nucleobases: Their Effect on the
Catalytic Activity of Ribozymes" Konferenz des SFB 579: "Ligand-RNA Interactions", 21.-
22.03.2002, Frankfurt a.M., Deutschland



Anhang

331

Curriculum Vitae

Name

Geburtsdatum / -ort

Staatsangehdrigkeit

Studium
seit Okt. 2000

Okt. 1995 — Juni 2000

Schule
1986 - 1995

1982 - 1986

Astrid Eva Klopffer

23. Dezember 1975 in Frankfurt a. M.
Osterreich

Doktorarbeit (mit Promotionsstipendium des VCI)

J. W. Goethe-Universitat Frankfurt, Institut fir Organische
Chemie und Chemische Biologie, AK Prof. Engels

Thema: "Synthese 2°-Aminoalkyl substituierter fluorierter
Nucleosidanaloga und ihr Einfluss auf die katalytische
Aktivitat von anti-HIV Hammerhead Ribozymen"

Studium der Chemie
Johann W. Goethe-Universitat Frankfurt a.M.

Vorexamen November 1997
Gesamtnote "sehr gut" (1,2)

Hauptexamen Juni 2000
Gesamtnote "sehr gut" (1,1)

Diplomarbeit Nov. 1999 - Juni 2000

Thema: "Artifizielle Nucleobasen zur selektiven Erkennung
von T-A-Basenpaar-Inversionen und ihr Einsatz in
tripelhelicalen Nucleinsauren"

St. Angela-Gymnasium, Konigstein/Ts.
Abschluss: Abitur im Juni 1995
Gesamtnote: 1,7

Karl von Ibell-Grundschule, Frankfurt a.M.



332 Anhang




Anhang 333

Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Doktorarbeit selbststandig
und nur unter Zuhilfenahme der genannten Literatur und der angegebenen Hilfsmittel

angerfertigt habe.

Frankfurt am Main, 10. August 2004

(Astrid Eva Klopffer)



