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1 Einleitung 1

1 Einlaitung

Von Mendel biszum Human Genom Proj ekt —

Meilensteine genetischer Forschung

Mit der Aufstellung der Vererbungsgesetze im Jahr 1866 legte der Augustinermdnch Gregor
Mendel (1822-1884) die Grundlage fur die systematische Erforschung des Bauplans des
Lebens. Aus umfangreichen Kreuzungsexperimenten mit Varietéten derselben Pflanzenart
konnte er Grundregeln ableiten, die die Weitergabe der Erbanlagen beschreiben (Mendel
1866).

Fast zeitgleich entdeckte der Schweizer Biochemiker Johann Friedrich Miescher (1844-
1895) in Tubingen 1869 die Desoxyribonukleinsdure (DNA). Er erkannte, dass die DNA aus
langen fadenartigen Molekilen besteht, die sich aus Phosphatresten, Zucker und
verschiedenen Nukleobasen zusammensetzen. Ferner erkannte er, dass die DNA den
Hauptbestandteil des Nukleus bildet. Der Begriff ,, Nukleinsaure® fur diese Substanzklasse
wurde allerdings erst 1889 von Richard Altman gepragt.

Wahrend die Mendelschen Gesetze die Genetik rein phdnomenologisch und nicht auf
molekularer Ebene beschreiben, war sich Miescher der Funktion der DNA nicht bewusst. Es
sollte noch fast ein ganzes Jahrhundert dauern, bis feststand, dass die DNA der Tréager der
genetischen Information ist.

Dabel waren die Chromosomen als Tréager der Erbanlagen schon 1883 von Wilhelm Roux
und August F. L. Weismann erkannt worden. Aus diesen Erkenntnissen formulierte Theodor
Boveri in der Zeit von 1902-1904 die Chromosomentheorie der Vererbung, die die
Mendelschen Gesetze zum ersten Mal auf molekularer Ebene verstandlich machten. Von der
» Ein-Gen-ein-Protein“-Hypothese, die 1941 von George W. Beadle und Edward L. Tatum
bestétigt wurde (Beadle & Tatum, 1941), war es trotzdem noch ein grof3er Schritt, den
Zusammenhang zwischen DNA und den Genen herzustellen.

Zwar wusste man durch DNA-spezifische Farbemethoden, die Robert J. W. Feulgen in den
zwanziger Jahren durchgefiihrt hat, dass DNA fast ausschliefdlich in den Chromosomen
vorkommt, den aber wohl entscheidenden Hinweis gaben die Arbeiten von Fred Griffith und
Oswald Avery. Griffith konnte 1928 mit Arbeiten an Streptococcus pneumonia zeigen, dass

durch Hitze abgetttete, pathogene Zellen zu einem kleinen Prozentsatz nicht pathogene
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Zellen in pathogene umwandeln kdnnen. Offensichtlich wurde die Erbinformation von den
abgetdteten Bakterien auf die nicht pathogenen Ubertragen. Diesen heute as Transformation
bezeichneten Vorgang hat Avery zum Anlass genommen, die biochemischen Eigenschaften
der transformierenden Substanz zu untersuchen. Er behandelte die Bakterienextrakte mit
Lipasen, Proteasen, RNasen und Saccharidasen, ohne dass die Transformation beeintréchtigt
wurde. Ausschliefdlich die DNase-Behandlung fuhrte zur Blockade der Transformation.
Dieses war der erste Hinweis, dass zumindest bei Bakterien der transformierende Faktor die
DNA ist (Avery et al., 1944).

1952 konnten dann Alfred D. Hershey und Martha Chase endgiltig nachweisen, dass die
DNA das genetische Materia ist. Sie zeigten, dass ausschliefdlich die DNA eines Phagen in
das Wirtsbakterium eindringt und die aus Proteinen aufgebaute Virushlle auf3en zurtickbleibt
(Hershey & Chase, 1952).

Nach dieser Erkenntnis sollte die Aufklérung der molekularen Struktur der DNA der néchste
Meilenstein der Molekularbiologie werden. Erwin Chargaff stellte die nach ihm benannte
Regel auf, dass sich die Mengen von Guanin und Cytosin sowie Adenin und Thymin in einem
DNA-Molekll entsprechen (Chargaff, 1951).

Schon kurze Zeit spater war bekannt, dass die einzelnen Nukleotide Uber 3°-5'-
Phosphordiesterbriicken verknipft sind (Brown & Todd, 1952). Aul3erdem war aus
Rontgenbeugungsmustern bekannt, dass die DNA eine Helixstruktur aus zwei antiparallelen
Strangen aufweist. Trotz dieser Erkenntnisse war es noch eine grof3e intellektuelle Leistung,
anhand dieser Indizien die Struktur der DNA aufzukléaren. Mit Hilfe von Modellen gelang es
James D. Watson und Francis H. C. Crick im Frihjahr 1953 am Cavendish Laboratorium in
Cambridge, die Struktur der DNA aufzukldren. Sie kamen zu dem Schluss, dass die beiden
Zucker-Phosphat-Ruckgrate auf der Aullenseite des Molekils liegen missen, wéahrend die
Purin- und Pyrimidinbasen innerhalb des Molekiils liegen. Hier stehen sich die Basen jeweils
SO gegenuber, dass eine Purinbase mit einer Pyrimidinbase Wasserstoffbriicken ausbilden
kann. Die Wasserstoffbriicken der charakteristischen A-T und C-G Basenpaare halten die
komplementéren Strange zusammen und stabilisieren die Doppelhelixstruktur (Watson &
Crick, 1953a). Fir diese Leistung wurden Watson und Crick zusammen mit Maurice Wilkins
mit dem Medizin Nobelpreis ausgezei chnet.

Durch die Komplementaritét der Strénge lassen sich nun auch die Chargaff-Regeln auf
struktureller Ebene verstehen. Sie erlauben auferdem eine plausible Erklarung fir den

Mechanismus der DNA Vervidfdtigung (Replikation). Es waren erneut Watson und Crick,
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die hierfir ein Modell vorschlugen (Watson & Crick, 1953b), das von Matthew Meselson und
Franklin W. Stahl 1958 experimentell bestatigt wurde (Meselson & Stahl, 1958). Dabel
trennen sich die in der Doppelhelix umwundenen Strange und dienen nach den Watson-Crick

Regeln der Basenpaarung as Matrize fur den Aufbau neuer Strange.

Francis Crick war es auch, der das sogenannte zentrale Dogma der Molekularbiologie
aufgestellt hat. Es beinhaltet eine gewisse Hierarchie der Biomolekile bei dem Fluss der
genetischen Information vom Gen zum Protein (Crick, 1958; Crick 1970).

DNA Strange dienen zur Speicherung von Information, wenn sie als Matrize fir
komplementdre DNA-Strange fungieren (Replikation). Um genetische Informationen in ein
Protein umzusetzen, werden komplementére Ribonukleinsduren (RNA) synthetisiert
(Transkription).

Diese als messenger-RNA (mRNA) bezeichneten Molekille tragen die Information aus
dem Zellkern in das Cytoplasma und dienen als Bauplan fur die Proteinsynthese an den
Ribosomen (Trandation). Dieses Grundprinzip der Weitergabe und des Flusses der
genetischen Information hat seine Guiltigkeit bis heute behalten (Abb. 1.1).

Replikation

DNA
ﬁ Transkription
RNA

@ Trandation

Protein

Abb.1.1 Zentrales Dogma der Molekularbiologie

Allerdings mussten mit der Zeit Erganzungen gemacht werden, so etwa die Umschreibung
genetischer Information von RNA in DNA bei der Reversen Transkription, die Bestandteil
des Lebenszyklus von Retroviren (z.B. HIV) ist.
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In jungster Zeit scheint mit der Verbreitung der spongiformen Enzephalopathien das
molekularbiol ogische Dogma verletzt oder zumindest einer Erweiterung bedirftig.

Auf der bisher vergeblichen Suche nach einem viralen Erreger, der diese Krankheiten auslost,
haben Wissenschaftler eine Prionentheorie aufgestellt. Bei Prionen handelt es sich um
infektidse Proteine, die zur Konformationsdnderung bei anderen Proteinen fuhren. Es scheint,
als seien Prionen infektiose Partikel, die sich im Wirt ohne Nukleinsdure zu replizieren
vermdgen. Auch wenn dabel nicht die Information fir die Aminosduresequenz des Prions
Ubertragen wird, sondern die Information fur dessen rdumliche Struktur, so handelt es sich

doch um einen Informationsfluss von Protein zu Protein (Edendorfer et al., 1997).

Nach der Aufklarung der DNA-Struktur und der Erforschung des genetischen
Informationsflusses stand in den folgenden Jahren die Entschlisselung des genetischen
Codes, der ,Sprache® der DNA, im Mittelpunkt des Interesses. Wesentliche Beitrdge
stammen aus den friihen 60er Jahren von H. Gobind Khorana, Robert W. Holley und Marshall
W. Nirenberg (Nirenberg et al., 1963; Khorana, 1965). Die vor allem von Khorana und seinen
Mitarbeitern  vorangetriebene  Forschung auf dem  Gebiet der  chemischen
Oligonukleotidsynthese machten es moglich, Oligonukleotide als Matrizen fur die
Proteinbiosynthese einzusetzen. Aus den jewells eingebauten Aminosauren war ein
Rickschluss auf den genetischen Code zu ziehen.

Die universellen Basiseinheiten dieses Codes sind Basentripletts, welche jeweils fir eine
Aminosaure stehen. Viele Aminosduren werden durch verschiedene Tripletts codiert, man
spricht hier von der Degenerierung des genetischen Codes. Von den 64 mdglichen
Kombinationen der drei Basen stehen 61 Kombinationen fir Aminosauren, die tbrigen stehen
fUr Stoppsignale. Als Startsignal fur die Proteinbiosynthese wirkt das Basentriplett AUG, das
aul3erdem fur die Aminosdure Methionin steht. Bemerkenswert ist, dass dieser Code von fast

allen Organismen unveréndert benutzt wird (Nirenberg, 1973).

Der stark wachsende Forschungsaufwand fuhrte sehr schnell zu immer neuen Erkenntnissen
auf dem Gebiet der Nukleinséuren. Die Entwicklung und Optimierung gentechnischer
Arbeitsmethoden vollzogen sich rasant. Durch die Entdeckung von Restriktionsenzymen
Ende der 60er Jahre wurde das Tor zur Gentechnik gedffnet. Diese Enzyme erlauben es, DNA
und RNA an spezifischen Restriktionsschnittstellen zu schneiden. Andere Enzyme kénnen
Strange miteinander verkniipfen oder Phosphatgruppen an das Ende von Strangen anfligen. So

sind heute die Isolation von Nukleinsduren aus Organismen, das Schneiden und Einfligen von



1 Einleitung 5

synthetisierten Abschnitten, das Wiederverbinden und Zurickibertragen in die Zelle in
Laboratorien zur Routine geworden.

Ein wichtiger Fortschritt in der Nukleinsduretechnik war die Entwicklung der
Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction, PCR) durch Kary Mullis, die die
Vervielfdtigung von DNA- und RNA-Molekilen erlaubt (Saiki et al., 1985). Mit Hilfe von
Enzymen (Polymerasen) wird ein vorhandener DNA-Strang mehrfach kopiert. Diese Technik
findet heute weite Verbreitung und Anwendung auf vielen Gebieten vor alem in der
medizinischen Diagnostik sowie Forensik, wo minimalste Spuren von DNA -theoretisch
reicht ein Molekil- nach Verviefatigung durch PCR identifiziert und zur Uberfilhrung eines

Téters genutzt werden konnen.

1977 schafften Allan M. Maxam und Walter Gilbert den Durchbruch auf dem Gebiet der
chemischen Sequenzierung von DNA Strangen (Maxam & Gilbert, 1977). Im gleichen Jahr
stellte Frederick Sanger mit der Didesoxymethode ein enzymatisches Sequenzierungs-
Verfahren vor.

Dabel wird ausgehend von einem als Matrize dienenden DNA Strang durch eine DNA-
Polymerase ein neuer Strang aufgebaut. Zusétzlich zu den von der Polymerase bendtigten
Triphosphaten der Nukleoside sind auch in geringen Mengen 2,3 -Didesoxynucleosid-
Triphosphate zugesetzt. Der Einbau eines solchen Nukleosids fuhrt zu einem Kettenabbruch
an dieser Stelle, da diesem die 3"-Hydroxylgruppe fir eine weitere Kettenverlangerung fehit.
Es entsteht elne statistische Mischung von DNA Stiicken unterschiedlicher Lange.

Eine Auftrennung nach Fragmentgrofie auf einem Elektrophoresegel und anschlief3ende
Detektion ermdglicht dann die Bestimmung der Sequenz (Sanger et al., 1977). Heute
existieren leistungsfdhige Segenzierungsautomaten, die einen hohen Sequenzierdurchsatz

erlauben.

Parallel zu den enzymatischen Methoden wurden auch Techniken zur chemischen Synthese
von DNA und RNA entwickelt. Da DNA Polymerasen keine ,,de novo* Synthese durchfihren
koénnen, sondern nur in der Lage sind vorhandene Strénge (Primer) zu verlangern, ist der
Bedarf nach kurzen Oligonukleotiden vor allem durch die immer starkere Verbreitung der
PCR- und Sequenzierungsmethoden sehr grol3 geworden. Aul3erdem ist der Einbau chemisch
modifizierter Nukleotide mit Enzymen nicht immer zu bewerkstelligen. 1963 hat Robert B.
Merryfield die chemische Peptidsynthese auf die feste Phase Ubertragen (Merryfield, 1963).
Aufbauend auf der Festphasensynthese und der Phosphit-Triester-Methode (Letsinger et a.,
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1975) haben 1987 Serge L. Beaucage und Marvin H. Caruthers die Phosphoramiditmethode
entwickelt (Beaucage & Caruthers, 1981; Beaucage, 1993), die heute routinemaldig an
leistungsfahigen Syntheseautomaten durchgeftihrt wird.

Der grof3e Forschungsaufwand weltweit und die rasante Entwicklung von Klonierungs- und
PCR-Methoden, automatisierten Oligonukleotidsynthesen und vor alem die Konstruktion
hochleistungsfahiger Sequenzierungsautomaten haben zu einem bedeutenden Meilenstein in
diesem Jahr gefihrt.

Im Februar diesen Jahres ist das vollstandig sequenzierte menschliche Genom zeitgleich in
Nature und Science vertffentlicht worden. 1990 hatte das amerikanische National Hesalth
Ingtitute das ,,Human Genom Projekt” ins Leben gerufen. Ziel war es, die ca. drel Milliarden
chemischen ,, Buchstaben® bis zum Jahr 2005 zu sequenzieren. Obwohl zu diesem Zeitpunkt
die nétigen Techniken zur Klonierung menschlicher Chromosomsequenzen, die genetische
und physikalische Kartierung der Chromosomen und die eigentliche Sequenzierung noch in
den Kinderschuhen steckten, wurde dieses technologisch und finanziell aufwendige Projekt in
Angriff genommen. Im Dezember 1999 wurde die Sequenz des menschlichen Chromosoms
22 von einem internationalen Konsortium, angefuhrt vom britischen Sanger-Center, bekannt
gegeben.

Im Ma 2000 folgte die Entschlisselung des Chromosoms 21 durch ein deutsch-
japanisches Konsortium in Berlin und Tokio. Im Juni 2000 wurde die Entschltsselung des
gesamten menschlichen Bauplanes in Entwurfsqualitdt in Pressekonferenzen bekannt
gegeben. Das akademische HGP-K onsortium und die konkurrierende Firma Celera Genomics
haben die Ergebnisse schliefflich im Februar 2001 vertffentlicht (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001; Celera, 2001).

Die Kenntnis des genetischen Bauplanes des Menschen in Kontext mit den Bauplanen anderer
Organismen ist eine einzigartige wissenschaftliche Errungenschaft, die mit der Mondlandung
oder der Erfindung des Buchdrucks verglichen werden kann. Die Konsequenzen fir die
Wissenschaft, vor alem fur die Biologie und Medizin sind noch nicht abzusehen. Die
Konsequenzen dieses Wissens werden aber weit in gesellschaftliche und ethische Aspekte
hineinreichen. Wie werden wir in Zukunft mit Genomtests und ihren Informationen
umgehen? Werden wir verhindern kénnen, dass individuelle genetische Informationen als

Entscheidungsgrundlage fir Versicherungen, Krankenkassen oder Arbeitgeber fungieren?
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Inwieweit werden sich Gentests in der pranatalen Diagnostik durchsetzen und welche
K onsequenzen fur das ungeborene Leben resultieren daraus?

Der Umgang mit menschlichen Genen, die mogliche Klonierung menschlicher Zellen,
Patentrechte auf humane Gensequenzen oder die Prémplantationsdiagnostik (PID) sind heute
schon Gegenstand kontroverser internationaler Debatten.

Aber auch fur die Forschung sind viele Fragen zu kléren. Nach der Entschlisselung des
Genoms wird es in Zukunft darum gehen, die Gene zu identifizieren. Glaubte man vor kurzem
noch, dass ca. 100.000 Gene nétig sind, um die komplexen Prozesse menschlicher Zellen zu
steuern, so vermutet man heute, dass ca. 30.000 Gene ausreichen. Diese kdnnen rechnerisch
aber nur ca. 200.000 Transkripte codieren. Darlber hinaus interagieren die Gene mit
Proteinen und RNA in einer Vielzahl hochkomplexer Kaskaden. Durch differenzielles
Spleiflen kdnnen aus einem Gen verschiedene Transkripte und damit verschiedene Proteine
entstehen. Jedes Protein kann dartber hinaus nach der Translation am Ribosom funktionell
zum Beispiel durch Zuckerreste modifiziert werden, sodass in den 30.000 Genen letzen Endes
weit mehr al's 30.000 Bauanleitungen stecken.

Um in Zukunft diese hochkomplexen Probleme l6sen und die damit verbundenen
Datenmengen verarbeiten und auswerten zu konnen, werden auf der Chiptechnologie
basierende Genomuntersuchungen und die Bioinformatik eine grof3e Rolle spielen.
Desweiteren wird es wichtig sein, Strukturen von Biomolekilen schneller und préziser
aufkléren und verstehen zu konnen. Die Aufklérung und genaue Kenntnis von Struktur-
Wirkungsbeziehungen der vielféltig interagierenden Biomolekile werden die Wissenschaft
noch lange beschaftigen und weitere Meilensteine setzten.
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2 Strukturen von Nukleinsauren

2.1 Aufbau von DNA und RNA

Nukleinsduren sind fadenférmige, langkettige Molekille, deren Basiseinheiten verschiedene
Nukleotide bilden. Nukleotide bestehen aus einer Pentose, einer Base und einer
Phosphatgruppe. Bei dem Zucker handelt es sich um 2'-Desoxy-D-ribose im Fale eines
DNA- und um D-Ribose im Falle eines RNA-Molekils. Abbildung 2.1 zeigt einen Ausschnitt
aus einem Polynukleotidmolekil. Neben den charakteristischen Einheiten sind auch die

verschiedenen Torsionswinkel bezeichnet.

Abb. 2.1 Ausschnitt aus einem Polynukleotidmol ekl mit Notation der Torsionswinkel

Uber die 1'-Position ist der Zucker mit heterocyclischen Basen (iber eine 3-N-glycosidische
Bindung verknupft. Bei den Basen handelt es sich um die Purin-Derivate Guanin (G) und
Adenin (A) sowie die Pyrimidin-Derivate Thymin (T) und Cytosin (C). Bei RNA ist Thymin
durch Uracil (U) ersetzt, die sich lediglich durch das Fehlen der Methylgruppe in 5-Position
unterscheiden.

Relativ zum Zucker kénnen diese Basen zwel Hauptorientierungen einnehmen. Diese
werden Uber den Winkel x definiert (bei Purinen O4-C1-N9-C4, bel Pyrimidinen O4"-C1’-
N1-C2). Zeigt der Hauptteil des Heterocyclus vom Zucker weg, spricht man von der anti-
Konformation, die gleichzeitig die Hauptkonformation darstellt. Zeigen die Basen mit ihrem
Hauptteil zum Zucker hin, ist dieses die syn-Konformation, wie sie beispielsweise bel den

Purinen in der Z-DNA vorkommt.
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Die Nukleobasen selbst kdnnen prinzipiell verschiedene tautomere Formen aufweisen. Zum
einen existiert eine Keto-Enol- zum anderen eine Amino-Imino-Tautomerie, die in Abbildung
2.2 dargestellt sind. Spektroskopische Untersuchungen zeigen, dass die funf natirlich

vorkommenden Basen zu tber 99,99% jeweils als Keto- und Amino-Tautomer vorliegen.

o _H H\N/H H\N
H
(J\NH | NN ﬁl\l (J\N/
N/L 0 N/Lo II\I/L 0 T/Lo
) ) ) )
Keto - Enol Amino - Imino

Abb. 2.2 Beispielefur Keto- Enol- und Amino-Imino-Tautomerie bel den Pyrimidin-Basen

Eine Einheit aus Zucker und der jeweiligen Base bezeichnet man als Nukleosid. Im Fall der
RNA sind es Guanosin, Adenosin, Cytidin und Uridin, die entsprechenden DNA-Nukleoside
werden aufgrund der Desoxyribose a's Desoxyguanosin, Desoxyadenosin, Desoxycytidin und
Desoxythymidin bezeichnet. In Abgrenzung dazu verstent man unter Nukleotiden die
Phosphatester der Nukleoside. Die jeweiligen Zucker sind Uber ihre 3- und 5'-
Hydroxylfunktionen Gber Phospordiestereinheiten miteinander verknipft und bilden das
Rickgrat der Nukleinsdurestrange. Abbildung 2.3 zeigt einen schematischen Aufbau von
DNA.

2.2 Strukturen von DNA

1953 haben Watson und Crick ein Modell der DNA Doppelhelix entworfen, das folgende
charakteristische Eigenschaften besitzt:

= Die Doppelhelix besteht aus zwei gegenlaufig (antiparallel) ausgerichteten

Polynukleotidstrangen, die sich um eine gemeinsame Achse winden.



2 Strukturen von Nukleinsduren 10

= DieHédlix ist rechtsgangig.

= Die beiden Strénge werden durch Wasserstoffbriicken zusammengehalten, die die
komplementdren Basen Adenin und Thymin sowie Guanosin und Cytosin
ausbilden. Diese Art der Basenpaarung wird als Watson-Crick Basenpaarung
bezeichnet. In der Basensequenz liegt die genetische Information (Abb. 2.5).

= Die Doppehelix erfahrt eine weitere Stabiliserung durch Stapelungs-
wechselwirkungen zwischen den Basen des jewells gleichen Stranges.

»  Waéhrend sich die Basen im Inneren der Helix befinden, steht das Zucker-
Phosphat Gerust auf3en. Die Zucker sind fast senkrecht zu den Basen ausgerichtet.

= Da sich die glycosidischen Bindungen eines Basenpaares nicht diametral

gegenuber liegen, entstehen auf3en eine kleine und grof3e Furche.

0
5-Erl1de NH
| /L Thymin
\\ O
O N
0
NH,
SN
O\P/,O | /L Cytosin
/' N\ @]
° o N
o)
0
N
NH
o ¢ Guanin
S) /P\ Z
N N~ “NH,
o)
NH,
N A
N .
\ ¢ Adenin
o A 7
’ o N N
0
N
© "'\
0
3’-Ende

Abb. 2.3 Schematischer Aufbau der DNA mit Bezeichnung der Nukleobasen
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Diese naturliche Form der DNA wird als B-DNA bezeichnet. lhre strukturelle Stabilitédt steht
im engen Verhdtnis zu dem Vorhandensein von Wassermolekiilen, die hochgeordnet in der
kleinen und grof3en Furche sowie an den Nukleobasen zu finden sind. Darlber hinaus

existieren noch zwel weitere Formen, die als A-DNA und Z-DNA bezeichnet werden.

Abb. 2.4 B-DNA in Auf- und Seitenansicht

Die A-DNA, deren Struktur anhand von Roéntgenbeugungsmustern dehydratisierter DNA
aufgeklart wurde, weist ebenfalls eine rechtsgangige Doppelhelix aus antiparallelen Stréngen

auf. Diese wird gleichermal3en durch Watson-Crick Basenpaare zusammengehalten.
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Adenin - Thymin Guanin - Cytosin

Abb. 2.5 Watson-Crick Basenpaare

Im Gegensatz zur B-DNA findet man sie vor alem bei Anwesenheit weniger Wassermolekiile
und einer hohen Salzkonzentration.

Die strukturellen Unterschiede zwischen A- und B-DNA entstehen vor alem durch eine
Konformationsénderung des Furanose-Rings. Dieser kann in einer E-Konformation
(envelope) oder einer T-Konformation (twist) vorliegen.

In der E-Konformation steht ein Atom aus der Ebene heraus, wahrend sich die anderen in
einer Ebene befinden. Bei der T-Konformation liegen drei Atome in einer Ebene wéhrend die
Atome benachbarter Zentren nach oben beziehungsweise nach unten aus der Ebene
herausstehen.

Die Bezeichnung dieser Konformationen richtet sich nach der Orientierung der aus der Ebene
herausstehenden Atome relativ zu C5°. Zentren die auf der gleichen Seite wie C5” stehen,
werden als endo, Zentren, die in die andere Richtung stehen, als exo bezeichnet. Die folgende

Abbildung 2.6 verdeutlicht diese Zusammenhéange.

, 3 3 ] 2
4 S o 1 4 1 4 5 © 1
4
C3"-endo (N) twist (C3"-endo, C2"-exo0) C2-endo (S)

Abb. 2.6 Konformationen der Furanose
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Die A-DNA (Abb. 2.7) besitzt Zuckereinheiten mit einer C3-endo Konformation, B-DNA
hingegen solche mit C2"-exo Konformation. Entsprechend dem Pseudorotationszyklus der

Furanose werden diese jeweils auch als N (north) und S (south) Formen bezeichnet.

2.7 A-DNA in Auf- und Seitenansicht (Saenger, 1988)

Die Z-DNA wurde von Alexander Rich entdeckt. Bel der Strukturaufkldrung des
Hexanukleotids CGCGCG dtied man auf eine linksgangige Helix, bei der die
Phosphatgruppen im Rickgrat einen Zickzackverlauf zeigen. Diese Anordnung resultiert

daraus, dass die repetetiven Einheiten hier nicht Mononukleotide, sondern Dinukleotide sind.
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Bel den beschriebenen drei Formen handelt es sich um wichtige Hauptkonformationen. Aus
CD-gpektroskopischen Untersuchungen jingerer Zeit ist aber bekannt, dass es sich hierbei
nicht um die einzigen, von unterschiedlicher Umgebung abhangigen Strukturen handelt,

sondern eine grof3e Vielzahl weiterer Strukturen in Losungen existieren.

Abb. 2.8 Z-DNA in Auf- und Seitenansicht (Saenger, 1988)

Meist sequenzabhéangig bilden sich in Teilbereichen der DNA verschiedene Strukturen aus,
die unter anderem aus der Maximierung von Basenstapel ungswechselwirkungen resultieren.

Dabel andert sich zum einen die Zuckerkonformtion und zum anderen treten Verénderung bei
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der Orientierung der Basen auf. Das Zucker-Phosphat Rickgrat zeigt sich bel diesen

Strukturverénderungen als relativ flexibel.

Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht tber die strukturellen Parameter der beschriebenen DNA-

Formen.

A-DNA B-DNA Z-DNA
Gangigkeit rechts rechts links
Basen pro Windung 11 10 12
Helixdurchmesser [nm] 2,55 2,37 1,84
Hohe pro Basenpaar [nm] 0,23 0,34 0,38
Ganghdohe [nm] 2,53 3,45 4,56
Zuckerkonformation C3-endo C2 -endo C3"-endo (syn)
Neigung der Basenpaare 19° 1° 9°

zur Helixachse

Tabelle 2.1 Strukturelle Parameter von A-, B-, und Z-DNA

2.3 Struktur von RNA

2.3.1 Strukturelemente von RNA

Im Gegensatz zur DNA ist bei RNA die Base Thymin durch Uracil ersetzt und an der 2'-

Position des Zuckers ist eine Hydroxylgruppe vorhanden. RNA weist eine grol3e strukturelle
Vidfalt auf und @nelt in funktioneller Hinsicht mehr den Proteinen als der DNA.

Bei jedem Schritt der Ubermittlung zelluldrer Informationen von den in der DNA codierten

Genen zu funktionellen Proteinen spielt RNA eine entscheidende Rolle. Diese Vielfalt

biologischer Funktionen geht auf die Fahigkeit der RNA zurlck, einerseits Trager genetischer

Information sein zu kénnen, andererseits durch komplexe dreidimensionale Faltungen Zentren

fUr eine chemische Katalyse zu schaffen.

Die Struktur der RNA lasst sich in drel grundlegende Organisationsebenen einteilen:

Primér-, Sekundar- und Tertiarstruktur.
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Mit der Primérstruktur wird die Nukleotidsequenz einer RNA bezeichnet, die sich in erster
Naherung aus der DNA-Sequenz des Gens ableiten |asst, das fur die RNA codiert. Allerdings
werden viele RNAs posttranskriptional modifiziert, sodass die DNA-Sequenz oft nicht die
genaue Primarstruktur widerspiegelt. Zu diesen Modifikationen gehdéren Methylierungen der
Basen, die Bildung ungewohnlicher Basen wie Pseudouracil oder Dihydrouridin. Ferner
kommt es zur Insertion oder Deletion von Nukleotiden oder dem Herausschneiden (Spleif3en)
ganzer interner Sequenzen (Introns) aus der pr&mRNA.

Zur Bestimmung der Primarstruktur muss RNA zunéchst sauber isoliert und dann mit

Sequenzierungsmethoden und M assenspektrometrie charakterisiert werden.

Die Sekundérstruktur ist die zweidimensionale Darstellung der Basenpaarungen des
Moleklls. Hier gibt es im wesentlichen Strukturen, die hauptsachlich Watson-Crick
Basenpaare aufweisen sowie ungepaarte Bereiche. Typische Sekundarstrukturen sind
Doppelstréange, Haarnadelschlaufen, Ausstilpungen, interne Schlaufen und Verbindungs-
stellen (Abb. 2.9).

Haarnadelschlaufe
Doppel-

sltrang
Haarnadel-Stamm

Einzelstrang-Bereich

> s

| — —

ﬁ —
Ausslilpung innere Verbindungs-
Schlaufe stelle

Abb. 2.9 Sekundéarstrukturen von RNA (Batey, 1999)

Die Tertidrstruktur ist die dreidimensionale Struktur des Molekils, wobei es zu
Wechselwirkungen einzelner Sekundéarstrukturelemente kommen kann. Das wohl bekannteste
Motiv neben Tripelhelices oder den Schlaufen-Schlaufen Wechselwirkungen ist der
Pseudoknoten.
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Abbildung 2.10 zeigt die verschiedenen Strukturebenen am Beispiel der tRNA™ aus Hefe.

Im Folgenden werden die einzelnen Strukturel emente genauer beschrieben.
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Abb. 2.10 Strukturebenen am Beispiel der tRNA™® aus Hefe. @ Nukleotidsequenz und
Sekundérstruktur in der klassischen Kleeblattstruktur. G-U-Wobble-Basenpaare werden durch
offene Kreise symbolisiert. b) Tertidre Wechselwirkungen in einer modifizierten Darstellung
der Sekundarstruktur. Tertidre Wechselwirkungen sind durch gestrichelte Linien
gekennzeichnet. c) Darstellung der dreidimensionalen Kristallstruktur (Batey, 1999)

2.3.2 Doppelstrénge

Ahnlich wie DNA kann RNA Duplices ausbilden. Im Vergleich zur regularen B-DNA weist
RNA eine A-Form auf, die durch eine rechtsgangige Helix gekennzeichnet ist (Abb. 2.11).

Dabel nehmen die Basen bevorzugt die 3"-endo Konformation ein.
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Abb. 2.11 A-RNA in Auf- und Seitenansicht. Die grof3e und kleine Furche sind durch ,M*
bzw. ,m* gekennzeichnet. (Saenger, 1988)

Durch eine Verschiebung der Basenpaare von der Helixachse weg (ca. 4 A) ist die groRe
Furche besonders tief und eng, wahrend die kleine Furche eher flach und breit ist. In
Kristallen sind RNA Duplices nicht einheitlich.

Die Anzahl der Basenpaarungen pro Windung variiert zwischen 10 und 11. Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass ein Oligonukleotid bestehend aus einer alternierenden Folge von
Cytosin und Guanin eine linksgangige Doppelhelix ausbildet, die strukturell der Z-DNA sehr
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ahnlich ist (Hall, 1984; Davis, 1990). Diese Z-RNA wird durch eine hohe Salzkonzentration,
hohe Temperatur und durch geringe Wechselwirkung mit Wassermolekilen beginstigt.

2.3.3 Ausstulpungen

Bel Ausstilpungen (Bulges) handelt es sich um eine oder mehrere ungepaarte Nukleotide
eines Stranges innerhalb eines sonst normal gepaarten Duplex.

Auch Ausstilpungen sind Strukturen, die eine besondere Funktionalitét besitzen. Keese
und Symons (1985) identifizierten ein einzelnes ausgestilptes U innerhalb einer sonst
konservierten Helix as zentrale Core-Einheit in Viroiden. Eine Ausstilpung, entweder A oder
U, ist bel E.coli die Kontaktstelle zwischen der ribosomalen 5S RNA und dem Protein L18
(Pesttie et al., 1981).

Die Anwesenheit einer Ausstllpung induziert oft eine Biegung des Stammes und stort die
Struktur der gesamten Helix. Ferner werden Basenstapelungen unterbrochen (White &
Draper, 1987). Ausstilpungen scheinen zum einen aufgrund ihrer Konformation und zum
anderen in ihrer Eigenschaft as bevorzugte Interkaationsstellen fir aromatische

Aminosauren als Proteinbindungsstellen zu dienen.

2.3.4 Haarnadel schlaufen

Haarnadel schlaufen (Hairpins) (Abb. 2.9)sind weit verbreitete Motive. Ein bekanntes Beispiel
ist die Erkennung des Codons von m-RNA durch die Anticodon-Schlaufe der t-RNA. Diese
Haarnadelschlaufe ist im Gegensatz zu den anderen Schlaufen der t-RNA nicht an tertidren
Wechselwirkungen beteiligt.

Die Anticodon-Schlaufe besteht aus sieben Nukleotiden. Wéahrend die ersten beiden
Nukleotide eine deutliche Verdrehung aufweisen, weisen die anderen finf vom 3"-Ende
beginnend eine starke Basenstapelungswechselwirkung (Stacking) auf, sodass die helicale
Geometrie des gepaarten Stammes in die Schleife Ubertragen wird.

Doch diese Anticodon-Schlaufe ist sicher kein gutes allgemeines Modell. Besonders
stabile und héufig vorkommende Schlaufen werden durch vier Basen gebildet, vornehmlich
Schlaufen des Typs UNCG und GNRA. Dabei kann N jedes Nukleotid sein, R steht entweder
fir Guanosin oder Cytidin (Hilbers, 1993). Diese werden haufig durch ein Ce G-Basenpaar

geschlossen.
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Aber auch kirzere Schlaufen sind stabil. Puglisi untersuchte eine Schlaufe mit nur 3
Nukleotiden, die ale 2"-endo Konformation aufwiesen (Puglisi, 1989). Auch drei Basen
reichen dabei aus, um den Stamm zu Uberbrtcken.

Der Mechanismus einer solchen Schlaufenbildung vollzient sich in zwel Schritten.
Zunéchst bildet sich aus dem ungeordneten Zustand (random coil) die Schlaufenregion aus
und im zweiten Schritt der helicale Stamm. Die Stabilitét dieses Sekundérstrukturelements
resultiert zum einen aus Wasserstoffbriicken innerhalb der Schlaufenregion zum anderen aus
Basenstapel ungswechsel wirkungen.

1988 versuchte Turner, die Vorhersage der Sekundarstruktur und Schlaufenbildung im
wesentlichen auf der Grundlage der freien Enthalpie (AG) zu treffen. Dabei zeigte sich, dass
nicht nur die Lange, sondern vor allem die Zusammensetzung der Schleife fur die Stabilitét
entscheidend ist (Turner, 1988).

Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Stabilitdt ist die Salzkonzentration. So zeigt das
Oligonukleatid r(5-GGAC-GCUU-CUCC) in einer Lésung mit 0,1 molaren Natriumchlorid-
Konzentration einen Schmelzpunkt von 60°C und in einer ein molaren einen Schmelzpunkt
von 71°C.

Die genauen Mechanismen und Parameter, die die Stabilitét dieser Haarnadel schlaufen
bestimmen, sind noch nicht vollstandig verstanden und konnen erst mit genauen und

verlasslichen Strukturanalysen in Losung aufgeklart werden.

2.3.5 Interne Schlaufen

Gegenuberstehende Nukleotide, die nicht durch Watson-Crick Basenpaarung verknipft sind,
bilden Interne Schlaufen (Internal Loops). Diese Fehlpaarungen kommen haufig in RNA-
Duplex Regionen vor. Oft werden GeU-Basenpaare gefunden, wie zum Beispiel im
Aminossure-Akkzeptorbereich der tRNA™® und tRNAA? (McClain et al., 1988). Ein
Basenpaar, das geometrisch dem Ge U-Basenpaar dhnelt, ist ein protoniertes A, welches mit C

paart (AH"+C).

Grolere Interne Schlaufen sind meist purinreich und koénnen als Proteinbindungsstellen
wirken. Innerhalb der Schleife findet man oft ungewdhnliche Basenpaarungen, zusétzliche
Wasserstoffbriicken und sehr starke Basenstapelungswechselwirkungen, die die helicale
Struktur des Duplex durch die Interne Schleife hindurch beibehalten zu vermogen (Gewirth,
1988).
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2.3.6.Verbindungsstellen

Verbindungsstellen (Junctions) sind Regionen, die drei oder mehrere Stdmme miteinander
verbinden. Besonders in grofen RNAS findet sich dieses Strukturelement besonders haufig. In
der Kleeblattstruktur der tRNA findet man eine Verbindungsstelle, die vier Stamme
miteinander verknlpft. In 16S ribosomalen RNAs werden bis zu funf Stdmme miteinander
verbunden.

Ein bekanntes Beispiel fur eine Verbindungsstelle, die drei Stdmme verknupft, ist die RNA
schneidende Doméne des Hammerhead-Ribozyms. In der dreidimensionalen Struktur stehen
sich die an einer Verbindungsstelle betelligten Stdmme paarweise koaxial gegentiber. Diese
koaxiale Stapelung helicaler Bereiche ist wohl das grundlegenste strukturelle Merkmal, durch
das bei RNA ene hohergeordnete Organisationsform erreicht wird. Sie ist Folge der
gunstigen energetischen Beitrége der Stapelwechselwirkungen des teElektronensystems der

Basen.

2.3.7 Einzelstrangige Regionen

Einzelstréngige Regionen kénnen sich an den 3'- bzw. 5 -Enden der Molekille oder zwischen
zwei anderen Sekundarstrukturelementen befinden. Im Gegensatz zu Haarnadel schlaufen oder
Internen Schlaufen sind die Nukleotide einzelstrangiger Regionen strukturell oder
konformationell nicht so stark eingeschrénkt.

Trotzdem zeigen sie oft definierte Strukturen. So formen Homopolynukleotidstrange von
rA oder rC be pH 7 enzesrangige Helicess, die vor adlem durch
Basenstapel ungswechselwirkungen stabilisiert werden. Stehen einzelne Nukleotide ungepaart
am Ende eines Stranges zeigen sie ebenfalls starke Stapelungswechselwirkungen. (Dangling
ends) (Varani et al. 1989).

2.3.8. Tertiarstrukturelemente

Die Tertidrstruktur entsteht durch die Wechselwirkungen verschiedener Sekundéarstrukturen
mit Einzelstrangregionen oder miteinander.

Die Wechselwirkungen beinhaten hauptsichlich Wasserstoffbriickenbindungen, die
verschiedenste Basenpaarungen ermoglichen. Es finden sich aber auch Wasserstoffbriicken

zwischen den Basen, der Ribose und dem Phosphatriickgrat.
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Die Tatsache, dass in der tRNA™ wvon 76 Basen nur vier nicht an
Stapel ungswechselwirkungen beteiligt sind, unterstreicht die Bedeutung des ,, base-stackings"
fur die Stabilitét komplexer RNAs (Kim, 1976). Es gibt Tertidrstrukturmotive, die eine solch
dichte Packung der hochgeladenen, anionischen doppel stréngigen Helices erlauben, dass eine
globulé&re Architektur entsteht.

Die Wechselwirkung zwischen den Nukleotiden einer Haarnadelschlaufe und einem
einzelstrangigen, ungepaarten komplementéren Bereich bezeichnet man als Pseudoknoten
(Pseudoknot).

Der klassische Pseudoknoten, dessen Struktur durch NMR-Spektroskopie genau
charakterisiert wurde, besteht aus einer Haarnadelschlaufe, die in unmittelbarer Nahe zum
Stamm mit einer komplementéren Sequenz paart und eine durchgangige, coaxiae gestapelte
Helix bildet (Puglisi et al. 1990).

Ahnlich wie bei Verbindungsstellen und dicht gepackten Schlaufen ist auch fir die
coaxidle Stapelung im Pseudoknoten Mg®* oder eine hohe Na'-Konzentration zur
Stabilisierung notwendig (Puglisi et al., 1990). Pseudoknoten stellen ein sehr wichtiges
Strukturelement fir die Gesamtarchitektur einer RNA da

Ein besonders eindrucksvolles Beispiel bietet das Hepatitis-Delta-Virus-Ribozym. Es ist
aulRergewohnlich stabil. Hohe Temperaturen (65-70°C) und Reagenzien, die normalerweise
Nukleinsaurestrukturen denaturieren (5-8M Harnstoff, 10-18M Formamid) koénnen der
Struktur und Aktivitét nichts anhaben. Dieses ist umso erstaunlicher, dain der Kristallstruktur
weder zweiwertige Kationen noch ungewohnliche Basenpaarungen gefunden wurden. Die
Struktur wird ausschliefdlich durch Watson-Crick Basenpaarungen und die stark gewundene
doppelte Pseudoknoten-Topologie des Riickgrates stabilisiert (Batey et al., 1999).

Ein weiteres wichtiges Motiv sind Basentripel. Diese treten bei Wechselwirkungen zwischen
helicalen Bereichen und noch ungepaarten Motiven auf. Abbildung 2.12 zeigt Beispiele fir
solche Basentripel, die eine Basenpaarung vom Hoogsteen- oder reversen Hoogsteen-Typ zur
Grundlage haben. Das entstehende Gebilde bei der Anlagerung eines Einzelstranges an einen
helicalen Bereich bezeichnet man als Tripelhelix.

Der Pseudoknoten oder die Tripelhelix sind nur zwel Elemente vieler méglicher Formen der
Interaktion verschiedener Sekundérstrukturelemente, die an dieser Stelle nicht ale

Erwahnung finden kénnen.
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Abb. 2.12 Beispiele fur Basentripel in RNA. @) Basentripel A*A-U vom Hoogsteen-Typ
b) Protoniertes C'+GC Basentripel vom Hoogsteen-Typ ¢) Purin-Basentripel in der grofen
Furche der tRNA™® d) Basentripel in der tRNA™™, in der ein Adenosinrest tber eine H-
Briucke in der kleinen Furche mit der 2"-Hydroxylgruppe eines reversen Hoogsteen-Ae U-
Basenpaares verknupft ist (Batey et al.,1999).

Analog dem Problem der Proteinfaltung stellt sich auch hier die Frage, wie sich bel RNA die
dreidimensionale Struktur aus der Primérsequenz ergibt.

Wahrend bel Proteinen der ungefaltete Zustand als Zufallsknduel (random coil)
charakterisiert ist, aus dem sich im Faltungsprozess Sekundérstrukturen (oa-Helices, -
Faltblatter) und Tertiarstrukturen bilden, ist im ungefalteten Zustand der RNA der gréfite Tell
der Sekundérstrukturen schon vorgeformt.

Der Faltungsvorgang umfasst dann im wesentlichen die schrittweise Bildung der tertidren
Wechselwirkungen bis zur nativen Struktur. Daher leisten tertidre Wechselwirkungen die

wichtigsten Beitrage zur Steuerung des Faltungsvorganges (Batey et al., 1999).

Die meisten grof3en biologischen RNA-Molekile sind in Doménen organisiert, die im

Allgemeinen bereits eine Sekundarstruktur erkennen lassen. Bei RNA ist der Begriff
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»Domane" nicht streng definiert, sondern bezeichnet einen Bereich, der sich als unabhangige
Einheit faltet.

Wegwei sende Untersuchungen an tRNA haben einige grundlegende Eigenschaften der RNA-
Fatung aufgeklart. Mit Temperatursprung-Relaxationsmessungen und NM R-Spektroskopie
konnte gezeigt werden, dass die tRNAM® aus E.coli bei maRiger lonenstéarke (174mM Na',
kein Magnesium) wéahrend der thermisch induzierten Entfaltung finf definierte Ubergéange
durchlauft (Cole & Crothers, 1972). Diese sind in Abbildung 2.13 dargestellt.

Abb. 2.13 Entfaltungsweg der tRNA, bestimmt durch thermische Denaturierungsexperimente.
Die ungeféhren Zeitkonstanten fir jeden Schritt der Entfaltungsreaktion sind angegeben.
(Crotherset al., 1974)

Bei den niedrigsten Temperaturiibergangen werden die tertidren Wechselwirkungen der D-
und T-Schlaufe zerstort, gefolgt von den schwachen Sekundérstrukturelementen im D-
Stamm. Die Sekundérstrukturelemente des T- und Anticodonbereichs sowie des
Akzeptorstammes schmelzen dann bei hdheren Temperaturen.

Da die thermische Denaturierung bel der tRNA reversibel ist, folgt daraus, dass sich die
Struktur  hierarchisch  entlang des Fatungsweges bildet, wobe fast adle
Sekundérstrukturelemente vor der Tertidarstruktur entstehen. Diese schrittweise Bildung von
Sekundérstruktur und Tertidrstruktur ist die Basis des , hierarchischen Modells* der RNA-
Faltung.

Weiterfihrende Untersuchungen (Stein & Crothers, 1976) verdeutlichen, dass die Bindung
mehrwertiger lonen an die RNA wahrend des Faltungsvorganges im Allgemeinen eher der
Stabilisierung der Bildung der Tertidrstruktur als der Sekundarstruktur dient.

Untersuchungen jingeren Datums zeigen, dass die Fatung auch kinetischer Kontrolle

unterliegt. Native tertidre Wechselwirkungen koénnen kinetische Barrieren beim
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Faltungsvorgang verursachen und geschwindigkeitsbestimmende Schritte und damit die
Faltungsgeschwindigkeit beeinflussen (Treiber et al., 1998).

Statt Faltung nur als einen einfachen Vorgang mit der schrittweisen Bildung von
Zwischenstufen zu beschreiben, wie es durch das hierarchische Modell impliziert wird, wird
sie korrekter als ein Ensemble von Molekilen beschrieben, die paralelen Faltungswegen

folgen, sodass sich insgesamt eine ,, Faltungsenergielandschaft” bildet (Batey et al., 1999).
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3 Fluor —ein vielseitiges Atom in der

organischen Chemie

3.1 Fluorierung —warum ?

Fluorhaltige organische Verbindungen, vor flinfzig Jahren noch eher eine Kuriositdt, sind
heute aus vielen Gebieten der Chemie nicht mehr wegzudenken. Treibende Kraft dieser
Entwicklung, die heute nur noch schwer in alen Einzelheiten zu tberschauen ist, sind die
ungewohnlichen Eigenschaften, die zahlreiche Verbindungen durch die Einflhrung von
Fluorsubstituenten aufweisen. Im Folgenden sind die wichtigsten Auswirkungen von
Fluorsubstituenten beschrieben (Schlosser, 1977).

« Als Element der siebten Hauptgruppe zeigt Fluor eine besonders starke Wechselwirkung

zwischen seinen neun Protonen und den Elektronen. Da die Elektronen auf den inneren
Schalen liegen, kommt es zu derart starken Wechselwirkung, dass der Atomradius auf 1,35
A reduziert ist, und damit dem van-der-Waals-Radius des Wasserstoffs (1,1 A) am néchsten
kommt.
Die sterischen Anspriiche éhneln sich so stark, dass der Ersatz von Wasserstoff durch Fluor
als , isogeometrische® Transformation angesehen werden kann (Gerstenberger & Haas,
1981). Diese Transformation verdndert die chemischen Eigenschaften des Molekils, ohne
dabei die molekulare Geometrie zu verandern. So konnen ein Substrat und sein fluoriertes
Analogon fur die Bindungsstelle eines Enzyms nicht zu unterscheiden sein.

* Die C-F-Bindung weist mit 485 kJ/mol eine besonders hohe Stabilitdt auf. Im Vergleich
dazu betragen die Bindungsenergien von C-H 413 kJ/mol, C-O 358 kJmol, C-C 346
kJmol, C-Cl 339 kJ/mol, C-Br 284,5 kJ/mol und C-1 213 kJ/mol. Aufgrund dieser starken
Bindung konnen fluorierte Molekile as Antimetaboliten wirken. Als sterisch nicht
unterscheidbar konnen sie im Stoffwechsel metabolisiert werden, bis zu einer Stufe, an der
die starke Bindung die weitere Metabolisierung erschwert oder inhibiert. Wird eine
derartige Zwischenstufe im Organismus aus einer Vorstufe synthetisiert, so spricht man
von einer , Letalsynthese”.
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Das klassische Beispiel einer solchen Letalsynthese ist die Metaboliserung von
Fluoressigsdure im Krebs-Zyklus (Zitronensaure-Zyklus). Fluoressigsiure verdrangt initial
die Essigsdure und bildet Fluoracetyl-Coenzym A, welches in den Krebszyklus eingeht und
zundchst mit Oxalacetat zu a-Fluorzitronensdure metabolisiert wird. Das natirliche
Substrat, die Zitronensaure, wirde nun von dem Enzym Aconitase dehydriert, um nach
einer reversen Hydrierung zu Isozitronensaure zu fuhren. Die Aconitase ist aber nicht in
der Lage, die a-Fluorzitronensdure zu dehydrieren. Das Substrat bindet irreversibel an das
Enzym, die Metabolisierung wird gestoppt und die Zelle stirbt ab (Bergstrom & Swartling,
1988).

» Die Substitution eines Wasserstoffatoms durch Fluor erhoht die Fettléslichkeit des
Molekils und erleichtert die Passage des Molekils durch Lipidmembranen. Die
Verbesserung des Membrantransports ist die Hauptmotivation fur das Einfthren von CFs-

Gruppen in der Arzneistoffsynthese.

e Fluor weist die hochste Elektronegativitét aller Elemente des Periodensystems auf. Der
Unterschied in der Elektronegativitdt zu Chlor, dem néchsten Homologen, ist wesentlich
grofRer als der Abstand der jeweils weiteren Homolgen zueinander. Diese Tatsache spiegelt
sich auch in dem Begriff , Superhalogen® wieder, der Fluor beigemessen wird (Pauling,
1960). Fluor hat einen &hnlich starken polarisierenden Effekt wie ein Sauerstoffatom
innerhalb eines Molekils. Um neben dem isopolaren Effekt auch noch isoster zu sein, kann
eine OH-Gruppe oder ein Sauerstoffatom durch CF,H bzw. CF, ersetzt werden. Ob Fluor
ahnlich dem Sauerstoff in organischen Molekilen auch als Wasserstoffbriicken-Akkzeptor

dienen kann, ist umstritten.

« Durch den ausgeprégten polarisierenden - Effekt kann Fluor die Reaktivitét benachbarter
Zentren verandern oder sogar invertieren. So lasst sich 1,1,1-Trifluor-2-propanol selbst mit
konzentrierter Schwefelsdure sogar bei 190°C nicht dehydratisieren (Schlosser, 1978). Im
Gegensatz zu Aceton bildet Hexafluoraceton stabile Hydrate, Habacetale und
Halbaminale. Ein weiteres eindrucksvolles Beispiel ist die pK,-Differenz von Ethylamin
und 2,2,2-Trifluorethylamin. Wéahrend ersteres einen pK, von 10,7 aufweist, sinkt dieser

fr das dreifach fluorierte Analogon auf 5,7 ab.
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3.2 Substanzklassen fluorierter Moleklle

3.2.1 Hochfluorierte Verbindungen

Fluorierte Molekile lassen sich prinzipiell in zwei Klassen einteilen. Die erste Klasse besteht
aus Molekilen, bei denen alle oder zumindestens die meisten Kohlenstoff-gebundenen
Wasserstoffatome durch Fluor ersetzt sind (hochfluorierte Verbindungen). Sind nur wenige
Wasserstoffe ersetzt, fallen sie in die Klasse der niedrig fluorierten Verbindungen.

Hochfluorierte Verbindungen weisen eine hochgradige chemische und bedingt auch
biologische Inertheit auf. Fehlende chemische Wechselwirkung wird vor allem bei
perhalogenierten Verbindungen gefunden. Daraus resultiert auch eine niedrige Toxizitat.
Perfluorierte Cycloakane, Amine oder Sauerstoffheterocyclen werden as Blutersatzmittel
entwickelt, da sie in Bezug auf Flie3eigenschaften, osmotischen Druck oder Transport und
Austausch von O, und CO, grofe Ahnlichkeiten mit normalem Blut aufweisen (Riess & Le
Blanc, 1978)

Industriell haben hochfluorierte Verbindungen als Kiahlmittel fur Kaltesysteme und als
Treibmittel fUr Aerosole weite Verbreitung gefunden. Wegen des notwendigen niedrigen
Siedepunktes werden haufig kurzkettige Chlorfluoralkane und -cycloakane eingesetzt. Es hat
sich aber herausgestellt, dass diese Fluorchlorkohlenwasserstoffe (FCKW) mal3geblich fur die
Zerstbrung der Ozonschicht unseres Planeten verantwortlich sind. Deshalb wird heute
intensiv nach Alternativen geforscht.

Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet sind Polymere. Das bekannteste Beispiel hier ist
sicher das Polytetrafluorethylen (Teflon), das einen hohen Schmelzpunkt, Unléslichkeit in
allen gangigen Solventien sowie eine thermische und chemische Widerstandsfahigkeit
aufweist.

Aber auch in oberflachenaktiven Verbindungen werden die Eigenschaften des Fluors
genutzt. So konnen Perfluoralkansulfonsduren und deren Derivate (C;F1sSOsH bis
C10F21SO3H) die Oberflachenspannung wassriger Systeme schon in Konzentrationen stark
herabsetzen, in denen die analoge nicht fluorierte Verbindung noch nicht wirksam ist. So
findet man diese Verbindungen in Feuerldschschdumen, as Benetzungsagenzien oder als
Emulgierungsmittel bei der Polymerisation.
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Interessanterweise erfahren hochfluorierte Verbindungen bel nicht ganz vollsténdiger
Fluorierung schnell eine Abschwéachung ihrer chemischen Inertheit. Diese Eigenschaft macht
man sich bei Inhalationsanasthetika wie z.B. Halothan (CFs-CHCIBr) oder Isofluran (F.CH-
O-CHCI-CF3) zu Nutze.

Es gibt alerdings auch einige Ausnahmen fir die Inertheit und geringe Toxizitét
hochfluorierter Verbindungen (Abb. 3.1). Perfluoralkylsulfonyl-substituierter Harnstoff 1
wirkt stark hypocholesterinamisch und anorektisch (Gerstenberger & Haas, 1981). Das
hochsubstituierte Pyrrol 2 ist ein ausgezeichnetes Fungizid und Insektizid (Dorn et al., 1979),
wahrend das hochhalogenierte Benzimidazol 3 as starker Entkoppler der Atmungskette
bekannt ist (Biichel et al., 1965).

Cl
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Abb.3.1 Hochfluorierte Molektile mit ausgepragter biologischer Aktivitét

3.2.2. Niedrigfluorierte Verbindungen

Eine spezifische Wechselwirkung einer fluorhaltigen Verbindung mit dem Organismus ist
meist nur maglich, wenn nicht alle Wasserstoffatome durch Fluor ersetzt sind.

Das breiteste Anwendungsspektrum fur niedrig fluorierte Verbindungen bildet die
Pharmakologie. Viele fluorhaltige Pharmaka zeigen starke strukturelle Analogien zu
Nukleobasen, Steroiden oder Aminosduren. Zum einen erhoht sich, wie schon beschrieben,
die Fettlodlichkeit und damit die Membrangangigkeit der Molekile, zum anderen werden
fluorierte Pharmaka im Sinne von Antimetaboliten eingesetzt.

Neben der schon erwahnten Trifluoressigsdure seien hier beispielhaft 5-Fluoruracil als
kompetetiver Hemmstoff der Thymidilat-Synthetase und somit wirksames antineoplastisches
Pharmakon sowie 2-Deuterio-3-fluor-D-alanin als ,, Zellwand-aktives* Breitbandantibiotikum
erwahnt (Gerstenberger & Haas, 1981).
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Durch die Einfuhrung von Fluor kénnen ferner Adsorption, Ausscheidung, therapeutische
Breite, Toxizitét oder Nebenwirkungen von Pharmaka veréndert werden.

Auch in vielen wirksamen Pestiziden, Fungiziden, Herbiziden und Insektiziden haben
Fluoratome die Wirksamkeit und Einsatzfdhigkeit verbessert. Als letzte Gruppe
niedrigfluorierter Verbindungen seien an dieser Stelle Farbstoffe erwahnt, bel denen man sich
hauptsachlich den induktiven Effekt des Fluors fir die Eigenschaften des Farbstoffs zu Nutze
macht. Fluor erhoht dartber hinaus auch die Reaktivitdt des Farbstoffs gegeniber den
nukleophilen Gruppen der Faser, wie bel dem in Abbildung 3.2 dargestellten Azofarbstoffes 4
(Barrieet al., 1962).

OH NH,
o= LI
O2N HO3S SOzH

4

Abb. 3.2 Fluorierter Azofarbstoff

Fluor wird ferner in der Bioorganik und Medizin as Sonde genutzt. Es ist ein Reinelement
und besitzt den Kernspin %, ist aso fur die NMR-Spektroskopie zuganglich. Aus der
chemischen Verschiebung des Fluors oder Kopplung mit anderen Kernen lassen sich
Informationen Uber die chemische Umgebung des Atoms gewinnen. Durch die grof3en
Fortschritte im Bereich der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie findet Fluor als Sonde
immer grofRere Bedeutung.

8 markierte Analoga von Biomolekiilen kénnen mit Hilfe der Positronen-Emmissions-
Tomographie (PET) in vivo detektiert werden. Diese Methode nutzt Positronen emittierende
Nuklide, die an ein Biomolekll geheftet im Organismus in bestimmte Gewebe gelangen, sich
dort akkumulieren und detektiert werden konnen. Das Nuklid ‘8F verfigt tiber eine relative
lange Halbwertzeit (110 min), die fiir die PETT unerlasslich ist. ®F wird durch Beschuss von
“Ne mit Deuterium in einem Cyclotron oder Beschleuniger dargestellt. Es kann dann in ein
Fluorierungsmittel eingebaut werden.

Im Gewebe wandelt es sich durch das Aussenden eines Positrons in **0 um. Das Positron
interagiert mit einem Elektron in der Umgebung. Die dabei freiwerdende Gammastrahlung
wird durch einen beweglichen Detektor detektiert.
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Es ist bekannt, dass sich 5-Fluoruracil und 5-Fluor-2"-desoxyuridin selektiv in Tumorzellen
anreichern (Mercer et al., 1986). 5-[*®F]Fluor-2"-desoxyuridin wurde erfolgreich eingesetzt,
um PETT-Bilder eines Tumors beim Hasen zu erhalten (Abe et al., 1983). Obwohl der
technische Aufwand sehr grof3 ist und nur wenige Synthesen fir diese Halbwertzeit geeignet
scheinen, ist diese Methode gerade fur die medizinische Forschung von grof3er Bedeutung
(Katzenellenbogen, 1999).

3.3 Fluorierungsmittel

Mit der steigenden Bedeutung und wachsenden Anzahl von hoch- und niederfluorierten
Verbindungen wéchst auch die Fille an Synthesemethoden und Reagenzien. Zur Darstellung
hochfluorierter Verbindungen kommen im wesentlichen drei Verfahren in Betracht:
Fluorierung mit elementarem Fluor, mit fluoraktiven Metdlfluoriden oder die
Elektrofluorierung.

Diese Verfahren, die auf einem Austausch eines Wasserstoffatoms durch ein Fluoratom
und/oder auf einer oxidativen Fluorierung eines Kohlenstoffs- oder Heteroatoms beruhen,
sind meist unselektiv, was aber im Sinne elnes gewiinschten hohen Fluorierungsgrades ist.

Im Gegensatz dazu erfordert die Darstellung niedrigfluorierter Substanzen hochselektive
Fluorierungsmittel. Grundsétzlich gibt es bei der Darstellung fluorierter Substanzanaloga
zwei methodische Ansédtze. Die Fluorierung kann auf einer frihen Stufe erfolgen und die
folgenden Syntheseschritte eventuell modifiziert unter Beibehaltung des Konzepts
durchgefuhrt werden. In vielen Féllen éndert Fluor das Reaktionsverhalten der Moleklle
allerdings so drastisch, dass Reaktionsfolgen meist neu konzepiert werden missen. Die
Inkorporierung des Fluoratoms am Ende des Syntheseweges umgeht diese Problematik,
bedingt aber Fluorierungsmethoden, die sehr selektiv sind, das heil3t vorhandene funktionelle
Gruppen oder M ehrfachbindungen intakt lassen.

Darliber hinaus spielen nattrlich im industriellen Bereich Effizienz, Wirtschaftlichkeit,

Umweltvertréglichkeit und technischer Aufwand eine wichtige Rolle.

Im Folgenden werden wichtige Fluorierungsmittel und beispielhafte Anwendungen

beschrieben.
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3.3.1 Elementares Fluor

Fluorierungen in der Gasphase gehoren zu den dltesten Fluorierungsmethoden. Wurden diese
Reaktionen urspringlich in der Gasphase bei hohen Temperaturen durchgefthrt, wird das
Fluor in neueren Verfahren mit Stickstoff oder Helium verdinnt, um Fragmentierung von
langerkettigen oder verzweigten Verbindungen durch die hohe Reaktionswérme zu vermeiden
(Lagow & Margave, 1979). Die Reaktionen lassen sich so bel deutlich niedrigeren

Temperaturen durchfihren, bei denen auch Produktgemische vermieden werden kénnen.

Eine beispielhafte technische Anwendung ist die gleichzeitige Fluorierung und
Funktionalisierung von Polypropylen-Oberflachen, um deren Benetzungseigenschaften zu
verbessern (Abb.3.3).
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Abb. 3.3 Fluorierung und Funktionalisierung von Polypropylen (Adock et al.,1978)

3.3.2 Fluoraktive Metallfluoride

Metallfluoride konnen bei hoheren Temperaturen unter eigener Reduktion Fluor in freier
Form abgeben. Bekannte Beispiele sind AgF,;, MnF3, CeF,, BiFs. Am haufigsten werden
CoF; und KCoF; verwendet. Die Abgabe des Fluors wird durch folgende reversible
Gleichung beschrieben:

CoF; =<— CoF,+05F;
Fluoraktive Metallfluoride werden als feste , Transportform* des Fluors angesehen. Die

Reaktionen sind mit denen des freien Fluors verwandt. Die Fluorierungen sind wenig

spezifisch und lassen sich nur bedingt durch Temperatur oder Konzentration steuern.
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3.3.3 Elektrofluorierung

Diese Methode, die vor allem im industriellen Bereich von Bedeutung ist, eignet sich zur
Darstellung hochfluorierter Alkane. Das zu fluorierende Substrat wird in Fluorwasserstoff
vorgelegt. Zur Erhéhung der Leitféahigkeit werden einige Prozente Wasser oder ein Leitsalz
(NH4F) zugegeben. Die Elektrolysespannung liegt in der Regel unter dem

Abscheidungspotential von elementarem Fluor, um dessen Entstehung zu vermeiden.

Nachteilig bel diesem Verfahren ist, dass die meisten funktionellen Gruppen wie Amine oder
Carbonsduren nicht erhaten bleiben. Durch die Verwendung verschiedener
Anodenmaterialien (Nickel, Platin) oder Zusatz anderer Losungsmittel lasst sich aber die
Entstehung von Produktgemischen und das Auftreten unerwinschter Reaktionen
beei nflussen.

3.3.4 Metalfluoride

Aufgrund der leichten Zugéanglichkeit erfreuen sich Metallfluoride fir eine nukleophile
Substitution von Chlor, Brom oder lod grof3er Beliebtheit. Einfache Metallfluoride finden
auch Anwendung fir den Halogenaustausch an Heteroatomen wie Silicium (KF, AgF),
Phosphor (SbFs) oder Schwefel (PbFy).

Bel Naturstoffen kommen im wesentlichen Kupferfluorid oder Kupferhydrogenfluorid zur
Anwendung (Gerstenberger & Haas, 1981). Aus Grunden der Zugéanglichkeit wird hier oft
statt einem Halogen eine Tosylatgruppe als Abgangsgruppe eingesetzt. Eine besondere
Bedeutung kommt Molybdanhexafluorid zu, das je nach Reaktionsbedingungen sehr selektive
Fluorierungen moglich macht. Ungewohnlich ist Uranhexafluorid, welches als einziges

Fluorierungsmittel unter milden Bedingungen einen Aldehyd-Wasserstoff substituieren kann.

Ahnlich wie die Metallfluoride wirkt auch Tetrabutylammoniumfluorid. Es wird haufig zur
Fluorierung der Zuckerpositionen bei Nukleosiden eingesetzt. Auch hier muss zunéachst eine
Abgangsgruppe wie Mesylat oder Triflat eingefihrt werden (Kawasaki, 1993). Wasserfreies
Tetrabutylammoniumfluorid ist ein stark hygroskopisches Salz, das sich bei hdheren

Temperaturen explosionsartig zersetzt und so die Handhabung schwierig macht.
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Die nukleophile Substitution wird von aprotischen, polaren Ldsungsmitteln begunstigt.
Durch den Einsatz von chelatisierenden Kronenethern entstehen unsolvatisierte , nackte®
Fluorid-lonen, die aul3erordentlich nukleophil sind. Als Beispiele sind hier die Fluorierung
der Steroids 5 und des Nukleosids 7 gezeigt (Abb. 3.4).

Durch die Kombination von KF mit Kronenethern gelingt sogar die Substitution von
Halogenen wie Chlor oder Brom in akzeptablen Ausbeuten unter milden Bedingungen, wobel
reaktive funktionelle Gruppen intakt bleiben.
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Abb. 3.4 Fluorierungen mit KF und Kronenether

3.3.5 Fluorwasserstof f

Fluorwasserstoff hat das Potenzial Halogene gegen Fluor auszutauschen, sowie sich an
Doppel- oder Dreifachbindungen zu addieren. Jedoch ist die Handhabung von wasserfreiem
Fluorwasserstoff sehr aufwendig. Eine deutliche Verbesserung ergab sich durch die
Einfuhrung eines (HF),/Pyridin Gemisches durch Olah et al., 1973. Fluorwasserstoff 16st sich
gut in Pyridin. Eine ca. 70%ige Losung verliert bis 50°C kein HF, was deren Handhabung

wesentlich erleichtert.
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Wahrend HF in Pyridin eine schwéchere Saure als in reiner Form ist, wird die Nukleophilie
des Fluorid-lons erhoht. Sowohl die Addition an Doppel- und Dreifachbindungen, als auch
nukleophile Substitution mit dem Olah-Reagenz findet breite Anwendung. Ferner ermdglicht
es, Epoxide oder Azaridin-Ringe durch einen nukleophilen Angriffe zu 6ffnen (Abb. 3.5)
(Wadeet al., 1979).

] (HF),/Pyridin Q
© HO F
2 10
Ph COOQiPTr .
(HF),/Pyridin PhcltH—(le—Coolpr
N T F  NH
1l 12

Abb. 3.5 Ringoffnungen mit (HF),/Pyridin

3.3.6 Schwefeltetrafluorid und Analoga

Schwefeltetrafluorid gehoért zu den am héufigsten verwandten Fluorierungsmitteln
(Gerstenberger & Hass, 1981). Es verfugt Uber ein breites Anwendungsspektrum besonders
bei reaktionstrdgen Substraten. Hervorzuheben ist die Umwandlung von Carbonsduren in
Séaurefluoride oder CFs-Gruppen. Besonders bei der Generierung von CFs-Gruppen in
aromatische Systeme spielt Schwefeltetrafluorid eine wichtige Rolle. Darlber hinaus konnte
am Beispiel des Adamantan gezeigt werden, dass es sogar Wasserstoffatome an einem
tertidren Kohlenstoffatom substituieren kann (Khadin et al., 1979).

Allerdings ist die Handhabung nicht unproblematisch. Es verfugt tUber einen Siedepunkt

von —40°C und ist in seiner Toxizitdt mit Phosgen vergleichbar.

Vorteile bringt die Substitution von einem oder mehreren Fluor-Atomen durch sekundére
Amino-Funktionen. Die Amino-Derivate sind weniger fluchtig und somit sind keine

Druckreaktionen oder aufwendige Kuhlungen erforderlich. Durch die reduzierte Reaktivitat
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werden selektivere Reaktionen moglich und unerwinschte Umlagerungen  oder

Eliminierungen unterdriickt.

Der wohl bekannteste und prdparativ bedeutenste Vertreter dieser Gruppe ist
Diethlaminoschwefeltrifluorid 15 (DAST) (Abb. 3.6). Besonders in der Naturstoffsynthese ist
DAST von besonderer Bedeutung. Im Gegensatz zu den Metallfluoriden ist es moglich, eine
Hydroxylgruppe direkt zu substituieren, ohne vorher eine Abgangsgruppe einzufihren.
Eckstein und Bensder haben diesen Vortell bel der Synthese von geschitztem 2'-
Fluorguanosin genutzt (Eckstein & Bendler, 1992) (Abb. 3.6). Bel der Handhabung ist aber zu
beachten, dass sich DAST oberhalb von 50°C explosionsartig zersetzen kann.
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Abb. 3.6 Fluorierung mit DAST 15 (Eckstein & Bender, 1992)

3.4 Fluorierung von Nukleosiden

3.4.1 Fluorierungspositionen

Die Entwicklung von geeigneten Fluorierungsreagenzien hat es moglich gemacht, Fluoratome
oder CF,-Gruppen an verschiedenen Positionen von Nukleosiden und Nukleotiden

einzufiihren. Abbildung 3.7 gibt eine Ubersicht iber mdgliche Fluorierungspositionen.

Fluor-substituierte Analoga der natirlichen Nukleoside haben sich als antivirale Pharmaka,
als Zytostatika oder als Fungizide etabliert. Es ist nicht verwunderlich, dass ein hoher

Prozentsatz von fluorierten Nukleosiden oder Nukleotiden eine deutliche biologische
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Aktivitét zeigt, da durch die Einfuhrung des Fluors die dreidimensionale Geometrie nur wenig
beeinflusst wird.
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Abb. 3.7 Fluorierungspositionen an Nukleotiden (Bergstrom & Swartling, 1988)

3.4.2 Auswirkungen von Fluor in der 2"-Position

Uber ihre pharmakologische Wirkung hinaus dienen fluorierte Analoga auch als Sonden, um
Informationen Uber Strukturen, Wasserstoffbriicken oder Stabilisierungseffekte innerhalb von
Nukleinsduren zu gewinnen. Besondere Bedeutung kommt dabei den 2-Desoxy-2'-

fluornukleosiden zu.
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Abb. 3.8 Einfluss der Elektronegativitét der 2"-Substituenten auf die Ringkonformation

Die 2°-OH-Funktion ist mal’geblich an der strukturellen Vielfalt der RNA gegentber der

DNA verantwortlich. Sie ermdglicht als Wasserstoffbriickendonor die Ausbildung vieler
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Sekundérstrukturelemente. Durch ihren Austausch gegen Fluor 18sst sich gezielt ihr Einfluss
und ihre Funktion untersuchen.

Dariliber hinaus hat das Fluor aufgrund seiner hohen Elektronegativitdt einen Einfluss auf die
Ringkonformation. Ikehara konnte zeigen, dass nicht der sterische Anspruch des 2'-
Substituenten sondern dessen Elektronegativitét die Ringkonformation beeinflusst. Er konnte
am Beispiel des Desoxyadenosins, das in der 2°-Position verschiedene Substituenten tragt,
zeigen, dass mit steigender Elektronegativitdt sich das Verhdltnis zwischen N- uns S
Konformer zugunsten des N-Konformers (3 -endo) verschiebt (Ikehara, 1984). Diesen nahezu
linearen Zusammenhang zeigt Abbildung 3.8.
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4 Aufgabenstellung und Ziele

Diese Arbeit mochte einen Beitrag zur Strukturaufkldrung von kleinen DNA- und RNA-
Strukturen leisten.

Eine besonders interessante RNA-Struktur sind die Haarnadelschlaufen des UUCG-Typs
(Abb. 4.1), die Uber eine besonders hohe Stabilitét verfigen. Mit Hilfe von 2-Fluor
modifizierten Pyrimidinbausteinen, 2"-Desoxyuridin und einer dem Uridin isosteren Baustein
soll der Einfluss von Zuckerkonformation und Wasserstoffbriicken auf die Stabilitét innerhalb

der Schlaufenregion untersucht werden.

Us Ce
Uy Gy
C;—-G
G —Cy
C:1-6G
5 3

Abb. 4.1 UUCG-Haarnadel schlaufe

Dazu mussen die Phosphoramiditbausteine 22a/b, 23a/b und 26a/b (Abb. 4.2) synthetisiert
werden. Die Bausteine sollen dann an der festen Phase selektiv an verschiedenen Positionen

in die UUCG-Haarnadel schlaufen eingebaut werden.

Die erhaltenen Strange sollen nach Aufreinigung und Charakterisierung mit Hilfe von UV-
und CD-Spektroskopie untersucht werden. Die erhaltenen Schmelzpunkte und
thermodynamischen Daten sollen dazu beitragen, die ungewohnliche Stabilitét dieser
Haarnadel schleife besser zu verstehen.

Neben der NMR-Spektroskopie hat sich in den letzten zehn Jahren die ESR-Spektroskopie as
Methode zur Strukturaufklérung bel Biomakromolekilen, vor allem bei Proteinen etabliert.
Neben dem Vortell eines grofReren Zeitfensters, ist das bendtigte Probenvolumen deutlich
kleiner als bei der NM R-Spektroskopie.
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Es scheint besonders reizvoll, durch das Anbringen von paramagnetischen Sonden
Nukleinsduren und deren Dynamik zu untersuchen. Dartber hinaus konnen Absténde

zwischen zwei Sonden innerhalb eines Mol ekils bestimmt werden.

L\
N~ o)
(‘\NH ﬁN E‘\NH
DMTIO O  pmTo . O DMTIO N/g
I S R €,
_(N—P\ ~_CN _<N—P\O/\/C _(N—P\ ~_CN
22alb 23alb 26a/b

Abb. 4.2 Phosphoramiditbausteine zur Untersuchung der UUCG-Haarnadel sschlaufe

Einschrankend ist hier ist die aufwendige Synthese dieser mit Sonden markierten Proben. Im
Gegensatz zu bisherigen  Arbeiten, die die Synthese enes markierten
Phosphoramiditbausteines vorsehen, soll in dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden,
um die paramagnetischen Sonden (Spin label) wahrend der Festphasensynthese einzufihren.
Dadurch entféllt der synthetische Aufwand zur Darstellung der markierten Phosphoramidite
und die benttigte Menge des Spin-Labels wird stark reduziert. Diese Methode wirde es
ermdglichen, viele markierte Proben in kurzer Zeit darzustellen.

Dazu muss zunéchst ein fur Abstandsbestimmungen geeigneter Spin-Label (Abb. 4.3) in
achtstufiger Synthese dargestellt werden.

V4

Abb. 4.3 Paramagnetische Sonde fir Abstandsbestimmungen in Nukleinsauren
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Dieser soll mit Hilfe der Sonogashira-Kupplung wahrend der Festphasensynthese kovalent
gebunden werden. Schliefdlich mussen Aufreinigungs- und Charakterisierungsmethoden fir

die synthetisierten Stréange entwickelt werden.
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5 Synthese der Phophoramidit-Bausteine fur
die Untersuchung des UUCG-Hair pins

5.1 Mdglichkeiten zur Darstellung von 2 -fluorierten Pyrimidin-

Bausteinen

Zur Darstellung von 2"-Fluornukleosiden gibt esim wesentlichen drei Methoden:

1. Eine Mdglichkeit ist eine direkte Fluorierung eines entsprechend geschitzten Nukleosids.
Diese Methode findet vor allem bei Pyrimidinnukleosiden Anwendung.

2. Wenn eine direkte Fluorierung, vor allem bei Purinnukleosiden nur sehr schwer oder gar
nicht moglich ist, bietet es sich an, den entsprechend geschiitzten Zucker zu fluorieren
und anschlieffend durch eine Glykosilierung das gewiinschte Nukleosid darzustellen.

3. Es kann sich anbieten, schon einen Vorlaufer des Zuckers zu fluorieren, der dann nach

weiteren Syntheseschritten ebenfalls glykosiliert wird.

Abbildung 5.1 zeigt die ersten Schritte einer Synthese, bei der die Fluorierung schon an einem
Vorlaufermolekll des Zuckers erfolgt. Um die 27,2 -Difluorverbindung 17 zu erhalten, wird
das R-Enantiomer von 2,3-(Isopropylidendioxy)propanal 15 mit Ethylbromdifluoracetat unter
Reformatsky-Bedingungen umgesetzt. Man erhdlt das Diastereoisomerengemisch 16a/b,
wobel das gewtinschte Stereoisomer im Verhdtnis 3:1 entsteht. Nach saurer Abspaltung der
Isopropyliden-Gruppe wird nach dem Ringschluss das Lacton silyliert. (Hertel et al., 1988).

. t-BuMe,SiO o
BrCFZCOZEt 1. H30 g F>=0
\_g( \_%( 2. t-BuMe,SiX
t-BuMe,SO  F
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15 16a/b 17

Abb. 5.1 Schltisselschritte bel der Fluorierung eines Zuckervorlaufers
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In dieser Arbeit wurde die Darstellung von der 2'-fluorierten Pyrimidinbasen auf der Stufe
des Nukleosids vollzogen. Insbesondere das Uridin ist durch seine Anhydroverbindung fir die
Fluorierung in der 2’-Position leicht zuganglich. Das Cytidinanalogon lésst sich durch eine

Umwandlung aus einem 2"-fluorierten Uridinbaustein darstellen.

5.2 Darstellung der 2'-fluorierten Uridin- und Cytidinphosphor -

amidite

5.2.1 Darstellung von 2,2"-Anhydro-1-(3-D-arabinofuranosyl)uracil 19

Die Anhydroverbindung des Uridins 19 ist ein Schltsselmolekil, das es erlaubt, an der 2'-
Position selektiv Substituenten in der ribo-Konformation einzufihren. Dieses ist unter
anderem fur Fluor, Chlor, Brom, lod und eine Aminofunktion beschrieben (Codington et al.,
1964).

Die Darstellung von Anhydrouridin 19 ist zum ersten Ma von Hampton et al. mit
Dimethylformamid als Losungsmittel beschrieben worden (Hampton et al., 1966). Eine
Ausbeutesteigerung kann durch Hexamethylphosphorsauretriamid (HMPT) erzielt werden
(Verheyden et al., 1971).

Bel der Reaktion werden Uridin, Diphenylcarbonat und eine katalytische Menge
Natriumhydrogencarbonat in HMPT geldst und flr zwanzig Minuten auf 150°C erhitzt. Nach
der Aufarbeitung und der Umkristallisation aus Methanol erhat man in 84%iger Ausbeute das
gewunschte Produkt (Abb. 5.2).
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Abb. 5.2 Darstellung von Anhydrouridin 19
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Die Charakterisierung erfolgte durch *H- und **C-Spektroskopie sowie durch die Bestimmung
des Schmelzpunktes.

5.2.2 Darstellung von 2" -Fluor-2"-desoxyuridin 20

Zur Einfuhrung des Fluorsubstituenten an der 2'-Position wurde Verbindung 19 mit dem
Olah-Reagenz (HF)./Pyridin (Olah et al., 1979) in absolutem Dioxan umgesetzt. Dieses hat
im Gegensatz zu reiner Flusssaure den Vortell, besser handhabbar zu sein. In einem
Teflongefald wird die Mischung fir 48 Stunden bel einer Temperatur von 120°C gerthrt (Abb.
5.3).

O O

N NH
L LA
Ho— o N . HO NIRS

(HF),/Pyridin 0

abs. Dioxan
40%
HO HO F
19 20

Abb. 5.3 Fluorierung der Anhydroverbindung 19 mit (HF)./Pyridin

Es zeigte sich, dass die genaue Einhaltung der Reaktionsbedingungen fUr die Ausbeute von
grofRer Bedeutung ist. Tabelle 5.1 zeigt verschiedene Versuchsbedingungen und die daraus

resultierenden Ausbeuten.

Temperatur [°C] Zeit [h] Ausbeute[%] 20
105 48 0
115 24 12
120 24 34
120 48 40
125 24 18

Tabelle 5.1 Reaktionsbedingungen und —ausbeuten der Fluorierung mit (HF),/Pyridin
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Fur den Mechanismus dieser Reaktion werden zwei Stadien postuliert. Zundchst kommt es
bei der Reaktion von HF mit der Anhydroverbindung 19 zu einer Protonierung von N3.

Durch den nukleophilen Angriff eines Fluoridions an C2" wird dann die Anhydrobindung
gedffnet. Bei der Umsetzung der Verbindung 19 mit Chlorwasserstoff kann die protonierte
Zwischenstufe as Hydrochlorid sogar als kristallines Produkt isoliert werden (Codington et
al., 1964).

Bel dieser Reaktion ist unbedingt auf absolute Wasserfreiheit zu achten. Die mégliche
Hydrolyse der protonierten Anhydroverbindung lauft schneller ab als der nukleophile Angriff
auf C2" und fhrt zu der entsprechenden 2"-arabino-Verbindung.

Auch bei Verwendung von absolutem Dioxan verléauft die Reaktion nur mit einer Ausbeute
von maximal 40%. Neben dem gewlnschten Produkt entstehen verschiedene Nebenprodukte.
Ausserdem lassen sich nach der Aufarbeitung und Aufreinigung bis zu 40% des Edukts
reisolieren. Die Charakterisierung erfolgte durch *H- und **C-NMR-Spektroskopie, durch

Bestimmung des Schmelzpunktes sowie Massenspektrometrie.

5.2.3 Schitzung der 5"-OH-Funktion

Fir die Schitzung der 5-OH-Funktion von Baussteinen, die in der Oligonukleotid-
festphasensynthese eingesetzt werden sollen, konnen die Dimethoxytriphenylmethyl-
(Dimethoxytrityl, DMTr), die M onomethoxytri phenylmethyl - oder die
Triphenylmethylschutzgruppe eingesetzt werden. Mit jeder zusétzlichen Methoxyfunktion an
der Tritylgruppe steigt die Saurelabilitéat dieser Schutzgruppe um den Faktor 10 (Smith et al.,
1962). Da fir die Festphasensynthese eine mdoglichst starke Saurelabilitdt von Vorteil ist, hat
sich die DM Tr-Gruppe zunehmend durchgesetzt.

Aufgrund ihres sterischen Anspruches zeigt die Dimethoxytritylschutzgruppe eine hohe
Selektivitéat fur die primédre 5 -OH-Funktion. Mehrfach tritylierte Nebenprodukte werden in
der Regel nur zu einem geringen Prozentsatz gefunden. Die Gruppe lasst sich mit 3%iger
Trichloressigsaure in Dichlormethan innerhalb von 60 Sekunden (Oligonukleotid-
festphasensynthese) oder mit 80%iger Essigsaure innerhalb weniger Minuten bel
Raumtemperatur abspalten.

Darliber hinaus bietet die Dimethoxytritylgruppe einen weiteren Vortell. Da das Kation

nach der Abspaltung im sichtbaren Bereich des Wellenlangen-Spektrums bei 498 nm
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absorbiert, ist es moglich, nach jedem Kupplungsschritt wahrend der Festphasensynthese die
Kupplungsausbeute zu quantifizieren.

Zu Einflhrung der Dimethoxytritylschutzgruppe wurde 2°-Fluor-2"-desoxyuridin 20 in abs.
Pyridin geldst und mit 1,5 eq Dimethoxytritylchlorid sowie 1,5 eq Triethylamin versetzt. Die
Reaktion verlief in 4 Stunden mit einer Ausbeute von 81% zu Verbindung 21 (Abb. 5.4). Die
Charakterisierung erfolgte durch 'H- und *3C-NMR-Spektroskopie sowie durch

M assenspektrometrie.
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Abb. 5.4 Schitzung der 5"-OH-Funktion

5.2.4 Phosphitylierung

Phosphoramidite haben sich heute sowohl in der chemischen DNA- as auch RNA-Synthese
als Standardbausteine durchgesetzt (Scaringe et al., 1990). Dabel wird ein dreiwertiger
Phosphor mit einer N,N-Diisopropylaminogruppe als auszutauschende Amiditkomponente
(Adams et al., 1983) und der 3-Cyanoethylrest als Schutzgruppe verwendet.

Als  Standardphosphitylierungsreagenz wird dabei  2—Cyanethyl-N,N-diisopropyl-
chlorphosphoramidit in abs. Dichlormethan oder Tetrahydrofuran in Gegenwart von N,N-
Diisopropylamin eingesetzt. (Sinhaet al,. 1983; McBride & Caruthers, 1983; Gait, 1984).

Die Phosphitylierung der Verbindung 21 wurde in Dichlormethan unter Zusatz von drei
Aquivalenten N,N-Diisopropylethylamin (Hiinigs-Base, DIPEA) bei 0°C durchgefiihrt (Abb.
5.5).
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Abb. 5.5 Phosphitylierung der Verbindung 21

Die Charakteriserung erfolgte durch 'H- und 3'P-NMR-Spektroskopie sowie durch
Massenspektrometrie.  Im  *!P-NMR-Spektrum erkennt man deutlich die beiden
Diastereoisomere 22a/b, die jeweils durch die Phosphor-Fluor Kopplung (*J».=9,4 bzw. 9,7
Hz) in zwel Dupletts aufgespalten sind (Abb. 5.6).

] ] i I Ll I T T T I T T T I T T T T ] ] I

|
151.86 151.6 151.
Abb. 5.6 Ausschnitt aus dem *'P-NM R-Spektrum von 22a/b

5.2.5 Umwandlung von 22a/b in sein Cytidinanalogon 23a/b

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nicht nur 2" -Fluoruridin sondern auch 2'-Fluorcytidin als

Amiditbaustein fur die Oligonukleotidfestphasensynthese dargestellt werden. Grundsétzlich
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kann das bewerkstelligt werden, indem zunéchst die 2'-Hydroxylfunktion von Cytidin
invertiert und mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid in eine gute Abgangsgruppe Uberfihrt
wird. Die Fuorierung kann anschlieRend mit Tetrabutylammoniumfluorid durchgefihrt
werden. Die Schitzung der 5°-Position sowie die Phosphitylierung erfolgt analog des Uridin-
Bausteines.

1982 hat Divakar die Umwandlung des Uridin-Bausteines in ein Cytidinanalogon mit
1,2,4-Triazol auf der Ebene des 2"-Fluor-2"-desoxyribofuranosids beschrieben (Divakar et al.,
1982).

In dieser Arbeit ist die Umwandlung auf der Amiditebene (Strube, 1997) vollzogen
worden. Dabei wird das 2"-Fluor-2"-desoxyuridinphosphoramidit 22a/b mit 1,2,4-Triazol und
POCI3 in Acetonitril umgesetzt (Klebba, 1996). Die Umwandlung auf Amiditbasis hat im
Vergleich zu den oben beschriebenen Methoden das Einsparen mehrer Reaktionsschritte zur
Folge.

Neben einem strikten Feuchtigkeitsausschluss lief3en sich die besten Ausbeuten bei einer
Reaktionszeit von zwel Stunden unter Eiskihlung und einer weiteren Stunde bei
Raumtemperatur erzielen.

Aufgrund der basenlabilen Cyanoethylgruppe und der saurelabilen Tritylschutzgruppe
muss ferner auf elnen neutralen pH-Wert geachtet werden. Bei diesen Reaktionsbedingungen
erhalt man das Cytidinanalogon 23a/b in einer Ausbeute von 79% (Abb. 5.7).

N
\
0 U
NH N
| /L | SN
DMTFO N~ O /Q
(@) POCl, DMTIO N~ O
1,2,4-Triazol (@)
44 o L Acetonitril, 0°C
79%
N—Pfo _~_CN i [ o F
‘( N—P\O _~_CN
22a/b 23alb

Abb. 5.7 Umwandlung von 22a/b in das Cytidinanalogon 23a/b

Der Baustein 23a/b wird dann direkt in der Festphasensynthese eingesetzt. Bel der
Aufarbeitung nach der Oligonukleotidsynthese mit Ammoniak/Methanol bei 55°C fir 16 h

wird das 1,2,4-Triazol gegen eine Aminogruppe substituiert.
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Die Charakteriserung erfolgte durch 'H- und 3'P-NMR-Spektroskopie sowie durch
M assenspektrometrie.

Abbildung 5.8 zeigt die Darstellung der 2'-fluorierten Uridin- und Cytidinbausteine 22a/b
und 23a/b in einer Ubersicht.
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Abb. 5.8 Syntheselibersicht zu den Zielmolekilen 22a/b und 23a/b
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5.3 Darstellung von 2"-Desoxyur idinphosphor amidit 26a/b

Ausgehend von 2'-Desoxyuridin 24 wird zunachst wie in Kapitel 5.2.3 beschrieben die 5'-
OH-Funktion mit Dimethoxytritylchlorid geschiitzt.

5-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 25 wird in einer Ausbeute von 86%
erhalten (Abb. 5.9). Die Charakterisierung erfolgte durch *H-NMR-Spektroskopie sowie
durch Massenspektrometrie.

Analog Kapitel 5.2.4 wird die Verbindung 25 in Dichlormethan mit DIPEA und
2-Cyanoethyl-N,N-diisopropyl chlorphosphoramidit zu 26a/b in 83%iger Ausbeute umgesetzt
(Abb. 5.9). Die Charakterisierung erfolgte durch *H- und *'P-NMR-Spektroskopie sowie
durch Massenspektrometrie.
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Abb. 5.9 Syntheselibersicht zum Zielmolekll 26a/b
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6 Synthese und Charakterisierung der

Oligonukleotide

6.1 Synthese von Oligonukleotiden

Ein Oligonukleotid ist eine einzelstrangige Kette, die aus einzelnen Uber
Phosphordiesterbriicken verbundenen Nukleosiden besteht. Dabei dienen jeweils die 5°- und
3 -Hydroxylfunktionen as Verbindungsstellen. Bei dem Aufbau von Oligonukleotiden
handelt es sich um einen repetetiven Prozess, bei dem durch Polykondensation aktivierter
Desoxyribonukleotide oder Ribonukleotide Desoxyribo- bzw. Ribonukleinsduren entstehen.
Grundsétzlich kann dieser Aufbau in 5°-3" oder in der 3"-5" Richtung erfolgen.

Wahrend bei der enzymatischen Synthese (Milligan, 1987) basierend auf 5'-
Triphosphatbausteinen die erste Mdaglichkeit genutzt wird, hat sich be der
Festphasensynthese die Richtung 3°-5" durchgesetzt. Hierbel wird die hthere Reaktivitédt der
priméren 5-OH Funktion gegeniber der sekundéaren 3-OH-Funktion ausgenutzt (Engels,
1989).

Das Prinzip der Festphasensynthese wurde in den finfziger und sechziger Jahren von Bruce
Merrifield am Beispiel der Polypeptide entwickelt (Merrifield, 1963). Diese Technik konnte
von Robert Letsinger auf die Oligonukleotidsynthese Ubertragen werden (Letsinger et al.,
1976).

Durch die Entwicklung geeigneter und hochleistungsféhiger Syntheseautomaten hat sich
die Festphasensynthese zur Darstellung von Oligonukleotiden durchgesetzt. Nur sehr lange
Nukleotide werden enzymatisch synthetisiert.

Die Festphasensynthese bietet den Vortell, dass durch die ermdglichte Automatisierung
mehrere Strange gleichzeitig aufgebaut werden kénnen. Durch die Fixierung an der festen
Phase konnen die Reagenzien durch einfache Waschprozesse entfernt werden, eine
Aufreinigung nach jeder Kupplung entféllt. Limitierender Faktor waren effiziente chemische
Verknupfungsmethoden, die moglichst hohe Ausbeuten bei der Internukleotidbindung

garantieren.
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Seit den Anfangen in den siebziger Jahren sind bis heute die Phosphordiester-,
Phosphortriester-, H-Phosphonat- und Phosphoramiditmethode entwickelt worden. Sie
variieren im wesentlichen in der Art des Aufbaus des Zuckerphosphatriickgrates wahrend der
Synthese und der damit verbundenen Monomere und Aktivatoren. Im folgenden sind die

verschiedenen Methoden beschrieben.

6.1.1 Phosphordiester-Methode

Die Phosphordiester-Methode ist von Khorana eingefihrt worden und basiert auf der
Verknipfung eines 3’-Phosphorsduremonoesters mit der 5-OH-Funktion eines zweiten
Nukleosids (Abb. 6.1). Die Phosphorsdurediesterbindung wird mit Hilfe von
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) geknupft (Khoranaet al., 1979).

DMTrO Base
)
DMTrO o Base HO o Base
N DCC (|J R
HO—P=0
(l) R AcO R (l) Base
HO—P=0 ©
Og R =H oder OTBDMS
AcO R

Abb. 6.1 Oligonukleotidsynthese nach der Phosphordiester-Methode

Bel dieser Methode treten eine Vielzahl von Nebenprodukten auf, unter anderem kénnen sich
durch eine weitere Ankntpfung an eine bereits bestehende Phosphordiesterbindung vernetzte
Oligonukleotide ausbilden.

Aufgrund dieser Nachteile hat sich die Phosphordiester-Methode nicht durchsetzen kénnen
und besitzt nur noch historische Bedeutung.

6.1.2 Phosphortriester-Methode

Dieses Verfahren ist eine Welterentwicklung der Phosphordiester-Methode (Narang et al,
1980). Durch das Einfuhren einer Schutzgruppe am Phosphor, wie zum Beispiel der
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[—Cyanoethylgruppe, konnen Nebenreaktionen und vor alem die Vernetzung der
Oligonukleotide vermieden werden.
Diese Methode wurde sowohl in flissiger als auch an fester Phase erprobt. Bei der Reaktion
entstehen unter Einwirkung von Arylsulfonsdureazoliden als Kupplungsreagenzien
Phosphortriester (Abb. 6.2).

Problematisch ist die mégliche O(6)-Phosphorylierung am Guanin, die im Gegensatz zur
Phosphitylierung nicht reversibel ist. Dadurch kénnen unerwiinschte Kettenverzweigungen

auftreten.
DMTrO Base
@)
DMTrO o Base HO o Base
+ Azolid _ O R
> [
RO—P=0
(l) R AcO R (l) Base
RO—F|>—O O
Og R = H oder OTBDMS
, O R
R” = Schutzgruppe Ac

Abb. 6.2 Oligonukleotidsynthese nach der Phosphortriester-Methode

6.1.3 H-Phosphonat-M ethode

Wahrend die Phosphorsaurediester- und Phosphorsauretriester-Methode heute keine
Bedeutung mehr besitzen, wird die H-Phosphonat-Methode =zur Darstellung von
Nukleosiddimeren in Lodsung oder fir sterisch anspruchsvolle Phosphorriickgrat-
Modifikationen eingesetzt (Garegg et al., 1986).

An fester Phase erfolgt die Kupplung nach Abspaltung der 5-OH-Schutzgruppe des am
Tréger gebundenen Monomers mit einem durch Pivaloylchlorid aktiviertem Phosphonat
(Abb. 6.3).
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Der Oxidation erfolgt erst am Ende der gesamten Oligonukleotidsynthese, wodurch die
Zykluszeiten verkirzt werden. Ein Nachteil dieser Methode ist die durch den Aktivator
eingeleitete Bildung acylierter Nebenprodukte, wie z.B. auftretende Biacylphosphite
(Froehler et al., 1986).

DMTrO Base
0
DMTrO Base HO Base
O N O Pivaloylchlorid, O R
H—P=0
O R O R (l) Base
H—F:’ZO Tragef‘f o
O R = H oder OTBDMS
O R
Trager‘ﬁ

Abb. 6.3 Oligonukleotidsynthese nach der H-Phosphonat-M ethode

6.1.4 Phosphoramidit-Methode

Die wichtigste Methode zur Darstellung von Oligonukleotiden ist die Phosphoramidit-
Methode (Phosphittriester-Methode) (Sinha et al, 1983). Da die Kupplungsausbeuten sehr
hoch sind (>99% fur DNA, >97% fir RNA pro Kupplung) liegt den meisten
Syntheseautomaten diese Methode zu Grunde.

Im Gegensatz zur H-Phosphonat-Methode werden Monomere mit dreiwertigem Phosphor
eingesetzt. Dabei wird die 5-Hydroxylfunktion eines tragergebundenen Nukleosids mit
einem geschitzten Nukleosidphosphoramidit zu einem Phosphittriester umgesetzt. Als
Aktivator wird in der Regel 1H-Tetrazol verwendet. Abbildung 6.5 zeigt das Syntheseschema
der Phosphoramidit- Festphasenmethode.

Als Startnukleosid wird ein beliebiges 5°-Dimethoxytrityl-geschiitzes Nukleosid eingesetzt,
das Uber seine 3"-Hydroxylfunktion Uber einen Spacer (Succinyllinker) an einem festen

Tréger immobilisiert ist.
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DMTrO Base
o)

CPG H o) R = H oder OTBDMS

Abb. 6.4 Immobilisiertes Startnukleosid bei der Festphasensynthese

Bel diesem Trager handelt es sich um ,controlled pore glass® (CPG), das eine definierte
PorengroRe (meist 500 A oder 1000 A) besitzt. Es ist chemisch inert und erméglicht tber
Aminofunktionen die kovalente Anknipfung des Startnukleosids (Abb. 6.4)

Die wesentlichen Schritte des repetetiven Synthesezyklus sind:

e Abspatung der 5'-Dimethoxytritylgruppe mit 3%iger Trichloressigsaure in
Dichlormethan

» Aktivierung des zu kuppelnden Monomers mit 1H-Tetrazol

*  Kupplung des Amidits (0,1M in Acetonitril)

e Maskierung der noch frelen, nicht abreagierten 5-OH-Funktionen mit
Acetanhydrid/2,6-Lutidin/Tetrahydrofuran und 1-Methylimidazol in Tetrahydrofuran
(Capping). Dieser Schritt dient der Vermeidung von Fehlsequenzen wahrend der
weiteren Synthese

»  Oxidation des Phosphits zum Phosphat mit lod in Wasser/Pyridin/Tetrahydrofuran

* Beginn eines neuen Zyklus

Zwischen den einzelnen Schritten werden Waschschritte mit Acetonitril durchgefihrt. Nach
der kompletten Synthese wird das Oligonukleotid zum Abspalten vom Trager und zur
Entfernung der Basenschutzgruppen mit konz. Ammoniak behandelt. Hierbei variieren
Einwirkzeit und Temperatur in Abhangigkeit der vorhandenen Schutzgruppen oder
M odifikationen.
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DMTrO Base
o)
Oligonukleotid | «——
Entschitzen
0]
NC ™ OmwP=0 DMTIO S Base
6 Base
)
Oxidation - -0
ager
I,/H,O

Detritylierung
ClsCCOOH

Base

DMTrO—b}

NC
\/\OmP

HO
| (@]
0 Base
(@]

_ Kupplung Aktivierung
Capping Tetrazol
Ac,0O
DMTrO Base
AcO Base
R,
|
ot
N

Abb. 6.5 Zyklus der Oligonukleotidfestphasensynthese nach der Phosphoramiditmethode

6.1.4.1 Basenschutzgruppen

Neben der 3-Cyanoethylschutzgruppe fur das Phosphoratom miissen auch die exocyclischen

Aminofunktionen der Basen geschitzt werden. Als Standard haben sich hier die
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Benzoylschutzgruppe fur Adenin und Cytosin, sowie die Isobutyrylgruppe fir Guanosin
etabliert. Diese sind bel 55°C in konz. Ammoniak in einem Zeitraum von acht Stunden
abspaltbar.

Um die Entschitzungszeiten zu verkirzen, kann die von Schulhof engefiihrte
Phenoxyacetyl schutzgruppen (PAC) verwendet werden (Schulhof et al., 1987). Da es bel
dieser Schutzgruppe zu Lodlichkeitsproblemen vor alem beim Guanosinphosphoramidit
kommt, werden die Isopropyl- oder tert.-Butyl phenoxyacetyl schutzgruppen (TAC) eingefiihrt
(Abb. 6.6).

Diese Schutzgruppen konnen mit konz. Ammoniak innerhalb von 15 Minuten bei 55°C

oder innerhalb von zwel Stunden bel Raumtemperatur abgespalten werden (Sinha et al.,
1993).
Eine Weiterentwicklung, bel der die Abspaltung vom Trager und das Entschiitzen der
Basenpositionen innerhalb von zehn Minuten moglich sind, ist das ,AMA“-Reagenz. Es
besteht aus einer Mischung von wassriger Ammoniumhydroxidldsung und Methylamin (1:1).
Wahrend Adenin benzoyl- und Guanin isobutyrylgeschitzt sein kdnnen, muss fur dieses
Verfahren Cytidin acetylgeschitzt sein. Die Abspaltung vom Tréger erfolgt in finf Minuten
bei Raumtemperatur, die Abspaltung der Schutzgruppen in weiteren finf Minuten bei 65°C.

O
</N | N
AL O+
H
Zuckér

Abb. 6.6 tert.-Butylphenoxyacetyl-Schutzgruppe am Guanosin

6.1.4.2 Alternativen zu 1H-Tetrazol

Die Starke der Phosphoramiditmethode liegt in der effektiven Aktivierung der Monomere
durch 1H-Tetrazol, damit diese in moglichst quantitativer Ausbeute mit der freien 5-OH-
Funktion reagieren. Das 1H-Tetrazol protoniert zunéchst den Phosphor, um dann nukleophil
die Diisopropylgruppe zu substituieren (Abb 6.7). Diese reversible Protonierung und
Substitution fuhrt zu einem sehr reaktiven Zwischenprodukt, das eine schnelle und effiziente
Kupplung ermdglicht (Dahl et al, 1987).
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Durch eine hohere Aziditét kann die Protonierung und damit die Aktivierungsgeschwindigkeit
verbessert werden. 5-Ethylthio-1H-tetrazol oder 5-Methylthio-1H-tetrazol nutzen diesen
Effekt und werden vor allem bel der RNA-Synthese eingesetzt, um die Kupplungsausbeuten
Zu verbessern. Jedoch werden mit zunehmender Aziditdt auch immer grof3ere prozentuale
Anteile der surelabilen Dimethoxytrityl schutzgruppe abgespalten.

Ein anderer Ansatz neben der Steigerung der Aziditét ist die Steigerung der Nukleophilie
des Aktivators. Dicyanoimidazol (DCI) weist bel einer geringeren Aziditdt gegentiber 1H-
Tetrazol (pKa 5,5 gegentiber 4,8) eine deutlich hohere Nukleophilie auf. Aufgrund der
dadurch verbesserten Kupplungsausbeuten wird DCI vor alem bei Synthesen sehr langer
Oligonukleotide oder bel reduzierten Monomerkonzentrationen eingesetzt. Ein weiterer
Vorteil ist die bessere Loslichkeit von DCI gegeniiber 1H-Tetrazol. So lasst sich eine héhere

Konzentration des Aktivators bei der Kupplung realisieren.

o
DMTrO 4 _N DMTrO DMTrO
N 0 0
_H
_N
A(_NOR 4(_@§0R =N L0 R
“OEtCN /| OEtCN Nx “OEtCN
( \ H ~
<N~N
78\
N
N/
©

Abb. 6.7 Mechanismus der Aktivierung mit 1H-Tetrazol

6.1.4.3 Unterschiede zwischen DNA- und RNA-Synthese

Bei RNA muss im Gegensatz zu DNA zusétzlich die vorhandene 2"-OH-Funktion geschiitzt
werden. HierfUr sind Silylschutzgruppen geeignet, die bei den Synthesebedingungen stabil
sind und erst nach Abspaltung vom Tréger und Entschiitzen der basenlabilen Schutzgruppen
mit Fluoridionen abgespalten werden. Als Standardschutzgruppe hat sich die tert.-
Butyldimethylsilylschutzgruppe etabliert.

Durch den sterischen Anspruch der 2'-Schutzgruppe vermindern sich bel der RNA-
Synthese allerdings die Ausbeuten, da der Angriff der 5-OH-Funktion auf den aktivierten
Phosphor erschwert wird. Diesem Problem kann durch die Verwendung effizienterer

Aktivatoren (siehe 6.1.4.2) gemindert werden.
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1997 ist mit der Triisopropylsilyloxymethylgruppe (TOM) eine neue Schutzgruppe eingefuhrt
worden (Pitsch et al., 1997). Durch den Einbau eines ,, Spacers’ ist die sterisch anspruchsvolle
Triisopropylsilylgruppe  von dem  Phosphorzentrum  weiter entfernt und  die
Kupplungsausbeuten sind durch einen erleichterten Angriff auf den Phosphor deutlich
verbessert (Abb. 6.8). Sie liegen bei 99% und sind somit mit den Ausbeuten bei der DNA-
Synthese vergleichbar.

Die Aufarbeitungss und Entschitzungsbedingungen éndern sich durch die TOM-
Schutzgruppe nicht.

DMTrO

AAN—P e o\/o\SiJ—
—( OEtN — T

Abb. 6.8 TOM geschuitztes Phosphoramidit

6.2 In dieser Arbeit synthetisierte RNA-Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit synthetisierten Oligonukleotide wurden nach der Phosphoramidit-
Methode an Syntheseautomaten der Firma Eppendorf Biotronik (Modell D300+) und
PerSeptive Biosystems (Modell Expedite 8905) hergestellt. Als Tréagermaterial wurde CPG-
Tréger mit einer PorengrofRe von 500 A in einem Mal3stab von 1 umol eingesetzt.

Die Standardnukleosidphosphoramidite und Synthesereagenzien (siehe Chemikalienliste)
sind kommerziell erhdltlich. Als Aktivator wurde Dicyanoimidazol eingesetzt. Die
Kupplungszeiten lagen bei 10 min pro Amidit. Die genauen Protokolle sind im Anhang
beschrieben.

Abbildung 6.9 zeigt die modifizierten Phosphoramidite und deren Kurzbezeichnungen. Der
Index ,F* steht fur die Fluorsubstitution an der 2'-Position, die Hoch- oder Tiefstellung gibt
jeweils die arabino- oder ribo-Stellung an. Zum Einbau dieser modifizierten
Nukleotidbausteine konnten ebenfalls die Standardprotokolle verwandt werden. Wahrend die
Bausteine 22a/b (Ug), 23a/b (Cr) und 26a/b (dU) im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert
worden sind, ist der Baustein 27a/b (U") von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Victor Marquez
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und der Baustein 28a/b von Dipl. Chem. Jorg Parsch zur Verfigung gestellt worden. Tabelle
6.1 zeigt die dargestellten Oligonukleotide und deren Bezeichnungen.

N
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0 N~
(‘\ NH ﬁ N
|\|/k O |\|/g 0
DMTrO DMTrO
0 0

‘<N—P\ _~_CN ‘<N—P\ ~_CN
22alb 23a/b
Ur Cr
O O
(‘\NH (‘\NH
N/go N/go
DMTrO DMTrO
(@) O
F

26a/b 27a/b
du = uF
DMTrO F
(@)

Abb. 6.9 Modifizierte Bausteine fur die RNA-Synthese mit Kurzbezeichnungen
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Abkiirzung Sequenz5 - 3 Berechnete Masse | Gefundene Masse
RNA 10mer [Da] [Da] (MALDI)

HP1 |CGC-UUCG-GCG 3151,95 3152,56
HP2* |[CGC-UfUCG-GCG 3153,94 3150,20
HP3* |[CGC-UUCG-GCG 3153,94 3152,77
HP4* |CGC-UUC:G-GCG 3153,94 3153,59
HP5* |CGC-UfUrCG-GCG 3155,93 3154,08
HP6* |CGC-UUCEG-GCG 3155,93 3155,82
HP7* |CGC-UUrC:G-GCG 3155,93 3153,96
HP8* |[CGC-UfUrC:G-GCG 3157,92 3156,48
HP9 |CGC-U'UCG-GCG 3153,94 3165,91
HP10 |CGC-UU'CG-GCG 3153,94 3153,01
HP11 [CGC-U'U'CG-GCG 3155,93 3157,83
HP12 [CGC-U'UC:G-GCG 3155,93 3162,12 (Li-Add.)
HP13 [CGC-UUTC:G-GCG 3155,93 3154,16
HP14 |CGC-dUUCG-GCG 3134,94 3134,00
HP15 |CGC-UdUCG-GCG 3134,94 3134,32
HP16 |CrGC-UUCG-GCG 3153,94 3156,21
HP17 |CGC~UUCG-GCG 3153,94 3154,79
HP18 |CGC-UUCG-GC:G 3153,94 3150,92
HP19 |CrGC-UUCG-GC:G 3155,93 3154,08
HP20 |CrGCrUUCG-GC:G 3157,92 3158,99
HP21 |CrGCrUFUFC:G-GC:G 3163,89 3161,65
HP22 [CGC-BUCG-GCG 3155,93 3154,08
HP23 |CGC-UBCG-GCG 3153,94 3153,40
HP24 |CGC-BBCG-GCG 3153,94 3161,81 (Li-Add.)

Tabelle 6.1 Ubersicht tber die synthetisierten Oligonukleotide sowie deren berechnete und
gefundenen Massen. (*) Zu den Daten siehe Strube, 1997.
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6.2.1. Entschiitzung

Die Abspaltung der Oligonukleotide vom Tréger erfolgte durch Behandlung mit 32%igen
Ammoniak bel 55°C Uber Nacht. Zum Abtrennen des CPG-Trégers wurde Uber einen
Sterilfilter mit Zelluloseacetatmembran (Nalgene 0,2 um) abfiltriert und die verbliebene

Losung bis zur Trockne an einem Speed-V ac Konzentrator evaporiert.

Die Abspaltung der noch verbliebenen Silylschutzgruppen an der RNA erfolgte mit 1 ml
Triethylamin Trihydrofluorid in 24 Stunden bel Raumtemperatur (Westmann, 1994). Nach
der Einwirkzeit wurde die Losung mit 3 ml vorgekihltem n-Butanol versetzt und vier
Stunden bei —20°C stehen gelassen.

Das gewunschte Oligonukleotid sowie Abbruchsequenzen fielen dabei schlierenartig als
weil3er Feststoff aus. Die RNA wurde durch Zentrifugation bei 10.000 rpm innerhalb von
zehn Minuten pelletiert und der Uberstand abdekantiert. Zu dem Pellet wurden 500 pl Ethanol

gegeben und bis zur Trockene evaporiert, um vorhandene Butanolreste zu entfernen.

6.3 Aufreinigung der RNA-Oligonukleotide

6.3.1 Anionenaustausch-HPLC

Zur Aufreinigung der Roh-RNA stehen grundsétzlich zwel Methoden zur Verfliigung. Zum
einen ist es moglich, das gewtnschte Nukleotid durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) von den Abbruchsequenzen zu trennen. Die Separation erfolgt hierbel durch
Ladungsdifferenzen. Diese Technik ist allerdings zeitaufwendig und bringt den Nachteil einer
aufwendigen Reisolierung aus dem Gel. Wahrend diese Methode vor allem fur langere
Nukleotide (>30) verwendet wird, hat sich fur kirzere Strange die Anionenaustausch-HPLC
etabliert. Da es sich bel den in dieser Arbeit synthetisierten Strangen um 10mere handelt, hat
diese Methode Anwendung gefunden.

Die HochleistungsflUssigkeitschromatographie (HPLC) hat sich as geeignet erwiesen, um
Oligonukleotide in hochster Reinheit zu erhalten. Die Anionenaustausch-HPLC (,anion

exchange') trennt nach Ladungsunterschieden. Die negativen Ladungen des



6 _Synthese und Charakterisierung der Oligonukleotide 63

Phosphatrickgrates treten in Wechselwirkungen mit den an der stationaren Phase
immobilisierten kationischen Gruppen.

Die gebundenen Oligonukleotide werden dann bel steigender lonenkonzentration des
Laufmittels von der Saule eluiert. Da das gewiinschte Oligonukleotid die meisten Ladungen
tragt, eluiert es as letzte Fraktion von der Saule. Die Detektion erfolgt mittels einem UV-
Detektor bel einer Wellenlange von 260 nm (Abbildung 6.10).

HPLC- Diagramme
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Abb. 6.10 HPLC-Laufe von CGC-UUCG-GCG. A) Praparativer Lauf B) Analytischer Lauf
nach der Aufreinigung

Die in dieser Arbeit synthetiserten Oligonukleotide wurden im ,Trityl off“-Modus
synthetisiert. Der Grund hierfir liegt darin, dass die Tritylgruppe unter den Bedingungen der
2 -TBDM S-Entschiitzung teilweise abgespalten werden kann. Die Aufreinigung erfolgte an
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einer HPLC-Anlage der Firma Jasco, die vorher sterilisiert worden war. Details zu der HPLC-
Aufreinigung sind in Kapitel XX beschrieben.

6.3.2 Entsalzen

Nach der Anionenaustausch-HPLC Aufreinigung sind die Oligonukleotide mit grof3en
Mengen Salz verunreinigt. Zur Entsalzung wird eine Gelfiltration durchgefihrt. Deren Prinzip
beruht auf der groRenabhangigen Diffusion der Probenmolekile in den Poren der stationéren
Phase.

Die polymeren Trennmaterialien besitzen mikroskopische Poren, in welche die Salzteilchen
hinein diffundieren, wéahren die grof3en Oligonukleotidmolekiile ausgeschlossen bleiben und
somit rasch eluiert werden. Fur die Entsalzung wurden kommerziell erhdltliche fertig
gepackte Sephadex-Saulen mit G25-Material der Firma Pharmacia eingesetzt.

6.4 Quantifizierung der Oligonukleotide

Nach erfolgreicher Aufreinigung wird die Menge des erhaltenen Oligonukleotids durch UV-
Spektroskopie bestimmt. Durch Bestimmung der Extinktion der Probe bel einer Wellenléange
von 260 nm erhdt man den sogenannten ODog-Wert (optica density). Mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes kann man bei bekanntem Extinktionskoeffizienten die

Konzentration der Probe bestimmen.
6.4.1 Berechnung der Extinktionskoeffizienten

Zur Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten der synthetisierten Oligonukleotide
wurde eine von Gray beschriebene Methode angewandt (Gray et al., 1995).

Dabel werden neben der jeweiligen Haufigkeit der Basen auch die Wechselwirkungen der
Chromophore mit ihrem néchsten Nachbarn berilicksichtigt. Die Zahlenwerte sind in Tabelle

6.2 angegeben.
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Mit Hilfe dieser Koeffizienten kann der molare Extinktionskoeffizient € [10° M cm™] nach

folgender Formel berechnet werden (Gl. [6.1]):

[6.1] €(ACGU..)= 2[e(AC)+¢(CG) +¢ (GU) +..] - [€ (C) + £ (G) + & (U) +...]

Dabel werden die beiden terminaden Basen in der Summe der spezifischen
Extinktionskoeffizienten nicht beriicksichtigt.

Da die Extinktionskoeffizienten fur die fluormodifizierten Bausteine nicht bekannt sind,
wurden jewells die Werte fur die nicht fluorierten Uridin- oder Cytidinanaloga eingesetzt. Fir

2" -Desoxyuridin wurde der Wert von Uridin eingesetzt.

Baustein RNA DNA Baustein RNA DNA
A 15,34 15,34 CG 9,39 9,39
C 76 76 CU(CT) 8,37 7,66
G 12,16 12,16 GA 12,98 12,92
u(T) 10,21 87 GC 9,19 9,19
AA 13,56 13,56 GG 11,43 11,43
AC 10,67 10,67 GU(GT) 10,96 10,22
AG 12,79 12,79 UA(TA) 12,52 11,78
AU(AT) 12,14 11,42 UC(TC) 8,9 8,15
CA 10,67 10,67 UG(TG) 10,4 97
cC 7,52 7,52 UU(TT) 10,11 8,61

Tabelle 6.2 Koeffizienten zur Berechnung der molaren Extinktionskoeffizienten

Mit Hilfe der berechneten molaren Extinktionskoeffizienten lasst sich nun die Konzentration
einer Oligonukleotididsung mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes bestimmen, wobei ¢
die Konzentration in mol/l und d die Schichtdicke der Klvette darstellt (Gl. [6.2 und 6.3]):

[6.2] ODygp=€ee«C- d

[63] Cc= OD260/ e-d
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6.5 Charakterisierung der Oligonukleotide

Waéhrend die Retentionszeiten einer HPLC-Analyse schon einen gewissen Hinweis auf die
Identitét eines Oligonukleotids geben kodnnen, wird zur sicheren Charakterisierung die
M assenspektrometrie eingesetzt.

Elektrospray-lonisations- (ESI) und matrixunterstiitzte Laser-Desorption/lonisations-
(matrix-assisted laser desorption/ionisation, MALDI) Massenspektrometrie erméglichen die
Massenbestimmung der Oligonukleotide mit hoher Empfindlichkeit ohne sie zu

fragmentieren.
» Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Bel dieser Methode wird die Probe angel 6st und durch eine Stahlkapillare geleitet, an die eine
elektrische Spannung angelegt ist. An der Spitze wird diese bei Atmospharendruck durch das
starke elektrische Feld zerstaubt und ionisiert. Durch einen Gasstrom werden anhaftende
Losungsmittelmolektile entfernt. Danach werden die lonen aus der Atmospharendruckquelle
in das Hochvakuum des M assenspektrometers extrahiert.

Ein Problem bel dieser Methode ist die Anwesenheit von Salzen, vor alem Natrium.
Dieses bildet Addukte mit dem negativ geladenen Rickgrat und stort dartiber hinaus den
lonisationsprozess. Dieses Problem lasst sich durch den Austausch von Natriumionen gegen
Ammoniumionen |0sen, die durch Dissoziation im Hochvakuum nicht mehr als Addukte im
Detektor auftreten.

» Matrixunterstiitze L aserdesorption/lonisations-M assenspektrometrie (MALDI-MS)

Diese Methode ist durch eine sehr schonende lonisation charakterisiert, die selbst sehr
empfindliche oder instabile Molekile ohne Fragmentierung detektierbar macht (Karas &
Hillenkamp, 1988; Tanaka et al, 1988). Die Probe wird hierbei mit einer Matrix
cokristalisiert und schliefdlich mit einem Laserpuls im Hochvakuum des Spektrometers
beschossen. Zunéchst werden dabel die Matrixmolekile angeregt. Mit der absorbierten

Lichtenergie verdampfen und ionisieren sie dabei die Probenmolekiile.

Die gepulste Desorptions-/lonisationsmethode  wird  gewohnlich mit  einem

Flugzeitmassenspektrometer (engl.: Time of flight, TOF) kombiniert, welches die lonen in
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einem elektrischen Feld beschleunigt und dann gemdld ihres Masse-/Ladungsverhéltnisses
zeitlich auftrennt.
Die MALDI-Methode ist im Vergleich zur ESI-Massenspektrometrie weniger empfindlich

gegeniiber Salzkontaminationen in der Probe.

In dieser Arbeit wurden die RNA-Oligonukleotide ausschliefdlich mittels MALDI/TOF-
Massenspektrometrie bestimmt (Nordhoff et al., 1993). Abbildung 6.11 zeigt ein typisches
MALDI-Spektrum.

ile: o lent: 1 BL . n #3,5,0. 0.0, o s EyL cq: 4- =, 10: N +0: al:
TofSpec Linear LDI- Parents BpI:1405 TIC:1539116 Laser Energy:100%,54% Sample Pos:1 Source:27000V Supp Mass:100Da
File Text:Strube Oligo 11, RNA, CGC-UUCI-GCG / ATT+NH4-citr.
100% 3135.79 ~1.2E2
95_: F1.2E2
904 F1.1E2
85 F1.0E2
80? [9.8E1l
753 F9.2E1
703 Fo.om1
65_: -_B.OEI
603 [7.4E1
55_? .5_6.751
50_: F6.1E1
45; £5.5E1
40: F4.9E1
357 F4.3E1
301 5_3.7E‘.1
251 ;3.1E‘.1
204 5.2.5}?.1
15 |8s3. F1.8m1
104 F1.2E1

6274.00
5 6.1E0
0. LT (YMBT 0.0E0
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 m/z

Abb. 6.11 MALDI-Spektrum einer Sequenz 5-CGC-dUUCG-GCG, Berechnete Masse:
3134,94; gefundene Masse 3135,79. Neben dem Hauptpeak ist auch die doppelt geladene

Spezies zu sehen.
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7 Thermodynamische und spektroskopische
Untersuchung von UUCG-Tetraloops

7.1 UV-Spektroskopie

Nukleoside, Nukleotide und Oligonukleotide weisen  charakteristische UV-
Absorptionsspektren auf. Bel Nukleinsduren resultieren die Absorptionscharakteristika aus
der starken UV-Absorption der Purin- und Pyrimidinbasen mit einem Maximum um 260 nm.
Das genaue Absorptionsmaximum und dessen Intensitdt sind vor allem von folgenden
Faktoren abhangig:

*  Basenzusammensetzung

*  Basensequenz

*  Dreidimensionale Struktur
»  Salzkonzentration

e pH-Wert

Eine wichtige Eigenschaft ist die Abnahme des Extinktionskoeffizienten € des
Oligonukleotids durch Basenstapelungswechselwirkungen. Dieser as Hypochromizitét
bezeichneter Effekt, beruht auf Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der einzelnen benachbarten
Basen und ist somit stark von der dreidimensionalen Struktur des Oligonukleotids abhangig.
In helicalen Oligonukleotiden betragt die Hypochromizitét gewohnlich 20-30%. Das genaue
Ausmald der Hypochromizitét ist wellenlangenabhéngig. Fir AeT-Basenpaare liegt das

Hypochromizitétsmaximum um 260 nm, fir Ge C-Basenpaare um 276 nm.

Auf der Basis der Hypochromizitét lassen sich temperaturabhangige Schmelzkurven von
Oligonukleotiden  bestimmen. Beim langsamen Erwarmen einer  geordneten
Nukleinsaurestruktur, wie zum Beispiel einem Duplex, Triplex oder einer Haarnadel schlaufe,
geht diese langsam in einen ungeordneten Zustand (random coil) Uber. Durch das damit
verbundene Aufbrechen der Basenstapelungswechselwirkungen erhoht sich die Extinktion.
Dieses ist genau der gegenteilige Effekt der Hypochromizitét und wird als Hyperchromizitat
bezeichnet. Eine Schmelzkurve ergibt sich durch das Auftragen der Extinktion als Funktion
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der Temperatur (Puglisi & Tinoco, 1989). Die Kurve weist einen sigmoidalenVerlauf auf. Am
Wendepunkt dieser Kurve liegen gerade die Hélfte der Molekile im ungeordneten Zustand
vor (Abbildung 7.1). Den zugehérigen Temperaturwert bezeichnet man als Schmelzpunkt,
den sogenannten T-Wert. Dieser Wert ist abhangig von der Basenzusammensetzung, der
Anzahl und Art der Basenpaarungen, von der Salzkonzentration und dem pH-Wert der

Losung.

CGC-UUCG-GCG

1,10 4

1,05 4

Extinktion bei 260 nm

0,95 1

0,90

T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatur [°C]

Abb. 7.1 UV-Schmelzkurve einer unmodifizierten UUCG-Schlaufe mit typisch sigmoidalen
Verlauf. Die Hypochromizitét betrégt etwa 20%.

Charakteristisch fur das Schmelzen von Nukleinsaurestrukturen ist die Kooperativitat des
Prozesses (Sanger, 1984). Unter Kooperativitét versteht man den Einfluss eines Nukleotids
auf die Konformation seiner Nachbarn. Wird beim Ubergang von einem geordneten in einen
ungeordneten Zustand ein Basenpaar gelost, so erzwingt diese Auflésung auch die schnelle
Losung weiterer Basenpaare in der Umgebung. So lauft eine Denaturierung haufig ausgehend
vom Strangende oder AeT-reichen Sequenzen meist sehr schnell entlang der gepaarten
Bereiche eines Oligonukleotids. Dieser mit dem Aufziehen eines Reil3verschlusses
vergleichbarer Prozess fihrt dazu, dass kurze Nukleotide entweder nur geordnet oder
ungeordnet vorliegen, Zwischenstufen nur selten anzutreffen sind. Gerade dieses ,, Alles oder
Nichts*-Modell ist Basis dafir, dass aus den gewonnenen Schmelzkurven neben dem

Schmelzpunkt Ty, auch thermodynamische Daten wie AH?, AS® und AG® bestimmt werden
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koénnen. Diese Parameter kdnnen nur unter der Bedingung vollsténdiger Kooperativitat und
einer Messung im thermischen Gleichgewicht aussagefahig bestimmt werden.

7.1.1 Aufnahme von Schmelzkurven

Die Schmelzkurven wurden bel 260 und 274 nm an einem Zweistrahl UV-/VIS
Spektralphotometer Cary 1 der Firma Varian mit thermostatisierbarem Kuvettenhalter
aufgenommen. Die Messkivette hatte eine Schichtdicke von 10 mm. Als Puffer diente ein
10mM Phosphatpuffer mit 140mM Natriumchlorid und einem pH-Wert von 7. Von jedem
Olligonukleotid wurden abhangig vom jeweiligen Extinktionskoeffizienten ca. 0,8 bis 1,0
OD2s0-Einheiten in einem Milliliter des Puffers gel6st, was einer Konzentration von 10 pmol/I
entspricht. Nach einer Denaturierungsrampe, bei der das Oligonukleotid 5 Minuten bei 85°C
denaturiert wird, wurden die Proben nach langsamen Abkthlen noch 10 min bel ener
vorgegebenen Starttemperatur gekihlt. Je nach Oligonukleotid folgten die Messungen in
einem Temperaturbereich von 20°-85°C. Als Aufheizrate wurde 0,5°C/min gewahlt, um zu

gewdhrleisten, dass die Messung im thermodynamischen Gleichgewicht stattfindet.

7.1.2 Auswertung von Schmelzkurven

Zur Auswertung von Schmelzkurven ist die Molekularitdt des Ubergangs sowie die
Zusammensetzung der untersuchten Oligonukleotide von grundlegender Bedeutung.

Wahrend der Ubergang bei Duplices, bei denen zwei komplementdre Strange interagieren,
biomolekularer Natur ist, ist das Aufschmelzen selbstkomplementérer Bereiche ener
Haarnadelschlaufe ein unimolekularer Prozess. Dieser ist im Gegensatz zu den bi- oder

hohermol ekularen Prozessen nicht von der Konzentration abhéngig.

Unter der Voraussetzung, dass die Basidinien der gemessenen sigmoidalen Kurve eine
Steigung von null besitzen und die Kurve symmetrisch ist, entspricht der Wendepunkt dem
Schmelzpunkt.

In der Praxis jedoch beobachtet man bei den Schmelzkurven der untersuchten
Haarnadelschleifen einen frihen Anstieg der Basidinien, resultierend aus den
Basenwechselwirkungen des einzelstrangigen Schleifenbereichs und der Abhéngigkeit des

molaren Extinktionskoeffizienten € von der Temperatur.
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Fur die Auswertung ist es daher notwendig, die gemessenen Extinktionswerte unter Annahme
eines linearen Anstiegs der Basidlinien am oberen und unteren Bereich zu korrigieren (Gl.
[7.1] und [7.2]). Dabei stehen OD2(T) und ODgs(T) fir die korrigierten Extinktionswerte, T
fUr die Temperatur und a und b jeweils fir die Steigung der unteren und oberen Basislinie
(Abbildung 7.2).

[71] ODy(T)=0OD% +a- T
[7.2]  ODgs(T)=OD%s+b- T

_ OD4gs(T)-OD(T) ,,Ran_dom
coil
| ODgs(T)
oD
Hairpin —’ODZO(T)
20 410 6'0 8-0

Temperatur [°C]

Abb. 7.2 Allgemeine Darstellung einer Schmelzkurve einer Haarnadel schlaufe (Hairpin)

Zur Bestimmung des Schmelzpunktes betrachtet man den Schmelzvorgang als ein Zwei-
Zustands-Modell, in dem die geordnete und die ungeordnete Struktur in einem Gleichgewicht
ohne populierte Zwischenstufen stehen (Marky & Breslauer, 1987).

Dies ist zuléssig, da die UUCG-Haarnadelschlaufen sehr stabile und nicht komplexe
Strukturen darstellen. Es wird ein Wert a definiert (Gl. [7.3]), der dem Anteil der im
geordnetem Zustand vorliegenden Mol ekl e entspricht.
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_ [Oligonukleotide im geordneten Zustand] _  ODss(T) - OD(T)

7.3
73] [ Gesamtmenge an Oligonucleotiden] ODss(T) - OD=(T)

Am Schmelzpunkt liegen die Hélfte der Molekile (a = 0,5) im ungeordneten Zustand vor.

Die Gleichgewichtskonstante K fir die Assoziation von n selbstkomplementéren Molekilen
kann unter der Annahme des Zweizustandsmodells in Werten von a mit folgender Formel
ermittelt werden (Schweitzer, 1994):

nA =— A,

[An] a- (CT/n) a

7.4 K = = =
[7.4] [A]" [1-a]- Cq" n- " (1-a)"

Dabel entspricht Cr der Gesamtkonzentration der Oligonukleotide und n steht fir die
Molekularitit des Ubergangs. Der Ausdruck fir die Gleichgewichtskonstante am
Schmelzpunkt (a = 0,5) lautet (Gl. [7.5]):

Yo 1

[7-5] Ktm = : isTn-]j' fi z‘jn = : :STizjn_]

Da die Denaturierung einer Haarnadelschlaufe einer unimolekularen Reaktion (n=1)
entspricht, ist die Gleichgewichtskonstante am Schmelzpunkt unabhangig von der

Oligonukleotidkonzentration und somit gleich eins zu setzen.

Mit Hilfe der van't Hoff Gleichung und der Kenntnis der Abhangigkeit der
Gleichgewichtskonstanten von der Temperatur lasst sich die Schmelzenthalpie wie folgt
bestimmen (GlI. [7.6])

0InK

7.6 M, = RT?
[7.6] 0 3t
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Das Ersetzen von K durch den Ausdruck [7.4] und Differentiation erhdlt man fur T=Tp,
folgendem Ausdruck firr AH® (GI. [7.7]):

[7.7]  M°=(2+2n)- RT.> %‘: ]T:Tm

Fir einen unimolekularen Ubergang (n=1) ergibt sich daraus (Gl. [7.8]):

oa
[7.8] M°=4 RTmz-[ st Je=m

Der Term (0a/0T)r=tm entspricht der Steigung am Schmelzpunkt der in Abbildung 7.3
dargestellten transformierten Kurve.

1-a

O T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80

Temperatur [°C]

Abb. 7.3 Transformierte (1-a)-Kurve

Mit dem berechneten AH%-Wert aus Gleichung [7.8] l&sst sich dann aus Gleichung [7.9] die
Entropie AS’ am Schmelzpunkt bestimmen.

[7.9] AG®=AH° - TAS®
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Fiir AG®=0 und T=T, erhalt man daraus folgenden Ausdruck:

[7.10] S°=AH°/ T,

In dieser Arbeit wurden die experimentell ermittelten Kurven computergestitzt mit Hilfe
eines geeigneten Algorithmus ausgewertet. Dabei werden sechs Parameter gefittet, der Tp,
Wert, AH?, sowie die Steigung und der OD-Wert der oberen und unteren Basisinie. Dazu
wird ein Algorithmus des Kalkulationsprogramm SigmaPlot® (Jandel Corporation)
verwendet, das eine nicht lineare Regression auf der Grundlage des Marquardt-Levenberg
Algorithmus durchfihrt.

Dabel werden Werte fur die Parameter gesucht, die die Summe der Fehlerquadrate im
Vergleich gemessener und berechneter Werte minimieren. Der Prozess ist iterativ. Bei den
gemessenen Schmelzkurven haben sich die sechs Parameter sehr gut an die experimentelle
Kurve fitten lassen.

Abbildung 7.1 zeigt deutlich, dass besonders die Anpassung der oberen Basislinie im
Bereich von 85°C problematisch ist, was zu Fehlern bei der Bestimmung der
thermodynamischen Parameter fihren kann. Aufgrund dieser Tatsache erfolgten die
computergestiitzten Auswertungen ohne Berlcksichtigung der Basislinienanpassung im
oberen Temperaturbereich.

Nach Puglisi ist eine schlechte Anpassung der Basidlinien die grofite Fehlerquelle bei der
Bestimmung der thermodynamischen Parameter (Puglisi, 1989). Aufgrund der
problematischen Basidinienanpassung und der vergleichsweise flachen Kurven einiger
modifizierter UUCG-Haarnadelschlaufen sind die ermittelten thermodynamischen Daten mit
grofRen Fehlern behaftet.

Ferner sollten die Annahmen, die bei der Bestimmung thermodynamischer Daten gemacht
werden, stets im Auge behalten werden. Zum einen wird ein Zwei-Zustands-Modell, zum
anderen die Temperaturunabhangigkeit von AH® und ASC vorausgesetzt. Die erhaltenen Werte
sind auch nur fir das angegebene Puffersystem guiltig.

Trotzdem hat sich gezeigt, dass die quantitative Auswertung durchaus aussagefdhige
thermodynamische Daten liefern kann. Ubersichten Uber die Auswertung von UV-
Schmelzkurven geben Marky & Breslauer, 1987; Puglisi & Tinoco, 1989 sowie Parsch, 1999.
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7.2 Ergebnisse der ther modynamischen Unter suchungen an
UUCG-Tetraloops

7.2.1 Konzeption

In vielen RNA-Molekilen, vor adlem in der rRNA finden sich sehr héaufig
Haarnadelschlaufen, die vier Basen in der Schlaufenregion (Loopbereich), sogenannte
» letraloops’ (Gutell et al., 1985, Konnings & Gutell, 1995) enthalten. Von diesen Tetraloops
gibt es 256 Typen, wobel die Tetraloops der UNCG- und GNRA-Familie (mit N=U, C, G, A
und R=G, A) mit 70% am haufigsten auftreten (Uhlenbeck, 1990; Wolters, 1992).

Zu den stabilsten Tetraloops gehdrt der UUCG-Tetraloop, der Uber einen ungewdhnlich
hohen Schmelzpunkt verfugt. Die hohe Stabilitét lésst sich durch das Zusammenwirken

verschiedener Faktoren erkléren:

. Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der Loopregion wirken stark stabilisierend.
Hierbel scheint besonders die 2 -OH Funktion der Ribose als Wasserstoffbriickendonor

einen wichtigen Beitrag zu leisten.
. Einzelne Basen interagieren tUber Basenstapel ungswechsel wirkungen miteinander.

. Die fur die Stabilitdét synergetisch nahezu optimae Ausnutzung der
Wasserstoffbriickenbindung auf der einen und Basenstapelungswechselwirkung auf der
anderen Seite wird durch die dreidimensionale Struktur vorgegeben. Diese resultiert aus
der Abfolge der Basen, der Konformation der Riboseeinheiten (C3 endo/C2"-endo) und
der Orientierung der Nukleobasen Uber die glykosidische Bindung (syn/anti).

Mit den in dieser Arbeit an einzelnen Positionen selektiv eingebauten Bausteinen kdnnen die
einzelnen Beitrage fur die Stabilisierung dieser Loopstruktur untersucht werden. Die 2"-OH-
Funktion der fluorierten Pyrimidin-Bausteine 22a/b und 23a/b (Abb. 6.9) kann im Gegensatz

zu den nicht fluorierten Bausteinen nicht mehr als Wasserstoffbriickendonor fungieren.

Gleichzeitig wird durch die Fluorierung das C3 -endo/C2 -endo Gleichgewicht der Ribose
verandert. Wahrend dieses Verhdtnis bei Anwesenheit einer 2" -OH-Funktion bel 0,49 liegt,
wird es durch die Substitution durch das Fluoratom auf 0,81 zugunsten der C3'-endo
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Konformation verschoben. Um den jewelligen Einfluss auf Wasserstoffbriickenbindungen
von dem Einfluss der Zuckerkonformation trennen zu konnen, ist Baustein 27a/b zum
Vergleich eingebaut worden. Hier besitzt die 2"-OH-Funktion zwar ebenfalls nicht mehr die
Fahigkeit als Wasserstoffbriickendonor wirken zu kénnen, aber die Ribose-Konformation
wird zugunsten der 2-endo Konformation verschoben (Hicks et al, 1991). Die erhaltenen
Werte sind dartiber hinaus noch mit dem 2"-Desoxyuridin-Baustein 26a/b verglichen worden.

Um Basenstapelungswechselwirkungen zu untersuchen, ist der Baustein 28a/b als
sterisches  Uridinanalogon eingefihrt worden. Das Difluorbenzol sollte durch sein
ausgepragtes TeSystem die Basenstapelungswechselwirkungen positiv beeinflussen. Die

Basenstapel ungswechsel wirkungen wurden dartiber hinaus mit CD-Spektroskopie untersucht.

7.2.2 Bereits veroffentlichte Ergebnisse

Der UUCG-Tetradoop ist thermodynamisch, NMR-, Raman- und UV-spektroskopisch
intensiv untersucht worden (Cheong et al., 1990; Varani et al., 1991; Allain & Varani, 1995;
Kanyo et al., 1996; Worner, 1997; Reif et al., 1997 Abdelkafi et al., 1998; Williams & Hall,
2000; Williams et al., 2001).

Abbildung 7.4 zeigt die wichtigsten Erkenntnisse Uber strukturelle Parameter, die
hauptsachlich mit Hilfe der NM R-Spektroskopie aufgekléart worden sind. Hervorzuheben sind
zwei interne Wasserstoffbriicken zwischen der ersten und letzten Nukleobase des Loops.
Wahrend U5 aus dem Tetraloop heraus steht, weist G7 eine syn-Konformation auf. Die
Struktur scheint dartiber hinaus durch eine starke Basenstapel ungswechselwirkung zwischen
C6 und U4 stabilisiert zu sein.

Von entscheidender Bedeutung bei der Strukturuntersuchung ist die Mdglichkeit, dass sich
statt einer Haarnadelschlaufen zwei Strénge zu einer Internen Schlaufe (Internal Loop)
zusammenfigen. Das Verhdltnis zwischen Haarnadelschlaufe und Interner Schlaufe ist von
der Anzahl der Basen in der Schlaufen- und Stammregion, von der Konzentration der Strange,
von der Salzkonzentration und den Abkiihlbedingungen (Annealing) bei dem Ubergang von
einer ungeordneten in eine geordnete Struktur abhangig. Untersuchungen haben gezeigt, dass
bei den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen an Strangen, Salz und Annealing-
Bedingungen der unmodifizierte UUCG-Tetraoop ausschliefdlich als Haarnadelschlaufe
vorliegt (Reif et al., 1997).



7 _Thermodynamische und spektroskopische Untersuchung von UUCG-T etral oops 77

|| =Base in anti-Konformation ¢ = Basenstapelung
= Base in syn-Konformation O = Riboserest
<+« =Wasserstoffbriickenbindung ®  =Phosphatgruppe

Abb. 7.4 Strukturelle Parameter des UUCG-Tetraloops (Varani et al., 1991)

7.2.3 Ergebnisse aus dem Einbau der Bausteine Ug 22a/b und Cr 23a/b

Im Loopbereich wurden die Positionen U4, U5 und C6 zunéchst einzeln, dann gleichzeitig an
zwei Positionen und schliefflich an alen drel Positionen durch ihre 2'-fluorierten Analoga
22a/b und 23a/b (HP2 — HP8) ersetzt (siehe dazu Tabelle 6.1).

Im Vergleich zu der nativen Struktur, die einen Schmelzpunkt von 71°C aufweist, wird der
Tetraloop in alen Féllen destabilisiert. Die gréfte Destabilisierung ist bei der vollstandigen
Fluorierung des Loops zu beobachten, welcher einen T, von 62°C besitzt. Aus den einzelnen
Substitutionen lasst sich erkennen, dass der Destabilisierungsbeitrag bei der Substitution von
C6 am hochsten ist (6°C), wahrend die Substitution von U4 und U5 einen Beitrag jewells von
5°C bringen.

Die Destabilisierung durch die Substitution an U4 wird verstandlich und ist ein deutlicher
Hinwels darauf, dass es eine Wechselwirkung zwischen der 2°-OH-Funktion von U4 und dem
Carbonylsauerstoff von G7 gibt, die auch durch NMR-Daten belegt ist.
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Die Fluorierung der Position U5 fihrt interessanterweise ebenfalls zu einer dhnlich grof3en
Destabilisierung. Dieses Ergebnis lasst sich nicht sofort verstehen, da die 2 -OH-Funktion
von U5 nach bisherigen Modellen nicht an Wasserstoffbriicken beteiligt ist.

Wahrend die Base aus dem Loop heraussteht, ist das Fluoratom von der Loopstruktur
umschlossen, was aus Sicht der unguinstigen Solvatisierung dieses Atoms sogar stabilisierend
wirken sollte. Die Destabilisierung muss also vor alem aus der Verdnderung der

Zuckerkonformation herrthren.

Bel der Fluorierung von C6 spielen zwei Faktoren eine wichtige Rolle. Zum einen scheint
hier nativ eine 2-endo Konformation bevorzugt zu sein, zum anderen spielen
Solvatationseffekte eine Rolle, da das Fluoratom Kontakt zum Ldsungsmittel hat.

Uberraschenderweise bringt die gleichzeitige Substitution von U4 und C6 nicht eine additive
Destabilisierung, wie sie aufgrund der von einander unabhdngigen oben beschriebenen
Parametern zu erwarten ware. Der Tp-Wert liegt nur 1°C unter der Einzelsubstitution von C6.
Dieses lasst sich nur durch eine starke Veranderung der Loopstruktur und dadurch verbesserte
Basenstapel ungswechselwirkungen zwischen den beiden Basen erkléren.

Die vollstandige Fluorierung der Loopregion fuhrt zu einem Schmelzpunkt von 62°C und

damit zu einer Destabilisierung von 9°C gegeniber der nativen Struktur.

Der Einbau von 23a/b in den Stammbereich (HP16-HP20) fuhrt in allen Fallen zu einer
Stabilisierung der gesamten Struktur. Diese Stabilisierung beruht auf der Verbesserung der
Basenstapel ungswechselwirkung im a-helicalen Stamm.

Der Substitution an C1 fuhrt zu einer Erhdhung des Schmelzpunktes um 6°C, wéhrend die
einzelnen Einbauten an C3 und C9 jeweils eine Schmelzpunkterhdhung von 5°C bewirken.
Die stabilste Haarnadelschlaufe entstand, wenn gleichzeitig C1 und C9 modifiziert waren
(80°C).

Dagegen erniedrigt sich der Schmelzpunkt wieder bei der Substitution aller drel
Pyrimidinpositionen des Stammes. Eine im Stamm und im Loop vollstandige Substitution der
Pyrimidine (HP21) lasst eine Haarnadel schlaufe entstehen, die gegeniiber der nativen Struktur
einen um 2°C erhohten Schmelzpunkt aufweist. Durch den selektiven Einbau und getrennte
Untersuchung der Stamm- und Schlaufen-Region konnte hier gezeigt werden, dass sich die
stabilisierenden und destabilisierenden Effekte gegenseitig kompensieren. Tabelle 7.1 gibt

eine Ubersicht iber die thermodynamischen Daten der beschriebenen Strénge.
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Strang Sequenz5 - 3 Tm AH° AS AG° (25°C)
RNA 10mer [°C] | [kJemol™] | [Jemol™eK™] | [kJemol™]
HP1 |CGC-UUCG-GCG 71 -100 -292 -13,0
HP2 |CGC-UfUCG-GCG 66 -125 -370 -14,7
HP3 |CGC-UU:CG-GCG 66 -96 -284 11,4
HP4 | CGC-UUC:G-GCG 65 -92 -285 -7,1
HP5 |CGC-UfUrCG-GCG 63 -79 -246 -5,7
HP6 |CGC-UfUC:G-GCG 64 -88 -261 -10,2
HP7 |CGC-UUrC:G-GCG 63 -78 -242 5,9
HP8 |CGC-UfUrC:G-GCG 62 -75 -225 -8,0
HP16 |C-GC-UUCG-GCG 77 -155 -442 233
HP17 |CGC-UUCG-GCG 76 -151 -431 -22,6
HP18 |CGC-UUCG-GC:G 76 -151 -431 -22,6
HP19 |C:GC-UUCG-GC:G 80 -168 -474 -26,7
HP20 |C:GCrUUCG-GC:G 78 -184 -525 -27,6
HP21 |CrGCrUrUrC:G-GC:G 73 -175 -508 -23,6

Tabelle 7.1 Thermodynamische Daten der modifizierten Haarnadel schleifen (Ug und Cg); Die

Fehlergrenzen betragen fir den Tp-Wert + 0,2°C und 5% fir die Ubrigen Parameter.

Aufféllig ist die Abflachung der Schmelzkurven bei zunehmenden Modifikationsgrad.

Wahrend die Kurve beim nativen Strang HP1 der sigmoidale Antell recht scharf ist, verlauft

er bel HP21 Uber einen weiten Temperaturbereich (Abb. 7.5).
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Abb. 7.5 Schmelzkurven des nativen HP1 und fluorierten HP21 UUCG-Tetral oops
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Dieses weist auf eine Abnahme der Kooperativitdt oder auf das V orhandensein verschiedener
Zwischenstufen beim Aufschmelzen hin. Damit werden die Ungenauigkeiten beim Auswerten
der Kurven grof3er, well die Parameter unter der Voraussetzung eines Zwei-Zustands-Modells
ermittelt werden. Zudem liegt nach NMR-Untersuchungen der Strang HP21 schon zu 18% als
Interne Schlaufe vor (Reif et al., 1997).

7.2.4 Ergebnisse aus dem Einbau des 2 -fluorierten Bausteins U™ 27a/b

Der Baustein 27a/b trégt ein Fluor-Atom in der arabino-Stellung an C2°. Dadurch wird das
Gleichgewicht zugunsten der 2"-endo-Konformation verschoben. Der Baustein wurde an der
Position U4 und U5 eingebaut. Dabel erniedrigte sich der Schmelzpunkt im Falle von U4 von
71°C bei der nativen Struktur auf 68°C. Damit ist die Destabilisierung an dieser Position 2°C
geringer als bel einem Einbau von Ug. Da auch bel diesem Baustein die 2°-Position nicht als
Wasserstoffbriickendonor fungieren kann, muss diese geringere Stabiliserung aus der
Konformation der Ribose resultieren.

Der Einbau an U5 fihrt hingegen zu einer sehr starken Destabilisierung (62°C) verglichen
mit dem Einbau von Ur an dieser Position (66°C). Sie bewirkt mit 9°C eine genauso grof3e
Tm-Wert Reduktion wie die vollstandige Fluorierung aller Pyrimidinpositionen im Loop mit
Ue. Diese starke Destabilisierung ist deshalb ungewohnlich, da auch an dieser Position die 2'-
endo Konformation bevorzugt ist. Die Grinde mussen somit in Basenstapel ungswechsel-
wirkungen und einer veranderten Solvatation liegen, das Ausmal’ der Destabilisierung ist aber
nicht vollstéandig verstanden.

Der Einbau von UF gleichzeitig an beiden Positionen fiihrte dann erwartungsgeman zu
einem sehr niedrigen T-Wert (59°C). Die Kombination von UF jeweils an U4 und U5 mit Cr
an C6 fuhrte zu T-Werten von 63°C und 60°C. Tabelle 7.2 zeigt die ermittelten

thermodynamischen Parameter.

7.2.5 Ergebnisse aus dem Einbau des 2-Desoxyuridin Bausteins dU 26a/b

Der 2"-Desoxyuridin Baustein weist ein Konformerenverhdltnis von C3"-endo zu C2-endo
von 0,35 auf (Wiliams et al., 2001). Damit ist er vergleichbar mit U™, allerdings hat die 2'-
Position ein anderes Solvatationspotential. Der Einbau an U4 fihrte alerdings zu einer

Destabilisierung von 8°C, was darauf hinweist, dass sich durch diese Substitution die Struktur
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der Haarnadel schlaufe nachhaltig verandern muss. Denn die Einbauten von Ug und U™ haben
gezeigt, dass eine 2" -endo Konformation an dieser Position zwar bevorzugt ist, trotzdem aber
die Destabilisierung noch deutlich grofer als bei dem Einbau von Ur ausfélt, welches eine
C3"-endo Konformation aufweist.

Der Einbau an Position U5 fihrt hingegen shnlich wie U nur zu einer leichten
Destabiliserung von 2°C. Die thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 7.2

zusammengefasst.
S Sequenz5 - 3 Tm AH° AS AG® (25°C)
rang
RNA 10mer [°C] [kJemol™] | [Jemol?eK™] | [kJemol™
HP1 |[CGC-UUCG-GCG 71 -100 -292 -13,0
HP9 |CGC-UTUCG-GCG 68 -92 -270 -11,5
HP10 |CGC-UUTCG-GCG 62 -84 -250 -9,5
HP1l1 |CGC-U'U'CG-GCG 59 -113 -339 -12,0
HP12 |CGC-U'UC:G-GCG 63 -109 -322 -13,0
HP13 |CGC-UUTC:G-GCG 60 -92 -268 -12,1
HP14 |CGC-dUUCG-GCG 63 -78 -234 -84
HP15 |CGC-UdUCG-GCG 69 -98 -257 -12,5

Tabelle 7.2 Thermodynamische Daten der modifizierten Haarnadel schleifen (U™ und dU); Die
Fehlergrenzen betragen fir den Tp-Wert + 0,2°C und 5% fir die Ubrigen Parameter.

7.2.6 Ergebnisse aus dem Einbau des isosteren Uridinanalogons B 28a/b

Statt des Uracils trégt der Baustein 28a/b Uber eine C-glykosidische Bindung ein
Difluorbenzol. Er ist isoster zu Uridin und sollte durch sein ausgepragtes teSystem die
Basenstapel ungswechselwirkungen verbessern. Im Gegensatz zu den anderen modifizierten
Bausteinen ist die 2°-OH-Funktion vorhanden und kann so wie in der nativen Struktur
Wasserstoffbriicken ausbilden.

Der Einbau an Position U4 fihrt zu einer Destabilisierung von 12°C. Diese Stabilisierung
fallt sogar noch stérker aus, als der Einbau von dU an dieser Position. Auch hier wird durch
den Einbau die Struktur der Haarnadelschlaufe nachhaltig gestort. Daraus und aus den zuvor
beschriebenen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass das Vorhandensein der Base Uracil und

deren rdumliche Anordnung fir die gesamt Loopstruktur einen erheblichen Einfluss hat.
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Der Einbau des Bausteins B an der Position U5 fuhrt dhnlich wie bel Ug zu ener
Destabilisierung von 6°C. Gerade well diese Base aul3erhalb des Loops steht, aber gleichzeitig
Basenstapelungswechselwirkungen zu C6 zeigt, ware hier eine weniger starke
Destabilisierung zu erwarten gewesen. Hier scheinen sich deutlich Wechselwirkungen mit
dem Lésungsmittel negativ auf die Stabilitat auszuwirken.

Der gleichzeitige Einbau von B an U4 und U5 destabilisiert die Struktur noch weiter
(58°C). Die thermodynamischen Daten sind in Tabelle 7.3 zusammengefasst.

Strang Sequenz5 - 3 Tm AH° AS AG° (25°C)
RNA 10mer [°C] [kJemol™] | [Jemol™?eK™] | [kJemol?]
HP1 |[CGC-UUCG-GCG 71 -100 -292 -13,0
HP22 |CGC-BUCG-GCG 59 -95,8 -288,4 9.9
HP23 |CGC-UBCG-GCG 65 -130,5 -385,9 -15,5
HP24 |CGC-BBCG-GCG 58 -82,5 -249,1 -8,3

Tabelle 7.3 Thermodynamische Daten der modifizierten Haarnadel schleifen (U™ und dU); Die
Fehlergrenzen betragen fur den T,-Wert £ 0,2°C und 5% fUr die Ubrigen Parameter.

7.2.7 Vergleich der Ergebnisse mit einer modellierten Struktur

Abbildung 7.6 zeigt eine ssimulierte Struktur eines UUCG-Tetraloops mit einem schlief3enden
C-G-Basenpaar (Williams et al., 2001), der NMR-Daten zugrunde liegen. Deutlich erkennbar

ist der enge Kontakt (Wasserstoffbriicke) zwischen der 2°-OH-Funktion von U4 und dem
Carbonylsauerstoff von G7. Dieser Kontakt wird durch die vorliegenden Daten bestétigt.
Allerdings fallt die Destabilisierung durch das Wegfallen dieser Wasserstoffbriicke durch den
Einbau von dU stérker aus, als durch den Einbau von Ug, was einzig durch eine verbesserte
Basenstapelung erklart werden kann.

Die starke Destabilisierung durch den Einbau von Ug an C6 fallt besonders stark aus. Diese
Destabilisierung muss so vor allem der nativen C2"-endo Konformation und der schlechteren
Hydratisierung der Fluormodifikation zugeschrieben werden. Dieses erscheint plausibel, da
die 2’ -OH Funktion vollstandig aus dem Loop nach auf3en heraus steht.

Der Einbau von Ug an der Position U5 fiihrt zu einer Destabilisierung, obwohl die 2-OH-
Funktion nicht an Wasserstoffbricken beteiligt ist und innerhalb des Loops
Solvatationseffekte eine untergeordnete Rolle spielen Das Strukturmodell macht die
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erhaltenen Daten insofern versténdlich, as dass U5 in einer C2"-endo Konformation vorliegt.
Die Fluor-Substitution mit Ug und ihrer C3"-endo Konformation stort die Struktur nachhaltig.
Diein dieser Arbeit erhaltenen Daten decken sich mit der modellierten Struktur. Allerdings
wird gerade aus den Mehrfacheinbauten deutlich, dass die Loopstruktur sehr flexibel ist. Die
drei stabilisierenden Parameter Wasserstoffbriicken, Basenstapelung und Solvatation wirken
sehr eng miteinander zusammen und kénnen nicht einzeln betrachtet werden kénnen. Im Falle
des nativen Loops ist die Ausnutzung der stabilisierenden synergistischen Effekte nahezu
optimal. So ist es bisher nicht gelungen, durch den Einbau von Modifikationen den UUCG-
Tetraloop weiter zu stabilisieren. Lediglich durch den Einbau eines dU an U5 und einer
gleichzeitigen 2'-Amino-Modifikation an C6 wird eine dhnliche Stabilitét erzielt. Die
erwartete deutlich Stabilisierung war allerdings nicht zu beobachten (Williams et al. 2001).

Abb.7.6 Modellierte Struktur eines UUCG-Tetraloops mit einem schliel3enden C-G-
Basenpaares basierend auf NMR-Daten (Williams et al., 2001)

7.3 CD-Spektroskopische Unter suchungen der UUCG-T etraloops

Die Methode der Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) beruht auf der
unterschiedlichen Wechselwirkung von rechts- und linkszirkular polarisiertem Licht mit den
gel6sten Molekilen der Probe. Ein linear polarisierter Lichtstrahl ist aus zwel kohérenten,
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zirkular polarisierten  Strahlen entgegengesetzten Drehsinns mit gleicher  Amplitude
zusammengesetzt.

Da der molare Extinktionskoeffizient fur rechts- und linkszirkular polarisiertes Licht
verschieden ist, weisen nach dem Verlassen des optisch aktiven Mediums die links- und
rechtszirkular polarisierten Anteile eine verschiedene Geschwindigkeit und Amplitude auf.
Ihre Uberlagerung fuhrt somit nicht mehr zu linearem, sondern zu elliptisch polarisiertem
Licht. Diese Erscheinung wird Zirkulardichroismus (CD) genant. Der molare
Zirkulardichroismus Ae ist die Differenz der Extinktionskoeffizienten fur rechts- und

linkszirkular (€, und &) polarisiertes Licht (Gl. [7.11])

[7.11] Ne=¢-¢&

Durch Einsetzen in das Lambert-Beer-Gesetz erhalt man:

[712] De=(E-E)/c-d

Die Messgrofie der CD-Spektrometer ist die Differenz der Extinktion fir die beiden Arten des

zirkular polarisierten Lichts:

[713] AE=E-E

In dieser Arbeit wurde ein CD-Spektrometer der Firma Jasco (Modell 701) verwendet. Dieses
gibt den Messwert als Elliptizitdt 6in Milligrad an. Zwischen der Elliptizitét 6 und der
Differenz der Extinktion (GlI. [7.13]) besteht folgende Beziehung (Gl. [7.14]):

[7.14] 0 = 32980 AE

Die Elliptizitdt 0 lasst sich bel bekannter Konzentration der Probe ¢ [mol/I] und bekannter
Schichtdicke der Kivette d [cm] as molare Elliptizitat [6] [Grad - cm® - dezimol™]

ausdrucken (Gl. [7.15]):

[7.15] [6]=6/10.c-d
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Fur den Zusammenhang zwischen molarer Elliptizitdt und molarem Zirkulardichroismus

Ae [cm? - mmol ™ gilt:

[7.16] Ae=1[0] /3298

Da Nukleinsduren aufgrund der Chiralitdt der 2'-Desoxyribose und Ribose sowie der
chromophoren Systeme der Basen CD-Signale zeigen, werden sie seit mehreren Jahrzehnten
mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht. Die Auftragung der Signale in Abhéngigkeit von
der Wellenlange fuhrt zu einem charakteristischem CD-Spektrum. Abbildung 7.6 zeigt ein fr

Tetraloops mit A-Konformation typisches CD-Spektrum mit seinen Maxima und Minima.

Die Starke der CD-Spektroskopie liegt in ihrer Empfindlichkeit gegentber der rdumlichen
Anordnung der Chromophore (Konformation des Molekils), in ihrer einfachen
Durchfihrbarkeit des Experiments, einer nicht destruktiven Natur der Messung sowie einer
geringen erforderlichen Probenmenge. Sie ermdglicht es, die Primér-, Sekundér- und
Tertidrstruktur von Nukleinsduren sowie deren temperaturabhangige Veradnderungen zu
untersuchen. Durch die direkte Abhangigkeit der Intensitdt der Signale von der raumlichen
Anordnung der  Chromophore  konnen  besonders gut  Erkenntnisse  Uber

Basenstapel ungswechsel wirkungen gewonnen werden.
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Abb. 7.7 CD-Spektrum von CGC-UUCG-GCG bel 20°C mit seinen fur einen RNA-Tetraloop
typischen Maxima (A1 und A3) und Minima (A2)
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Dabel liefert die CD-Spektroskopie alerdings keine direkten Strukturinformationen, sondern
nur ein strukturabhangiges Gesamtbild. Die Auswertung von CD-Spektren stiitzt sich deshalb
auf den Vergleich mit bekannten Spektren, deren zugrundeliegende Struktur mit anderen

Methoden (z. B. NMR, Rontgenbeugung) zuvor ermittelt wurde.

In dieser Arbeit wurden CD-Spektren von allen synthetisierten Haarnadelschleifen
aufgenommen. Der Puffer und die Konzentration waren dieselben wie bel der Aufnahme der
UV-Spektren. Die Kurven wurden bel verschiedenen Temperaturen (20°C, 40°C, 60°C und
80°C) aufgenommen. Verglichen wurden aber meist nur die Kurven bel 20°C und 80°C, da
diese jewells den nativen und geschmolzenen Zustand der Haarnadelschlaufe beschreiben.
Die Proben an denen die Pyrimidinpositionen im Stamm mit Cr markiert waren, sind bei 80°C
noch nicht vollsténdig in einen ungeordneten Zustand Ubergegangen, was die Interpretation
und den Vergleich mit den anderen Spektren problematisch macht.
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Abb. 7.8 CD-Spektren von CGC-UUCG-GCG bei 20°C, 60°C und 80°C

Grundsétzlich findet man bei den modifizierten Haarnadelschlaufen einen &hnlich
charakteristischen Verlauf wie fir den nativen UUCG-Tetrdoop. Be  der
Temperaturerhéhung erniedrigt sich die Intensitét von A1 und A3 deutlich, was auf der
Veranderung  von  Basenstapelungswechselwirkungen  beruht  (Abb.7.7).  Eine
Strukturverénderung kann aus der Verschiebung der Intensitétsmaxima abgel eitet werden. Die

aufgenommenen Spektren fuhrten im wesentlichen zu folgenden Erkenntnissen:
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* Beim Einbau von Ur in den Loopbereich ist die Abnahme des Intensitdtsmaximums A1
beim Schmelzvorgang mit der nativen Struktur vergleichbar. Allerdings verschiebt sich das
Maximum um 3,2 nm zu niedrigeren Wellenlangen zwischen dem nativen Tetraloop und
HP8. AulRerdem zeigt das Spektrum von HP8 eine deutlich intensivere Bande A3 (Abb.
7.8). Diese intensive Bande ist fur einen RNA-Doppelstrang typisch. Daraus l&sst sich zum
einen schliefRen, das bei vollstandiger Fluorierung der Loopregion sich die Struktur

deutlich verandert, zum anderen kénnen auch Anteile als Interne Schleife vorliegen.

25

20

cp ©

— CGC-UUCG-GCG (HP1)

-20 CGC-BUCG-GCG (HP22)

25 ‘ \ ‘ | ‘
200 250 300 350

Wellenlange [nm]

25

cp © N
— CGC-UUCG-GCG (HP1)
AAAAAAAAAAA CGC-ULUCG-GCG (HP8)
20
25 ‘ ) | ‘ |
200 250 300 350

Wellenlange [nm]

Abb. 7.9 Verschiedene CD-Spektren der modifizierten Stréange bei 20°C im Vergleich zum
nativen UUCG-Tetraloop
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* Der Einbau von dU an verschiedenen Positionen fihrt zu einer Intensitétsabnahme aller
Banden, die sich beim Schmelzvorgang nur noch wenig verandern. Durch dU wird die
Loopstruktur nachhaltig gestért, was sich auch mit den erhaltenen thermodynamischen
Daten deckt.

e Die Huorierung im Stammbereich fuhrt erwartungsgemal3 neben einer Intensitétszunahme
von A3 zu keiner weiteren signifikanten Verénderung des Spektrums verglichen mit der
nativen Struktur. Die hohen Intensitéten sprechen far starke

Basenstapel ungswechsel wirkungen.

« Ahnlich dem Einbau von dU wirkt sich der Einbau des Bausteins B aus. Die wenig
ausgepragten und zu hoheren Wellenléngen verschobenen Maxima, deuten darauf hin, dass
sich hier die Struktur des Loops deutlich veréndert (Abb. 7.8).

7.4 Enthalpie-Entropie-K ompensation

Eine besondere Eigenschaft bel der Strukturausbildung von Biomakromolekilen oder bel der
molekularen Erkennung ist die Reversibilitéat des Prozesses. So miissen zum Beispiel DNA-
Doppelhelices auf der einen Seite stabil genug sein, um die genetische Information dauerhaft
sicher zu bewahren, auf der andern Seite mussen die komplementéren Strénge lokal leicht
aufschmelzen konnen um eine Replikation oder Transkription der Information zu

gewdhrleisten.

Bel der Strukturausbildung oder Assoziation wirken zwei thermodynamische Kenngrofien
antagonistisch. Zum einen sind solche Vorgange enthalpisch ginstig, sind aber mit einem
Entropieverlust verbunden. Die Reversibilitdt eines Vorganges lasst sich anhand der aus
Enthalpie- (AH) und Entropiedifferenz (AS) resultierenden Freien Enthalpie AG ablesen. Ist
AG gleich oder nahe null ist ein Vorgang reversibel.

Um Reversibilitét zu gewahrleisten miissen sich also Enthal piegewinn und Entropieverlust
ungeféhr die Waage halten. Dieses as Enthalpie-Entropie-Kompensation bezeichnete
Phénomen findet man ubiquitér bel der molekularen Erkennung und Strukturausbildung
(Searle & Williams, 1993; Gallicchio et al., 1998).
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Die verschiedenen sich kompensierenden Faktoren bel der Ausbildung einer Helix lassen sich
inihre jeweiligen Beitrége aufspalten (Gl. [7.17]-[7.19]) (Searle & Williams, 1993):

[7.17] AGhaix = AG, + AGy + AGs+ AGyp

[7.18] AHpgix = AH; + AHp + AHs+ AHpp

[7.19]  ASuaix =AS + AS + AS+ ASy

(r = interne Rotoren; h = hydrophobe Wechselwirkungen; s = Basenstapelungswechsel-
wirkungen; hb = Wasserstoffbriickenbindungen)

Die Ausbildung von Basenstapelungswechselwirkungen und Wasserstoffbriicken sind
exotherme Vorgange, die enthapiegetricben sind, wahrend entropische Beitrage
untergeordnet sind.

Die Beitrage durch Einschrénkung von Rotatoren und hydrophobe Effekte sind dagegen vor
allem entropischen Einflissen zuzuordnen. Die enthalpischen Anteile beruhen folglich vor
allem auf elektrostatischen Wechselwirkungen, wahrend sich die entropischen Antelle auf
dynamische Faktoren zurlckfuhren lassen. Gerade der Enthalpiegewinn durch die
elektrostatischen Anteille, wird durch die bedingte Einschrankung der Dynamik durch

Entropieverlust kompensiert.

Dieses Phanomen der Enthalpie-Entropie-Kompensation ist thermodynamisch nicht
zwingend, wie Beispiele nicht kompensierender Systeme zeigen (Gallicchio et al., 1998).

In dieser Arbeit wurde bei den modifizierten Haarnadelschlaufen eine Kompensation der
enthal pischen und entropischen Beitrége gefunden. Abbildung 7.9 zeige eine Auftragung der
ermittelten thermodynamischen Parameter aller untersuchten Haarnadel schlaufen.

Die Regressionsgerade besitzt einen r>Wert von 0,985. Die Mechanismen und
Zusammenhange fur das Auftreten dieser Kompensation auf molekularer Ebene sind noch
nicht vollstandig verstanden. Deshalb ist vor einer Uberinterpretation dieser Daten zu warnen.

Es ist sicherlich problematisch, bei der Diskussion von thermodynamischen Daten die

Enthalpie und Entropie getrennt voneinander zu betrachten.
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Abb. 7.10 Enthal pie-Entropie-K ompensation bel den dargestellten Tetraloops HP1-HP24
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8 ESR-Spektroskopie von Biomolekllen

8.1 Theoretische Grundlagen

Die Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie (Electron Paramagnetic Resonance, EPR)
ist eine Spektroskopieart im Mikrowellenbereich, mit der sich paramagnetische Substanzen
untersuchen lassen. Im einfachsten Fall sind Molekile paramagnetisch, wenn sie eine

ungerade Anzahl von Elektronen besitzen.

Diese ungepaarten Elektronen eines Atoms besitzen einen BahndrehimpulsL und einen

Eigendrehimpuls (Spin) S. Der GesamtdrehimpulsJ setzt sich im Fall der Russel-Saunders-
Kopplung der Drehimpulse additiv aus dem Bahn- und Eigendrehimpuls zusammen.

Die Elektronenbewegung ruft ein magnetisches Moment fi, hervor, das sich aus den Anteilen

des Bahn- und Eigendrehimpul ses zusammensetzt (Gl. [8.1]):
[81] [, = [, +[s

Der Betrag des magnetischen Moments i, betragt:

82] f,=-g3 I
2m,

Dabel ist g der Landé-Faktor (g-Faktor):

JI+D)+S(S+D)-L(L+D
2J(J +])

[83] g=1+

Das magnetische Moment wird oft in Einheiten des Bohrschen Magnetons angeben (Gl.
[8.4]). Dabei ist e die Elementarladung und me die Masse des Elektrons,
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e oty
[8.4] Ug =——=9,27400 IO
m

e

Im Gegensatz zu paramagnetischen Ubergangsmetallionen l&sst sich in organischen
Radikalen der Bahndrehimpuls meist vernachlassigen, sodass hier nur der Spin betrachtet

werden muss (g [J2). Fir ein freies Elektron gilt :
85 |i|=|ag = ga/S(S+D)

Das magnetische Moment [ig des Elektrons und der Ei gendrehimpulsS sind entgegengesetzt

orientiert. Dadurch nimmt der Landé-Faktor den Wert 2 oder nach guantenmechanischen

Berechnungen den Wert g = 2,00232 fur ein freies Elektron ohne Bahnmoment an.

Wird ein ungepaartes Elektron in ein aul3eres Magnetfeld der Fl ussdichteéoeingebracht, SO

wechselwirken die magnetischen Momente der Elektronen mit diesem Magnetfeld und die

urspringlich isotrope raumliche Verteilung der Elektronenspins wird aufgehoben.

Wenn das BO-FeId in z-Richtung liegt, wird die potentielle Wechselwirkungsenergie

beschrieben durch:
[86] E=-[isB, = guymsB,

Bezlglich der I§0-Feldrichtung sind fir S = ¥ quantenmechanisch nur zwei Einstellungen

erlaubt. Diese werden durch die magnetischen Quantenzahlen mg = +1/2 (,paralele’
Spinrichtung) und mg=-1/2 (,antiparallele” Spinrichtung) charakterisiert.

Diese stellen die Projektion des Spins S auf die éo-FeIdrichtung dar. Allgemein gilt ms =S,

S-1,...,-S und es gibt (2S+1) Einstellungen im angelegten I§0-Feld. Mit mg = £1/2 fir en

freles ungepaartes Elektron ergeben sich zwei Energieterme (Abb. 8.1).
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mg = +1/2h

m. = -1/2h

Abb. 8.1 Erlaubte Spineinstellungen eines freien Elektrons mit S = %2 in einem homogenen

Magnetfeld B,

Durch Einsetzen der Quantenzahlen in Gl. [8.6] ergibt sich fir den unteren

Energieterm E = —(1/2)guy;B, und fur den oberen Term E = +(1/2)guzB,, somit fur die

Energiedifferenz:

[87]  AE=gu,B,

Wird diese Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung eingestrahlt, werden die
einzelnen Elektronen vom unteren in das obere Energieniveau angeregt. Relaxationsvorgange
fuhren dann zur Wiederherstellung der Boltzmann-V erteilung.

Eine Adsorption der eingestrahlten Energie findet dann statt, wenn die eingestrahlte
Energie dem Energieunterschied aus Gl. [8.7] entspricht (Abb. 8.2):

[8.9] AE =hl¥ = guyB,
Meist wird ein ESR-Spektrum bel einem Magnetfeld von 0,34 T und einer Frequenz von 9,5

GHz (X-Band) gemessen. Dazu wird eine Losung mit der paramagnetischen Substanz in ein
homogenes Magnetfeld gebracht und in einem Hohlraumresonator (Cavity) mit Mikrowellen
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konstanter Frequenz bestrahlt. Durch zeitliche Variation der Feldstérke wird die
Resonanzbedingung durchgefahren. Vorwiegend werden in der ESR-Spektroskopie nicht die
Adsorptionsspektren selbst, sondern deren erste Ableitung registriert. Um Messungen von
Radikalen bel verschiedenen Frequenzen vergleichen zu kénnen, wird meist der g-Faktor als

charakteristische Kenngrofie eines Radikal s angegeben:

hlv
Mg [H,

[89 g=

Fur ein freles Elektron ist der g-Faktor isotrop, bel paramagnetischen Molekilen oder lonen
besitzt er Tensoreigenschaften, sein Wert hangt also von der rdumlichen Orientierung des

freien Elektrons in Bezug zur Richtung des eingestrahlten Magnetfel des ab.

Ahsorpbion A

= |:'II

ihileitung
di/d8,

Abb. 82 a Zeeman-Aufspaltung der Energieniveaus eines Elektrons im Bo-Feld
zunehmender Starke. Bel 0,34 T wird die Mikrowellenstrahlung adsorbiert. b) Das
Absorptionssignal  als Funktion des Bp-Feldes c¢) In der Regel wird durch
Magnetfeldmodulation das 1. Ableitungssigna dA/dB, mit besserem Signal-zu-Rauschen-
Verhdltnis dargestelt. (Winter & Noll, 1998)
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Wahrend fir die bisher beschriebenen Wechselwirkungen nur eine Linie im ESR-Spektrum
eines frelen Elektrons zu erwarten ist, kommt es auch zu Wechselwirkungen der
magnetischen Momente der ungepaarten Elektronen mit den magnetischen Momenten
benachbarter Kernspins. Diese werden a's Hyperfeinwechselwirkungen bezeichnet und fihren
zu einer Aufspaltung der ESR-Linien. Die Atomkerne erzeugen ein lokales Feld, das sich mit
dem &uf3eren Bp-Feld zu einem effektiven Feld addiert.

Die Atomkerne mit der Kernspingquantenzahl | haben — charakterisiert durch ihre m-Werte
— (21+1) Einstellungsmdglichkeiten im By-Feld. Somit spalten die ESR-Linien (2nl+1)-fach
auf. Dabei ist n die Anzahl der dquivalenten Nachbarkerne.

Abbildung 8.3 zeigt die Hyperfeinaufspaltung durch Wechselwirkung eines ungepaarten
Elektrons (S = 1/2) mit einem **N-Kern mit | = 1. Die ESR-Linie spaltet in drei Linien auf
und die jeweilige Resonanz erfolgt bei dem durch GI. [8.10] gegebenen Feld:

[810] B, =B,-alin

Dabei gibt der Faktor a den Abstand der Hyperfeinlinien an und wird als
Hyperfeinkopplungskonstante bezei chnet.

myp Mg

Energie
- ,"‘ \‘ \-
AV AVAR AN
2/ TN\
<

=il
g it

1. Ableitung des
bsorpt10n551gnals

Abb. 8.3 Hyperfeinaufspaltung durch Wechselwirkungen eines freien, ungepaarten Elektrons

(S = 1/2) mit dem magnetischen Moment eines **N-Kernspins (I = 1). Es gelten die
Auswahlregeln Ams=+1 und Am, = 0.
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Die Hyperfeinstruktur, die Zahl und Intensitét der Linien ergibt sich also aus der Zahl der
Nachbarkerne und deren Spinquantenzahlen. In den meisten organischen Radikalen wird das
frele Elektron durch p- oder teFunktionen beschrieben. Bel solchen Systemen werden
vorwiegend Kopplungen mit direkt benachbarten Kernen (a-Kopplungen) oder Kernen, die

eine o-Bindung weiter entfernt sind (B-Kopplung), beobachtet.

Die Hyperfeinkopplungskonstante a ist genauso wie der g-Faktor bei paramagnetischen
Molekllen oder lonen abhangig von der Orientierung zum &uf3eren Byo-Feld. Kénnen sich die
Molekile in Losung schnell drehen, mittelt sich die Anisotropie von g und a heraus und man
erhdlt isotrope Mittelwerte, die sich alsdrei scharfe Linien wie in Abbildung 8.3 zeigen.

Darliber hinaus ist besonders die Hyperfeinkopplungskonstante von der Polaritét des
Losungsmittel abhéngig, da diese die Elektronendichte in der Umgebung des Elektrons
beei nflusst.

8.2 Paramagnetische Sonden (Spin-L abel)

Die meisten Biomolekile wie Proteine und vor alem Nukleinsduren weisen kein
paramagnetisches Zentrum auf. Ausnahmen bilden radikalische Ubergangszustande, durch
ionisierende Strahlung entstehende Zwischenprodukte sowie Metaloproteine, die ein
paramagnetisches Ubergangsmetallatom (im wesentlichen Fe, Mn, Cu, Co, Ni, Mo) in ihrer
Struktur beinhalten.

Zur Untersuchung von im nativen Zustand diamagnetischen Biomolekilen muss eine
paramagnetische Sonde (Spin-Label) in das Molekll eingefiihrt werden. Dieser Spin-Label

muss drei wichtige Kriterien erfillen:

. Er muss bei den Untersuchungsbedingungen chemisch stabil sein.

. Er muss interpretierbare Spektren liefern, die die Aufkld&rung der gegebenen
Fragestellung ermoglichen.

. Die Storung des Systems sollte ausgeschlossen oder nur minimal sein. (, One must

ensure, that the reporter group is reporting the news, not making the news")
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Als Sonden haben sich verschiedene Nitroxide bewdhrt. Sie besitzen ein radikalisches
Zentrum an der N-O Bindung, wobei das freie Elektron im wesentlichen in einem 2p-Orbital
des Stickstoffs lokalisiert ist.

Durch flankierende Gruppen, die das paramagnetische Zentrum sterisch abschirmen, ist das
Radikal je nach Wahl der Gruppen Uber Tage und Wochen stabil. Nitroxide vertragen dartiber
hinaus meist Temperaturen bis zu 80°C und sind in einem pH-Bereich von 3-12 in der Regel
chemisch inert. Abbildung 8.4 zeigt einige Spin-Label, die hdufig zur paramagnetischen

Markierung von Proteinen und Nukleinsauren eingesetzt worden sind.

R\i/io- RQO. %(N—o-
oR><R

Proxyl TEMPO Doxyl

Abb. 8.4 Haufig verwandte Nitroxide: 2,2,5,5-Tetramethylpyrrolin-N-oxyl (Proxyl), 2,2,6,6-
Tetramethyl piperidin-N-oxyl (TEMPO) und 4,4-Dimethyloxazolidin-N-oxyl (Doxyl). R steht

jewells fir die kovaente Anknipfung an ein Biomol ekl

Das ESR-Spektrum dieser Nitroxide zeigt ein erwartete Dreilinienaufspaltung. Neben der
“N-Kopplung ist eine weitere schwache Feinaufspaltung erkennbar, die durch die
Wechselwirkung mit **C-Kernen (I = ¥, natiirliche Haufigkeit 1,1%) entsteht. Abbildung 8.5
zeigt ein EPR-Spektrum von TEMPO.
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Abb. 8.5 EPR-Spektrum des Spin-Labels TEMPO in wassriger Ldsung.
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8.3 Spin-L abeling von Proteinen

EPR-Spektroskopie wurde zur Losung vielféltiger Fragestellungen bel Proteinen und Peptiden
eingesetzt. Durch einfachen oder mehrfachen Einbau von Spin-Labeln lassen sich vielféltige
Parameter untersuchen.

So lassen sich durch die Veranderungen der Mobilitét, die veranderte Wechselwirkung mit
dem Losungsmittel und die verénderten Abstande zischen den Labeln verschiedene
strukturelle Informationen gewinnen:

» DieBeweglichkeit von Sekundérstrukturen wie a-Helices oder B-Faltbl&ttern
e Verédnderungen der Sekundarstruktur

* Relative Bewegungen zwischen einzelnen Doménen des Proteins

Da diese Strukturveranderungen im Millisekundenbereich ablaufen und damit im Zeitfenster

der ESR-Spektroskopie liegen, kdnnen diese zeitlich verfolgt werden.

Dabei gibt es keinerlei Einschrénkung fur die Grofe der Proteine. Fir typische Messungen
werden nur zwischen 50 und 100 pmol bendtigt. Aufgrund dieser attraktiven Vortelle spielt
die ESR-Spektroskopie bei der Strukturaufklarung und —untersuchung bei Proteinen eine sehr
wichtige Rolle.

Zum Einfuhren der Spin-Label an definierten Positionen werden vorwiegend zwei Wege
beschritten. Bel dem ersten konnen freie Aminopositionen genutzt werden, um einen Spin-

Label Uber eine Amidbindung an das Protein zu binden.

Die zweite, in neueren Publikation dominierende Technik, ist die Aminosdaureposition, an der
ein Spin-Label eingefihrt werden soll, in einer Mutagenese durch Cystein zu ersetzen.

Die kovalente Ankntpfung des Spin-Labels erfolgt dann durch die Bildung einer Disulfid-
Briicke am Cystein. Abbildung 8.6 zeigt beispielhaft zwel verschiedene Kupplungsreaktionen.

Eine Ubersicht iber die verschiedensten Anwendung des Spin-Labelings bei Proteinen geben
Hustedt & Beth, 1999 und Hubbell et al, 2000.



8 ESR-Spektroskopie von Biomolekiilen 99

0
o) ) o)
O—N NH—R
— R-NH —
0 2 >

\ \
Q Q

i
—( ST __/ "S—S—-R

I RSH
) N
0 o)

Abb. 8.6 Zwei Kupplungsreaktionen fir das Labeln von Proteinen. Ein Succinimid-Spin-
Label fur die Knupfung einer Amidbindung sowie einen Methanthiosulfonat-Spin-Label fur

eine Disulfidverknipfung

Als besonders wertvoll hat sich die ESR-Spektroskopie bei Membranproteinen erwiesen.
Diese sind nur sehr schwer zu kristallisieren und stellen eine besondere Herausforderung dar.
Als sehr erfolgreiches Beispiel fir den Einsatz der ESR-Spektroskopie sei hier das oft as

M odell-Membranprotein beschriebene Rhodopsin erwahnt.

Rhodopsin ist ein membranstandiger, G-Protein gekoppelter Photorezeptor in der Retina.
Durch Lichtadsorption des 11-cis-Retinal-Chromophors verandert sich die Proteinstruktur und
es erfolgt eine Aktivierung des Rezeptors. Rhodopsin weist sieben Transmembranhelices auf.
Zwar war die grobe Struktur bekannt, doch konnten mit Hilfe der ESR-Spektroskopie weitere
Details Uber die Topographie einzelner Domanen gewonnen werden. So ist es mdglich, dass
einzelne Bereiche sich innerhalb der Proteinmatrix befinden, in der Membran liegen oder
Kontakt zur wassrigen Lésung haben. Hierzu wurden Mutanten hergestellt, die einzelne
Cysteine an ausgewahlten Positionen besitzen und mit Spin-Labeln versehen waren.

Die Lage dieser enzelnen Spin-Label wurde durch die sogenannte Spin-Label
Relaxametrie bestimmt. Dabel wird die Verénderung der Relaxationszeit der Spin-Label
beobachtet, wenn diese mit anderen paramagnetischen Substanzen wechselwirken. Bei
Membranproteinen werden oft Sauerstoff und Chromoxalat als paramagnetische Substanzen
Zugesetzt.
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Wahrend Sauerstoff sowohl in den Membranlipiden als auch in der wassrigen Lésung [6slich
ist, findet sich Chromoxalat nur in der wassrigen Lésung. Beide Substanzen konnen nicht in
fUr die Messung signifikanten Mengen in das Innere des Proteins penetrieren. So lassen sich
durch Zugabe von Sauerstoff und Chromoxalat und der Beobachtung der Veranderung der
Relaxationszeiten sehr genau die Lokalisation des Spin-Label tragenden Cystei ne bestimmen.

8.4 Spin-Labeling von Nukleinsauren

DNA und vor alem RNA zeigen eine grofle strukturelle Vielfalt, die stark mit ihrer
biologischen Funktion verknupft ist. Die Untersuchung und Charakterisierung der vielfétigen
komplexen Strukturen und Struktur-Wirkungsmechanismen sind bis heute eine schwierige
Herausforderung geblieben. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und des grof3en Zeitfensters
scheint es besonders attraktiv, das Potenzial der ESR-Spektroskopie auch zur Untersuchung
von Nukleinsauren einzusetzen.

Im nativen Zustand sind Nukleinsiuren alerdings diamagnetisch. Ahnlich wie Proteine
ohne ein metallisches Zentrum mussen auch Nukleinsduren mit einer paramagnetischen
Sonde versehen werden.

Als Positionen fir eine kovalente Anknipfung von Spin-Labeln wurde in bisherigen
Arbeiten vorwiegend die 5-Position der Pyrimidine genutzt. Terminal kann auch die 3'- bzw.
5- Position der Zucker markiert werden. Bei der Untersuchung von RNA bietet sich
zusétzlich die 2°-Position an. Neben dem Verknipfungspunkt und der zugrundeliegenden
Chemie gibt es verschiedene Strategien, zu welchem Zeitpunkt sich der Spin-Label einfihren
|&sst.

So kann zunéchst ein paramagnetischer Baustein synthetisiert werden, der dann mittels
chemischer oder enzymatischer Synthese in ein Oligonukleotid eingebaut werden kann. Der
Spin-Label kann aber auch wéahrend oder nach der Oligonukleotidsynthese angekuppelt
werden.

Die Wahl der Strategie richtet sich nach der verwendeten Chemie und der Stabilitét des
Labelsbei den Synthese- und Aufreinigungsbedingungen fir das Oligonukleotid.

Abbildung 8.7 zeigt die kovalente Anknipfung eines Nitroxids an die 5-Position von 2'-
Desoxycytidin, welches as Triphosphat vorliegt. Dieser Baustein lasst sich durch

enzymatische Synthese in Oligonukleotide inkorporieren. Der Uber eine Amidbindung fixierte
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Label zeigte sich auch bei den erhdhten Temperaturen einer T-Messung als stabil. Dieser
Baustein wurde in Strange eingebaut, die bei verschiedenen Salzkonzentrationen als B- oder
Z-DNA vorliegen. Zum einen konnten die verschiedenen Konformationen im ESR-Spektrum
deutlich unterschieden werden, zum anderen konnten Informationen Uber eine verlangsamte
Dynamik der Basen bel Z-DNA gegentiber B-DNA gewonnen werden (Strobel et al. 1990).

)
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Abb. 8.7 Einfuhrung eines Spin-Labels an 2'-Desoxycytidin-5-triphosphat fur die
enzymatische Synthese von DNA

Das gleiche Verfahren fur das Spin-Labeln eines entsprechenden Thymidinbausteins wurde
benutzt, um die Konformationsénderungen eines DNA-Stranges bei der spezifischen Bindung
an eine EcoR1 Endonuklease zu untersuchen.

Dabel wurde der Baustein an verschiedenen Positionen eingebaut und mittels EPR-
Spektroskopie die Veranderung der Mobilitét bel der Titration mit dem Enzym beobachtet
(Keyeset al., 1996).

Die Verwendung von Enzymen zum Einbau spin-gelabelter Bausteine kann sowohl Templat-
unabhéngig mit Phosphorylasen oder terminalen Desoxynukleotidtransferasen oder Templat-
abhangig mit Reversen Transkriptasen oder Polymerasen vollzogen werden (Duh & Bobst,
1991).

Allerdings lasst sich so nicht eine Sequenz beliebiger Lange darstellen, sondern ist von
dem jeweiligen Enzym anhangig. Des weiteren ist ein erfolgreicher Einbau von der Natur des
Labels abhangig.
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Gerade bel kurzeren Oligonukleotiden, bei dem der Label an verschiedenen definierten

Positionen eingebaut werden soll, ist die chemische Synthese der enzymatischen tiberlegen.

Da die in Abb. 8.7 gezeigte amidische Bindung des Spin-Labels bei den Abspaltungs-
bedingungen fur die Schutzgruppen wahrend der Aufreinigung nicht stabil ist, muss bel der
chemischen Synthese eine andere Verknipfungsart gewahlt werden. Es ist moglich, den Spin-
Label Uber eine Dreifachbindung an der 5-Position von 2"-Desoxyuridin zu fixieren.

Neben der Stabilitét der Bindung ist der Label durch die enge Fixierung Uber eine starre
Dreifachbindung an die Base sehr immobil und wird vorwiegend nur noch um seine Achse
rotieren. Durch diese Einschrdnkung der eigenen Beweglichkeit ist der Label eine
empfindliche Sonde, um eine Aussage Uber die Mobilité innerhalb des untersuchten

Oligonukleotids zu gewinnen.

Der Spin-Label wird mittels einer Palladium-katalysierten Reaktion (Sonogashira-Kupplung)
auf der Stufe des Nukleosids eingefiihrt (Abb. 8.8).

Das gelabelte Nukleosid muss entsprechend geschitzt werden und kann in der
Festphasensynthese nach der Phosphoramidit-Methode eingebaut werden. Dabei zeigt sich,
dass der Label sowohl bei der Synthese als auch bei der Abspaltung der Schutzgruppen sowie
der Aufreinigung stabil ist.(Spaltenstein et al., 1989).

O
NH

CO-N N/\\\ (PP2)Pd(0)
‘bl Cul, DMF

29 33 34
Abb. 8.8 Kupplung des Spin-Labels an die 5-Position mit Hilfe einer Sonogashira-Kupplung

Eine weitere Methode fur das Spin-Labeling an der 5-Position und chemischen
Oligonukleotidynthese haben Duh und Bobst vorgestellt. Sie haben einen TEMPO-
Abkémmling verwandt und zum Aufbau des Stranges die Phosphortriester-Methode

verwandt.
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Abb. 8.9 zeigt den Baustein der nach entsprechender Schiitzung eingebaut wurde (Duh &
Bobst, 1991).

HO

HO
35

Abb. 8.9 TEMPO gelabelter 2°-Desoxyuridin Baustein

Eine weitere Mdglichkeit spezifisch einen Label einzubauen, ist in Abb. 8.10 dargestellt. Im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Methoden wird hier zundchst das Oligonukleotid -
diesem Fale RNA - synthetisert, wobel an der zu markierenden Position 4-Thiouridin
inkorporiert wird.

Erst nach der Synthese und Aufreinigung des Stranges wird dieser mit 3-(2-
lodoacetamido)proxyl versetzt (Ramos & Varani, 1998). Da dabei die Kupplung nicht
quantitativ verlduft, schlief3en sich erneut Aufreinigungsprozesse an.

i
NH—C—CH2 Q

\|S NH— C CH,—S

NH ’I\l

Ly —2
N~ O o
R : R

R=Ribose im RNA-Strang

Abb. 8.10 Spin-Labeling nach der chemischen Synthese

Ein anderer Weg fir das Labeling von RNA haben Macosko et al. vorgestellt (Macosko et al.,
1999). Dabel handelt es sich ebenfalls um ein Verfahren, bel dem der Label nach der
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Oligonukleotidsynthese eingefiinrt wird. Uber ein DNA-Templat wird mit T7-Polymerase ein
RNA Strang aufgebaut. Neben dem Ublichen Guanosintriphospat wurde auch Guanosin-
monophosphorthioat bei der enzymatischen Synthese zugesetzt, welches am Ende des
Stranges eingebaut werden soll.

Nach Gelaufreinigung und Isolation der modfizierten Strange wird der S-(1-Oxy-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolin-3-methyl)methanthiosulfonat  Spin-Label 37 kovalent Uber ene
Disulfidbindung angekuppelt (Abb. 8.11).

?
N
0
P ) )
o—IIDI—Guanosm 0=S=0
1 s 5
DNA -
—_— —_ —_ —_—> o
Template © II:I) e ? .
T7 Polymerase O O_II:I)_G_RNA
O

Abb. 8.11 Spin-Labeling Strategie durch Einbau von Guanosin-monophosphorthioat

Als letzte Methode sei das Labeling an der 2"-Position von RNA-Oligonukleotiden angefuihrt.
Hierbel wird 2'-Aminouridin in das RNA-Oligonukleotid eingebaut. Die RNA wird
entschitzt und mit einem TEMPO-Isocyanat-Derivat 38 versetzt (Abb.8.12). Dieses ist so
reaktiv, dass die RNA danach in einer Ausbeute von mehr als 90% gelabelt vorliegt (Edwards
et al., 2001)

Abb. 8.12 Spin-Labeling eines RNA-Stranges an der 2" -OH Funktion
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Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein sehr einfaches und effektives Verfahren fir das
Spin-Labeln von RNA. Allerdings ist die 2"-OH Funktion von RNA fir das Ausbilden der
vielfaltigen Strukturen der RNA essenziell. Durch das Anbringen des Labels an dieser
Position kann die Ausbildung der nativen Sekundér- und Tertidarstrukturen gestort werden,

was erhaltene Messergebnisse in Frage stellen mag.
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9 Eineneue Methode flr das Spin-L abeling

von Oligonukleotiden

9.1 Konzeption

Um die vielféaltigen Mdoglichkeiten der ESR-Spektroskopie fur die Strukturaufkldrung von
Nukleinsduren nutzen zu konnen, ist es erforderlich, Verfahren zu entwickeln, die eine

einfache, effiziente und schnelle Synthese von gelabelten Oligonukleotiden ermdglichen.

Die Schwierigkeiten, die das Labeln von Oligonukleotiden mit sich bringt, sind sicherlich
einer der Hauptgrinde warum die ESR-Spektroskopie zur Strukturaufkl&rung von

Nukleinsauren bei weitem noch nicht den Stellenwert eingenommen hat wie bei Proteinen.

Das Spin-Labeling sollte so konzipiert sein, dass die eingefihrten Label, sowohl fir
Abstandsmessungen als auch fir die Untersuchungen von Molekildynamiken geeignet sind.
Ferner sollten sie kovalent gebunden und in einem pH-Bereich von 4-12 stabil sein.

Der von Spaltenstein et al. (1989) verwendete Spin-Label 29 scheint hierzu geeignet (Abb.
8.8). Er wird Uber eine Dreifachbindung an die 5-Position kovalent gebunden. Die Starrheit
des Labels wird durch die Doppelbindung im Ring weiter erhdht. Im Gegensatz zu den
sechsgliedrigen Ringen ist der Finfring kleiner und minimiert die Stérung der untersuchten

Strukturen.

Gerade im Hinblick auf die Untersuchung von RNA ist die Verknipfung an der 5-Position der
Verknipfung an der 2'-Position vorzuziehen, da die 2'-Position der RNA als
Wasserstoffbriickendonor bel der Aushbildung von Sekundérstrukturen eine wichtige Rolle

spielt.

Spaltenstein et al. hat die AnknUpfung mittels einer Sonogashira-Kupplung auf der Ebene des
ungeschitzten Nukleosids vollzogen und anschlief?end das Phosphoramidit dargestellt.
Nachteil dieser Methode ist die nétige Menge des Labels und die vergleichsweise schlechten

Ausbeuten bei der Darstellung des Phosphoramidits. yBel der Festphasensynthese wird das
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Amidit dartiber hinaus Ublicherweise in einem 100-fachen Uberschuss zugegeben, was einen
weiteren Substanzverlust bedeutet.

Dieses Verfahren ist fur die Darstellungen von RNA-Bausteinen ungeeignet, da beim
Schitzen der 2"-Position noch einmal ein hoher Prozentsatz der unerwinschten 3’-silylierten
Verbindung anfallt.

Durch die schlechten Ausbeuten bel der Darstellung der Phosphoramiditbausteine werden
pro markierter DNA-Base ca. 50 mg Spin Label bendtigt.

In dieser Arbeit ist ein Verfahren entwickelt worden, dass die kovalente Anknipfung des
Spin-Labels 29 wahrend der Festphasensynthese vollzieht. Die Sonogashira-Kupplung wird
direkt auf der Saule durchgefihrt (,, on-column-derivatisation®).

Dabel wird pro Kupplung je nach verwendetem Kataysator nur 1-2 mg des Spin-Labels
verbraucht. Als Nukleotidbausteine sollen 2'-Desoxy-5-ioduridin 39 fir DNA und 5-loduridin
40 fur RNA synthetisiert und inkorporiert werden. Abbildung 9.1 zeigt die zu

synthetisierenden Bausteine.

o) o)
' NH ' NH
A DMTrO DMTrO
o b w
+O OTBDMS
29 39 40

Abb. 9.1 Bausteine fir das Spin-Labeln auf der Saule

Den Schwerpunkt dieser Arbeit bilden die geeigneten Bedingungen und Arbeitsschritte fir
eine erfolgreiche und effiziente Sonogashira-Kupplung auf der Saule.

Abschliefiend missen Aufreinigungsbedingungen getestet und analytische Methoden zur
Untersuchung der synthetisierten Strange getestet werden. Neben der ESR-Spektroskopie und

M assenspektrometrie sollen die Strange durch enzymatische Hydrolyse analysiert werden.
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9.2 Synthese des Spin-L abels 29

9.2.1 Darstellung von (3,5-Dibrom-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-on)hydro-
bromid 42

Der Spin Label 19 ist nicht kommerziell erhdltlich. Als Ausgangssubstanz fur die Synthese
wurde 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-4-on 41 eingesetzt. Dieses ist preiswert in grof3eren
Mengen erhdltlich. Verbindung 41 wurde in Essigsaure gel6st und durch Zutropfen von Brom

in a- und a”-Position bromiert (Abb. 9.2).

@) @)
o r ‘ Br
Essigsaure
B
N "2 N
I 94% !
H H *HBr
41 42

Abb. 9.2 Bromierung von Verbindung 41

Das Produkt féllt als grauer Feststoff wéahrend der Reaktion als Hydrobromid in 94%iger
Ausbeute aus und kann nach dem Absaugen und Trocknen ohne Aufreinigung eingesetzt
werden. Abbildung 9.3 zeigt ein ESI-Massenspektrum, in dem die verschiedenen Peaks zu
sehen sind, die sich durch die Kombination der Massen der verschiedenen Bromisotope

ergeben.

fir f
|
-.r"'l<’
B HEr
L]
TSR
[ 33,04
L n
MR e Manima. JL g W 0T 'm-U_s_:_a@_ "

Abb. 9.3 ESI-Massenspektrum von 42 mit Isotopenaufspal tung
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9.2.2 Darstellung von 2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-carboxamid 43

Durch eine Favorskii-Umlagerung der Verbindung 42 wird ein Pyrrolin-Derivat erhalten. In
dieser Reaktion werden dabei zwel strukturelle Merkmale der Zielverbindung realisiert. Zum
einen bildet sich ein Funfring, zum anderen wird die Doppelbindung innerhalb des Ringes

aufgebaut.

Das Hydrobromid 42 wurde mit konzentriertem Ammoniak versetzt und 2 Stunden lang bei
Raumtemperatur gertihrt. Bei der Zugabe kommt es zu einer starken Warmeentwicklung, was
eine langsame und vorsichtige Zugabe erforderlich macht. Durch die Séttigung mit
Kaliumhydroxid wurde Verbindung 43 ausgeféllt. Nach dem Trocknen erhdit man das
Produkt als einen hellbraunen Feststoff in 81%iger Ausbeute (Abb. 9.4).

(@) O
\
Br Br
konz.NH; _ NH; | N—H
81%
N
H *HBr
42 43

Abb. 9.4 Favorskii-Umlagerung zu Verbindung 43

Der Mechanismus der Favorskii-Umlagerung ist in Abbildung 9.5 gezeigt. Zunéchst wird
basenkatalysiert ein Proton in a-Position abgespalten, was einen nukleophilen Angriff auf die
a’-Position zur Folge hat. Es bildet sich intermediér neben dem vorhandenen Sechsring ein
Funfring aus. Durch einen nukleophilen Angriff des Ammoniaks auf den Carbonylkohlenstoff
wird der Sechsring gedffnet. Im basischen Medium kommt es unter Eliminierung von HBr zur

Ausbildung der Doppel bindung.

H (@) (‘) O O
Br Br Br.© Br Br _
- NH
| |
H H

[
H

42 43

Abb. 9.5 Mechanismus der Favorskii-Umlagerung
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9.2.3 Oxidation der Aminofunktion zum Nitroxid

Fur die Oxidation der Aminofunktion stehen mehrere Methoden zur Auswahl.

In dieser Arbeit kamen zwei Methoden zur Anwendung (Abb. 9.6). Verbindung 43 wurde in
Wasser suspendiert und mit Titriplex® Il versetzt. Dieses enthalt EDTA, welches bei der
Reaktion stérenden Metallionen, vor allem Eisenionen, komplexiert.

Die Oxidation wurde durch Zugabe von Wasserstoffperoxid (30%ige Losung) und
Natriumwolframat-Dihydrat durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde 10 Tage unter
gelegentlichem Umrihren unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dabei
fallt 3-Carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 44 as kristaline gelbe Substanz aus
(Rozantzev & Krinitzkay, 1964; Groesbeek & Lutgenburg, 1995). Die Ausbeute betragt 62%.
Die Charakterisierung erfolgte durch Bestimmung des Schmelzpunktes, Elementaranalyse,
Massenspektrometrie sowie *H-NMR-Spektroskopie. Nachteil dieser Methode ist neben der
etwas geringeren Ausbeute die lange Reaktionszeit.

Nahezu quantitative Ausbeuten liefert die Reaktion mit Dimethyldioxiran 45. Das Amin
wurde in Aceton gelést und eine Losung von Dimethyldioxiran in Aceton unter Eiskihlung
langsam hinzugetropft. Dabei 1&sst sich eine Gelbfarbung der Losung beobachten. Nach der
Zugabe wurde noch eine halbe Stunde bei Raumtemperatur weiter gertihrt. Nach Beendigung
der Reaktion wurde das Aceton evaporiert und das Nitroxid 44 in 99%iger Ausbeute erhalten.
Es konnte ohne weitere Aufreinigung in den néchsten Synthesestufen eingesetzt werden.
Obwohl diese Methode zur Oxidation quantitative Ausbeuten liefert und verglichen mit der
ersten Methode nur eine sehr kurze Reaktionszeit erfordert, ist sie nur fir kleine
Ansatzmengen geeignet. Das Oxidationsmittel Dimethyldioxiran 45 muss vor der Oxidation
in einer apparativ aufwendigen Synthese dargestellt werden und ist nur héchstens zwei Tage
haltbar. Darlber hinaus lassen sich im Labormal3stab nur vergleichsweise geringe Mengen
Dimethyldioxiran 45 darstellen.

9.2.3.1 Darstellung von Dimethyldioxiran 45

Die Darstellung von Dimethyldioxiran erfolgte in einem 4l-Rundkolben, in dem Wasser,
Aceton und Natriumhydrogencarbonat unter Eiskiihlung vorgelegt werden. Uber eine
Pulverschnecke wird Caroat® (Kaliummonopersulfat Tripelsalz 2 KHSOs* KHSO,* K ,S0,)

unter starkem Ruhren mit einem KPG-RUhrer in mehreren Portionen hinzugegeben. In einem
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schwachen Vakuum werden in einen auf —78°C gekihlten Vorlagekolben ca. 150 ml
abdestilliert. Das gelbliche Destillat enthélt eine ca. 80mmolare Losung von Dimethyldioxiran
in Aceton, die mit Kaliumcarbonat getrocknet und Uber Molsieb bei —20°C kurze Zeit
lagerfahig ist (Adam et al., 1991).

O H202/ Na2WO4 O
10 Tage 62%

NH>
0—O0
43

99 % 1h

Abb. 9.6 Darstellung des Nitroxids 44 nach zwei verschiedenen Oxidationsmethoden

9.2.4 Hydrolyse des Nitroxids 44

Wahrend die Nitroxidfunktion von Verbindung 44 unter stark sauren Bedingungen instabil ist
(Couet et al. 1985), ist sie im basischen Medium inert. Dieses erlaubt die Hydrolyse der
Amidfunktion in 10%iger Natriumhydroxidlésung (Abb.9.7).

Verbindung 44 wurde in 10%iger wassriger Natriumhydroxidldsung suspendiert und eine
halbe Stunde unter Ruckfluss erhitzt. Bel der Neutralisation mit halbkonzentrierter Salzsdure
fallt Verbindung 46 als gelblicher Feststoff aus.

Um nicht ausgefallenes Produkt vollsténdig zu isolieren, wurde die wassrige Phase mit
Ether ausgeschittelt und evaporiert. Die Ausbeute betrug 96%. Die Charakterisierung erfolgte

durch Bestimmung des Schmelzpunktes, Elementaranalyse und Massenspektrometrie.

O O

10% NaOH HO
|  N-O° ) > | N-Oe
96 % 0,5 h

44 46

Abb. 9.7 Hydrolyse von 44 mit 10%iger Natriumhydroxidl ésung
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9.2.5 Strategien zur Darstellung des Aldehyds 48

Zur Darstellung des Aldehyds 48 wurden verschiedene Methoden getestet. Die Nitroxid-
Gruppe schrankt die tblichen Reduktionsmethoden ein, da sie gegenuber Reduktionen sehr
empfindlich ist und die Reaktionen oft zu einer Zersetzung des Edukts gefihrt haben. Eine
direkte Reduktion mit DIBALH war nicht erfolgreich und flihrte selbst bel niedrigen

Temperaturen zu einer Reduktion des Nitroxids.

Hideg et al. (1980) beschreibt die Synthese des Aldehyds zun&chst durch Reduktion zum
entsprechenden  Alkohol mit  Natrium-bis-[2-methoxyethoxy]-aluminiumdihydrid  und
anschlieffende Oxidation mit Mangandioxid. Der Aldehyd 48 lésst sich in ca. 44%iger
Ausbeute erhalten (Abb. 9.8).

In dieser Arbeit wurde eine weitere Methode getestet, die von dem Amid 44 ausgeht. Durch
Umsetzen mit POCI; in Pyridin wird unter Wasserabspaltung das entsprechende Nitril in
guantitativer Ausbeute gewonnen. Dieses wurde bei tiefen Temperaturen mit
Diisobutylaluminiumhydrid oder Lithiumtri-tert.-butoxyaluminiumhydrid umgesetzt. Doch
trotz der tiefen Temperaturen und einer vorsichtigen Zugabe kam es nicht zur gewlnschten
Produktbildung (Abb. 9.8).

O

H
N— N-Or—> || N-O°
NaAIHz(OCHZCHZOCH3)2 MnO,

48

NC

NH H
2 | N—O® POCl, | N—O¢ §2 5 | N—O¢
99 %

DIBALH

44 49 48
Abb. 9.8 Zwei Strategien zur Darstellung des Aldehyds 48.
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Als dritte Alternative bietet sich die Synthese eines Weinrebamids an. Dieses l&sst sich in
guter Ausbeute mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBALH) reduzieren.

9.2.5.1 Darstellung des Weinrebamids 50

Die Carbonsdure 46 wurde in Dichlormethan geloést und mit Pyridin versetzt. Durch
langsames Zutropfen von Thionylchlorid wird intermedidr das Séurechlorid generiert. Nun
wurde N-Methoxy-N-methylamin 69 in Dichlormethan geldst hinzugetropft. Dieses ist als
Hydrochlorid kommerziell zu erwerben und 18sst sich durch Erhitzen in Gegenwart von sym-
Collidin freisetzen.

Nach dem Abfiltrieren von ausgefallenem Pyridiniumhydrochlorid und dem Waschen mit
verdinnter Salzsdure wurde das Reaktionsprodukt durch pDC aufgereinigt. Das Produkt |&asst
sich als gelber Feststoff in einer Ausbeute von 57 % gewinnen (Abb. 9.9).

(@) O
HO SOCl, / Pyrid _O\N
Byrid
[ w0 SOG/Pyidn, - NT T o
~ SN—H 69
P 69
46 57 % 50

Abb. 9.9 Darstellung des Weinrebamids 50

9.2.5.2 Reduktion des Weinrebamids 50 zum Aldehyd 48

Das Weinrebamid 50 wird in Tetrahydrofuran gelost und bei -60°C langsam mit DIBALH
versetzt. Wahrend diese Reaktion in Acetonitril nicht erfolgreich war, liel3 sich in
Tetrahydrofuran das gewlnschte Produkt 48 nach Aufreinigung in 80%iger Ausbeute
gewinnen (Abb. 9.10).

Bei der Hydrolyse des Alumiumkomplexes wadhrend der Reaktion kommt es zu einer
starken Warmeentwicklung, was eine effektive Kuhlung erforderlich macht. Die
Charakterisierung erfolgte durch Bestimmung des Schmelzpunktes, Elementaranalyse
M assenspektrometrie, sowie *H-NM R-Spektroskopie.
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O O
_O\N H
P . N-oO DIBALH . “N-o
THF, -60°C
80%
50 48

Abb. 9.10 Reduktion des Weinrebamids 50 mit DIBALH

9.2.5.3 Kristallstruktur des Aldehyds 48

Es ist gelungen, Verbindung 48 aus Essigester in langen Nadeln zu kristalisieren. Von den
Kristallen konnten Kristallstrukturen erhalten werden (Abb. 9.11).

Der Funfring des Pyrrolins ist fast vollstandig planar. Der grofdte Torsionswinkel innerhab
des Rings betragt 2,2°. Die Aldehydfunktion ist coplanar mit dem Ring. Die Dimensionen der
Nitroxid-Gruppe sind vergleichbar mit den Dimensionen, die in anderen strukturell &hnlichen
Molekilen gefunden worden sind. Die Verbindung zeigt keine intramolekularen Kontakte.

In der Kristallpackung findet sich zwischen dem O1 (Nummerierung siehe Abb. 9.11 A) und
H5 (Proton an C2) ein Abstand von 2,45 A, der nur wenig (iber dem van-der-Waals-K ontakt
Radius zwischen O und H von 2,4 A liegt. Einen weiteren engen Kontakt findet man
zwischen O2 und einem Proton an C7. Dieser ist mit 2,58 A ca. 0,2 A langer als der van-der-
Waals-Kontaktradius.

9.2.6 Verlangerung der Seitenkette des Aldehyds 48

Durch die Umsetzung der Verbindung 48 mit (Chlormethyl)triphenyl phosphoniumchlorid in
einer Wittig-Reaktion wird die Seitenkette um eine Kohlenstoffeinheit verlangert. Das
Chlorid wurde in THF vorgelegt bei —78°C mit n-Butyllithium in n-Hexan deprotoniert. Die
Losung verfarbt sich hierbel tiefrot.

Der Aldehyd 48 wurde in THF geldst und langsam hinzugetropft. Nach dem Quenchen mit
Wasser, Abtrennen der organischen Phase und Aufreinigung mittels Sulenchromatographie
erhalt man ein gelbes Ol (Abb. 9.12).
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Abb. 9.11 A)Rontgenstruktur des Aldehyds 48. B) Blick entlang der nahezu planaren
Ringebene C) Kristallpackung

Das Produkt 51a/b enthdlt das cis- und das trans-Isomere, die vor der weiteren Umsetzung
nicht getrennt wurden. Die Ausbeute dieser Reaktion betrégt 56%. Durch Variation der
Versuchbedingungen, vor alem Reaktionszeit und —temperatur, war keine
Ausbeutesteigerung zu erzielen. Die Charakterisierung erfolgte durch Massenspektrometrie
und *H-NM R-Spektroskopie.
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O
Cla,
H CICH,P(CgHs)5Cl o
| N-Oe* . > | N-O®
BuLi/-78°C
56%

48 5la/b
Abb. 9.12 Umsetzung von 48 in einer Wittig-Reaktion zu 51a/b

9.2.7 Dehydrochlorierung zur Generierung des terminalen Alkins

Es wird eine basenkatalysierte Dehydrohalogenierung von Verbindung 51a/b durchgefihrt.
Als Base fur diese Reaktion dient Diisopropylamin, das zuvor mit n-Butyllithium in n-Hexan
unter Eiskiihlung deprotoniert wurde. Zu diesem Reaktionsgemisch wird langsam unter
Eiskiihlung Verbindung 48 in Tetrahydrofuran gel 6st hinzugetropft.

Durch langsames Erwarmen auf Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 2 Stunden wird
die Reaktion vervollstandigt. Die Reaktion wird durch die Zugabe von Wasser beendet. Nach
mehrfacher Extraktion mit Ether werden die organischen Phasen vereinigt, evaporiert und der
Rickstand saulenchromatographisch aufgereinigt.

Man erhdlt ein Produktgemisch, dessen Komponenten so dicht zusammenlaufen, dass sie
saulenchromatographisch nicht zu trennen sind. Bei diesem Gemisch handelt es sich neben

der gewunschten Zielverbindung 29 um das entsprechende Hydroxylamin.

Clo— Diisopropylamin X
._ Buli/0°C .
N-O culo, | N-O
69%
29

|
5la/b
Abb. 9.13 Darstellung der Zielverbindung 29

Zur Reoxidation des Hydroxylamins wird das erhaltene Gemisch in Methanol gel6st, ein
kleiner Kupferdraht hinzugefligt und enige Stunden Luft in die Lésung eingeleitet.
Kupferionen in katalytischer Menge und Luftsauerstoff erméglichen eine vollstandige
Oxidation des Hydroxylamins zum Nitroxid (DC-Kontrolle). Das Einleiten von Luft sollte
nicht unnétig lange vollzogen werden, da es bei sehr langen Reaktionszeiten (>12 h) zur
Bildung von Nebenprodukten kommen kann (kupferkatalysierte Kupplung der terminalen
Alkine).
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Das Produkt 29 wird in 69%iger Ausbeute als gelber Feststoff erhalten. Die Charakterisierung
erfolgte durch Massenspektrometrie und *H-NMR-Spektroskopie. Abbildung 9.14 zeigt eine

Ubersicht der einzelnen Syntheseschritte.

@)
Br Br
E33|gsaure _ konz. NH;

0

'|\| 81%

0
H 4% «HBr
41 42 43

SOCI, / Pyridin

—0
SN—H
/

> —0O°
80%

@)
H20, / NaWO, NHz/N\i/E oe __10%NaOH /u\i/z
10 Tage / 62% 0,5h/ 96 %
M _
@)
O\N/U\i/i DIBALH _ H)\i/z

57%

ClvI1
Diisopropylamin
CICH,P(CeHe)oCl- muil oo o
BuLi/-78°C Cu/ 0O,
56% 69%

Abb. 9.14 Synthese des kupplungsféhigen Spin-Labels 29

9.2.8 Alternative Synthesewege

Der in Abbildung 9.14 dargestellte Syntheseweg fihrt in acht Stufen in einer 8%igen
Gesamtausbeute zu dem kupplungsfahigen Spin-Label 29. Besonders die Darstellung des
Aldehyds 48 ausgehend vom Saure 46 ist Uber zwei Stufen nur in einer Ausbeute von 46%
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moglich. Es ist bekannt, dass die Nitroxid-Funktion die chemische Reaktivitdt des Molekils
stark verandert und die Ausbeuten bei ansonsten problemlosen Reduktionsreaktion erniedrigt
oder nicht reproduzierbar macht (Groesbeck et al.,1995).

Vor diesem Hintergrund wurden die Reaktionen an der Seitenkette des Labels auf der Stufe
des Amins vollzogen. Die Oxidationsreaktion sollte erst auf einer moglichst spaten Stufe
erfolgen, um die Problematik, die sich durch die verdnderte Reaktivitat der Nitroxidgruppe
ergibt, zu umgehen.

Bel dieser Synthesefolge konnten zwei Schritte eingespart werden, indem bei der Favorskii-
Umlagerung statt Ammoniak direkt N-Methoxy-N-methylamin 69 eingesetzt wurde (Abb.
9.15).

o}
Br | Br —0 (H)
H,0, TEA, 50° N
— | N-H
) —o.
H «HBr NH 89
71%
42 ° 52

Abb. 9.15 Favorskii-Umlagerung mit N-Methoxy-N-methylamin

Die Ubrigen Reaktionen verliefen analog den oben beschriebenen Bedingungen. Die Produkte
wurden als Ole erhalten. Die Reaktionsbedingungen und Ausbeuten sind in Abbildung 9.16
dargestellt.

Es wurde versucht, die Amine auf verschiedenen Reaktionsstufen zu Nitroxiden zu oxidieren.
Als Oxidationsmittel wurden bei allen Reaktionen die beschriebenen Oxidationsmittel
H,O,/Natriumwolframat sowie Dimethyldioxiran verwendet. Zusétzlich wurden MCPBA als
Oxidationsmittel getestet.

Keines der Molekile 52-55 konnte erfolgreich oxidiert werden. In allen Falen kam es zu
einer sehr schnellen Entfarbung der etwas gelblichen Losungen, wonach weder das
gewinschte Produkt noch das eingesetzte Edukt zu isolieren waren. Dieser Prozess lief mit
Dimethyldioxiran auch bel niedrigen Temperaturen besonders schnell ab. Wéhrend die
erfolglose Oxidation von Verbindung 53 und 55 durch die reaktive Aldehydfunktion bzw. das
empfindliche terminale Alkin zu erkléren ist, ist es nicht ganz klar, warum sich auch

Verbindung 52 nicht zum Nitroxid oxidieren |asst.
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"0

\
H *HBr

—O<\_n |TEA, H,0
7 71%

—0
// N o
)\@Z // - | N—O

DIBALHJTHF -60°C

\j
AN

69%

@)
H H
53 | N-H // / - |  N-O°
/ 48
CICH,P(CgHs5)5Cl -78°C
BuLi 42%
Cl, Cla,__
54a/b ‘ N—H // > | N—O®
// 5la/b
Diisopropylamin 0°C
S X
55 | N—H // > |  N-O°

// 29

Abb. 9.16 Syntheseweg zum Amin 55 und Oxidationsversuche mit H,O,/Natriumwolframat,
Dimethyldioxiran oder MCPBA auf einzelnen Stufen
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9.3 Darstellung der iodierten Phosphoramiditbausteine 39 und 40

Die lodierung an der 5-Position der Bausteine 39 und 40 (Abb. 9.1) wird auf Stufe des
Nukleosids vollzogen. Zu Einfiihrung des lodatoms an der 5-Position bei Pyrimidinen sind

verschiedene Methoden beschrieben worden.

Zum ersten Mal ist die lodierung der 5-Position mit dem System lod/Salpetrige Séure in
geringer Ausbeute beschrieben worden (Prussoff et al., 1953).

Ohne zuvor die Hydroxylfunktionen zu schitzen ist es moglich, Uridin in Ethanol mit N-
lodsuccinimid zu iodieren. Die Ausbeuten liegen allerdings bei nur 25% (Bakker et al., 1981).
Die erste effektive Synthese mit hoheren Ausbeuten haben Robins et al. 1982 mit Chloriod

beschrieben.

In dieser Arbeit wurde eine Cer-katalysierte Halogenierung vorgenommen, die sowohl fir
DNA- als auch fir RNA-Bausteine geeignet ist (Asakura & Robins, 1990). Um eine bessere
Loglichkeit zu gewdhrleisten, wurden zundchst die Hydroxlgruppen mit der Acetyl-
Schutzgruppe geschiitzt.

9.3.1 Darstellung der acetyl-geschiitzen Bausteine

Uridin bzw. 2'-Desoxyuridin werden in Pyridin gelést und bei Raumtemperatur mit
Essigsaureanhydrid versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 5 Stunden wird die Reaktion durch
die Zugabe von Wasser abgebrochen und vollsténdig evaporiert. Durch mehrmalige

Coevaporation mit Toluol wird restliches Pyridin entfernt.

Nach saulenchromatographischer Aufreinigung erhdt man Verbindung 56 bzw. 57 in
97%iger bzw. 98%iger Ausbeute als weillen Schaum (Abb. 9.17). Die Charakterisierung
erfolgte jeweils durch Bestimmung des Schmelzpunktes, Massenspektrometrie und *H-NMR-
Spektroskopie.

9.3.2 Einfuhrung des | odatoms mit Cerammoniumnitrat (CAN)

Die acetylgeschitzeten Bausteine 56 und 57 wurden in Acetonitril gelést, mit lod und

Cerammoniumnitrat versetzt und eine Stunde unter Rickfluss erhitzt. Dabel generiert das
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Ce(1V) unter eigener Reduktion zum Ce(l11) in situ eine elektrophile lodspezies, die an der 5-

Position des Nukleosids angreift.

O O
N/k ) N/k )
HO AcO
o L . 0
Essigsaureanhydrid

1 Pyridin, 5 h )

HO R 97% fiir 56 AcO R
989% flur 57

18 R'=OH 56 R?=OAC
24 R'=H 57 R®=H

Abb. 9.17 Schitzung der Hydroxylfunktionen

Nach dem Abkuhlen der Reaktionsmischung wurden Ethylacetat, eine Natriumchlorid- sowie
eine 5%ige Natriumsulfitiésung hinzugegeben. Dabei ist auf eine vorherige Kihlung der
Losung zu achten, um eine partielle Dehalogenierung zu verhindern. Die organische Phase

wird abgetrennt, evaporiert und das Produkt saulenchromatographisch aufgereinigt.

Das Produkt 58 bzw. 59 fallt als weil3er Schaum in 93%iger bzw. 87%iger Ausbeute an (Abb.
9.18). Die Charakterisierung erfolgte jeweils durch Massenspektrometrie und *H-NMR-
Spektroskopie.

0 0
NH ! NH
| /g | /L
N (@) N (@)
AcO AcO
O ,/CAN o
ACN, 1 h, Ruckfluss
AcO R! 93% fiir 58 AcO R?
87% fiir 59
56 R!=0Ac 58 R?=0OAc
57 R'=H 59 R?=H

Abb. 9.18 Einfuhrung von lod mit Cerammoniumnitrat (CAN)
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9.3.3 Entschtitzung der Hydroxylfunktionen

Die Entschitzung der Hydroxylfunktionen der Verbindungen 58 und 59 erfolgte mit
methanolischer Natriummethanolatldsung bei Raumtemperatur innerhalb einer Stunde. Nach
Zugabe von Wasser wird die Losung mit einem lonenaustauscher neutralisiert. Das
methanolische Filtrat wird evaporiert und der Rickstand mit Ethanol / Ethylacetat / Toluol
(1:1:2) coevaporiert.

Der Ruckstand wird im Falle der Verbindung 60 sdulenchromatographisch, im Falle des
Bausteins 61 durch Umkristallisation aus Wasser aufgereinigt. Die Produkte werden als
weil3er Feststoff in 97%iger bzw. 87%iger Ausbeute erhalten (Abb. 9.19).

Die Charakterisierung erfolgte jeweils durch Bestimmung des Schmelzpunktes,

M assenspektrometrie, Elementaranalyse und *H-NM R-Spektroskopie.

O o)
|\(‘\
NH I
| \(‘\NH
N/kO /L
AcO HO N~ O
O NatriummethanoIaL O
1h
AcO R? 97% fiir 60 )
87% fiir 61 HO R
58 R = OAc 60 R?=OH
59 R'=H 61 R°=H

Abb. 9.19 Entschiitzung mit methanolischer Natriummethanol atl 6sung

9.3.4 Schiitzen der 5" -OH -Funktion

Die Schitzung der 5-OH-Funktion lief unter den schon beschriebenen Bedingungen ab
(sehe Kapitel 5.2.3). Die DMTr-geschitzten Produkte 62 und 63 konnten nach
saulenchromatographischer Aufreinigung als leicht gelblicher Schaum in einer Ausbeute von
84% bzw. 83% gewonnen werden (Abb. 9.20).

Die Charakterisierung erfolgte jeweils durch Massenspektrometrie und *H-NMR-
Spektroskopie.
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0 0
NH NH
| /L | /L
N~ O i N~ O
HO DMTYCI, Pyridin ~ DMTrO
0 > 0
4h
84% fiir 62
HO Rl 839% flr 63 HO R2
60 R!=OH 62 R?=OH
61 R'=H 63 R’=H

Abb. 9.20 Schiitzung der 5 -OH-Funktion

9.3.5 Schiitzen der 2"-OH-Funktion von Verbindung 62

FOr den RNA-Baustein 62 ist es notig, die 2'-OH-Funktion zu schitzen. Es werden
standardmallig Silylschutzgruppen verwendet, die unter den sauren Bedingungen der
Festphasensynthese und den basi schen A bspaltungsbedi ngungen stabil sind.

In dieser Arbeit wurde die tert.-Butyldimethylsilylgruppe (TBDMYS) gewahlt (Ogilvie et al,
1978). Die Schutzgruppe lasst sich nicht regioselektiv einfihren, sodass es zu der Bildung
von Regioisomeren kommt. Weiterhin zeigen die Silylgruppen ene 2°-3'-
Wanderungstendenz (Jones & Reese, 1979).

Vorteile dieser Schutzgruppe sind die hohe Stabilitét wahrend der Festphasensynthese und
die leichte Abspaltbarkeit mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) oder Triethylamin
Trihydrofluorid.

Durch Zugabe von Silbernitrat wird die Reaktion beschleunigt und das Isomerenverhdltnis

zugunsten des 2" -geschiitzten Derivates verschoben.

Zur Darstellung von 64 wurde die tritylgeschitzte Verbindung 63 in 10 ml Tetrahydrofuran
und 10 ml abs. Pyridin gelost und mit Silbernitrat versetzt. Nun wurde eine 1M Lésung von
tert.-Butyldimethylsilylchlorid in Tetrahydrofuran hinzugetropft. Unter Lichtausschluss l&sst
man den Reaktionsansatz 12 h ruhren. Wahrend der Reaktionszeit falt Silberchlorid aus.

Nach der Isolierung des Isomerengemisches wird dieses saulenchromatographisch
aufgereinigt. Das gewlnschte Produkt 64 wird in 55%iger, das unerwiinschte 3'-silylierte
Produkt 65 in 22%iger Ausbeute jewells als weil3er Schaum erhaten (Abb. 9.21). Die
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Charakterisierung erfolgte durch ESI-Massenspektrometrie und *H-NM R-Spektroskopie. Die
eindeutige Zuordnung der jewelligen Isomere konnte mit Hilfe zweldimensionaler NMR-
Spektren (H,H-COSY)) erreicht werden.

O O @)
NH NH NH
DMTrO DMTrO DMTrO
TBDMSC
Pyrldln [ THF 1:1
HO OH 55% fur 64 HO OTBDMS TBDMSO OH
22% fur 65
62 64 65

Abb. 9.21 Zwel Regioisomere bei der Silylschiitzung von 62

9.3.6 Phosphitylierung

Die Phosphitylierung der Bausteine 63 und 64 erfolgte unter den in Kapitel 5.2.4
beschriebenen Bedingungen. Dabei liefld sich der fur den Einsatz am Synthesizer konzipierte
RNA-Baustein 40 in einer 83%igen und der DNA-Baustein 39 in einer 87%igen Ausbeute
jewells als weil3er Schaum erhalten (Abb. 9.22). Die Charakterisierung erfolgte durch ESI-
M assenspektrometrie, *H-NM R-Spektroskopie sowie **P-NM R-Spektroskopie.

o) o)
| NH | NH
| /k | /k
N~ O N~ O

DMTrO DMTrO
CIP(N{Pr,)OCH,CH,CN O
DIPEA, 0°C
HO R! 83% fiir 40 4 e R2

87% fur 39 ‘<N P /\/CN

64 R'=OTBDMS 40 R?*= OTBDMS

@R]-:H &RZZH

Abb. 9.22 Phosphitylierung
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9.3.7 Syntheselibersichten der Phosphoramiditbausteine 39 und 40

Die Abbildungen 9.23 und 9.24 zeigen zusammenfassend die Darstellung von 3°-O-(2-
Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2"-desoxy-5-iod-5"-O-(4,4"-dimethoxytriphenyl methyl ) uri-
dn 39 und 3"-0-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-5-iod-5"-O-(4,4"-dimethoxy-
triphenylmethyl)uridin 40.

O O O
NH NH NH
N~ O N~ O N~ O
HO AcO AcO
O Essigsaureanhydrid o P o
— > ——
Pyridin CAN
98% 87%
HO AcO AcO
24 57 59
@) O
NH NH
| Pt | i
N~ O N~ O
HO DMTrO
Natriummethanolat O DMTrCI _ o
Methanol Pyridin
86% HO 83% HO
61 63
O
NH
| L
DMTIO N" O
O
CIP(N|PI’2)OCH2CH2CN
87% g} {
N—F’P‘JO CN
‘< \O/\/
39

Abb. 9.23 Syntheselibersicht zum Phosphoramiditbaustein 39
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N~ O N~ O
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O
NH
| L
N~ O
DMTrO
0]
CIP(N;Pr,)OCH,CH,CN
83% 4O OTBDMS
N—P CN
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Abb. 9.24 Syntheselibersicht zum Phosphoramiditbaustein 40
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9.4 Sonogashira-Kupplung

Die Kupplung des terminalen Alkins des Spin-Labels 29 an die iodierte 5-Position der
Phosphoramiditbausteine 39 und 40 soll mittels einer Sonogashira-Kupplung (Sonogashira et
al., 1975) durchgefihrt werden. Hierbei handelt es sich um eine palladiumkatalysierte
Kupplung in N,N-Dimethylformamid mit Kupfer(l)iodid nach dem in Abbildung 9.25
dargestellten allgemeinem Schema.

L,PdX,

Cul /NEt;
DMF

X = Halogen, L = Ligand

R—X + —

Abb. 9.25 Sonogashira-Kupplung

Mechanistisch wird angenommen, dass eine Palladium(0)-Spezies durch oxidative Addition
zunéchst in die Kohlenstoff-lod-Bindung inseriert. Darauf folgt der nukleophile Angriff auf
den Palladiumkomplex unter Transmetallierung. Im letzten Schritt wird das Produkt unter
reduktiver Eliminierung der katalytischen Palladium(0)-Spezies freigesetzt.

Wird nicht direkt eine Pd(0)-Spezies, sondern eine Pd(I1)-Spezies in der Reaktion
eingesetzt, wird diese unter Bildung eines Diacetylens zunachst reduziert. Der Mechanismus
ist in Abb. 9.25 dargestellt.

9.4.1 Kupplung in flUssiger Phase

Als Referenzsubstanz fur die Analytik wurde der Spin-Label 29 an 2"-Desoxy-5-ioduridin 61
gekuppelt (Spaltenstein et al., 1989).

Dazu wurden der Spin-Label und 2"-Desoxy-5-ioduridin in N,N-Dimethylformamid gelost.
Da der Katalysator Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) 66 sauerstoffempfindlich ist,
musste die Losung durch Anlegen eines schwachen Vakuums vor der Zugabe mehrfach
desoxygeniert werden. Danach erfolgte die Zugabe des Katalysators und des Kupfer(l)-iodids.
Schliefdich wurde Triethylamin hinzugegeben und der Reaktionsansatz ca. sechs Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Losung férbt sich dabei tiefrot.
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L,PdX,
R——=—-+ Cul/NEtg
NEtz, HX
R——=
PdL,
R—=
R——=—— R
PdL,
R——=—FR R—X

X = Halogen, L = Ligand

R, R
PdL, PdL,
// X
R
NEts, HX R——=
Cul Cul/ NEtg

Abb. 9.26 Allgemeiner Mechanismus der Sonogashira-Kupplung

Nach Beendigung der Reaktion wird die Lésung vollstandig evaporiert und der Ruckstand

nach dem Entfernen von ausgefalenem Palladium saulenchromatographisch aufgereinigt

(Abb. 9.27).

Das Produkt 67 wird als gelber Feststoff in 71%iger Ausbeute erhalten. Die
Charakterisierung des Produkts erfolgte durch Massenspektrometrie, *H-NM R-Spektroskopie

und ESR-Spektroskopie.
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o «O—N | o
X
N
N
NH AN | NH
| /L | N-O° /LO
Ngle! HO N
HO 29
o) > o
Pd(0)(PhsP), 66
o DMF, TEA, Cul
71% HO
61 67

Abb. 9.27 Sonogashira-Kupplung in flUssiger Phase (Spaltenstein et al., 1989)
9.5 Sonogashira-Kupplung an fester Phase

In Anlehnung an eine Methode von Khan & Grinstaff (1999) ist es gelungen, zum Spin-
Labeling von Oligonukleotiden die Sonogashira-Kupplung an fester Phase - wahrend der
Oligonukleotidsynthese - durchzufihren (Abb. 9.28).

Dabel wird am Synthesizer der Oligonukleotidstrang bis zu dem Nukleotid synthetisiert, an
dem die Spin-Sonde 29 eingefuhrt werden soll. Als Phosphoramidit fir diese letzte Base wird
der iodierte Baustein 39 bei DNA oder 40 bei RNA inkorporiert. Die Kupplungszeit fir diese
modifizierten Bausteine betragt 10 Minuten bei einer Standardkonzentration von 0,1M. Die
5-DMTr-Schutzgruppe wird nicht abgespalten (, DM Tr-on").

Die Saule wird vom Synthesizer abgenommen und 10 min mit Argon geflutet, um
Losungsmittelreste zu entfernen. Sie wird unter Argonatmosphére, z.B. in einem Kolben
aufbewahrt, um Sauerstofffreiheit innerhalb der Saule zu gewahrleisten.

Parallel dazu wird die Reaktionsldsung vorbereitet. Obwohl fur die Sule nur ein VVolumen
von ca. 150 pl nétig ist, werden 1,75 ml N,N-Dimethylformamid und 0,75 ml Triethylamin in
einem sorgfdltig ausgeheiztem Kolben unter Argonatmosphdre gegeben. Dieses
Losungsvolumen ldsst sich durch mehrfaches Anlegen eines schwachen Vakuums gut
desoxygenieren. Alternativ kann auch Uber einen Zeitraum von 10 Minuten Argon in die

Ldsung eingeleitet werden.
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sO—N | o
Q S
—0)e O
DMTIO N~ O [ N0 bumo N
0 29 O
Pd-Kat
DMF, TEA, Cul
O R O R
% R = H oder TBDMS %
Tragef (CPG) Trager (CPG)

Abb. 9.28 Sonogashira-Kupplung an der festen Phase

Nun wird das Kupfer(l)iodid (genaue Mengen der Reaktanden siehe Tabelle 9.1) unter
Rihren hinzugegeben und noch einmal desoxygeniert. Mit einer Spritze werden 150 ul dieser
Losung entnommen und in ein kleines ebenfalls unter Argonatmosphére stehendes Gefai
Uberfahrt, in dem sich der Spin-Label 29 und der Palladiumkatalysator befinden (Abb. 9.29).

Nach vollsténdiger Auflésung der Reaktanden wird die tiefrote Losung mit einer Spritze
aufgezogen und mit Hilfe einer zweiten auf der anderen Saulenseite installierten Spritze auf
die Séule aufgegeben. Dabel hellt sich die Lésung deutlich auf.

Synthesemalistab Synthesizer 1 pmol
Tetrakis-(triphenyl phosphin)-palladium(0) 66 3 umol 3,5mg
Bis-(triphenyl phosphi n)o-CrIJeaIrIadi um(ll)-dichlorid 68 3 umol 2,1 mg
Kupferiodid bezogen auf 150 pl /2,5 ml 3 umol /50 pmol | 0,6 mg/9,5mg
Spin-Label 29 bei Palladium(0)-K atalysator 66 6 pumol 1mg
bei Palladium(ll)-Katalystor 68 12 pmol 2mg

Tab. 9.1 Eingesetzte Mengen in der Reaktionsl6sung der Sonogashira-Kupplung (150 pl)

Die strikte Einhaltung einer sauerstofffreien Atmosphére ist bei diesem Verfahren durch die
Sauerstoffempfindlichkeit des Katalysators unbedingt notwendig. Die ReaktionslGsung farbt
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sich sonst durch ausgefallenes Palladium sehr schnell schwarz und die Kupplung ist nicht
erfolgreich.

o

|
NH
O
=) Nge!
—> ' —» DMTO o
DMF / TEA u w

7:3

Cul N O R
| N-O /

Oligo

Pd(Il)-Kat.

Abb. 9.29 Schematischer Ablauf der Kupplung

Zur Vervollstandigung der Reaktion wir die Saule 3 Stunden lang lichtgeschiitzt aufbewahrt.
Nach diesem Zeitraum wird die Saule mit 20 ml N,N-Dimethylformamid und 40 ml abs.
Acetonitril gespilt. Nach dem Trocknen wird die Sdule wieder am Synthesizer installiert und
die Oligonukleotidsynthese fortgesetzt.

9.5.1 Wahl des Katalysators

Wie aus Abbildung 9.26 zu erkennen igt, ist Pd(0) die katalytisch aktive Spezies. Tetrakis-
(triphenylphosphin)-palladium(0) 66 enthdlt das Paladium in dieser Oxidationsstufe.
Allerdings ist diese Substanz aulRerst sauerstoffempfindlich. Es macht vor allem bei den
bendtigten kleinen Mengen das Experimentieren und das Abwiegen sehr schwierig. Deshalb
wurde fur die Kupplung an der festen Phase Bis-(triphenylphosphin)-palladium(ll)-dichlorid
68 eingesetzt.

Dieser Katalysator enthélt das Palladium in seiner zweiwertigen Form. Im festen Zustand ist
dieser Katalysator nicht sauerstoffempfindlich, was das Experimentieren wesentlich
erleichtert.
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Nachteil ist, dass bei der in situ Reduktion in der Reaktionslésung zum aktiven Pd(0) ein
Diacetylen gebildet wird, wodurch die benétigte Stoffmenge des Spin-Labels 29 verdoppelt
wird (siehe Tabelle 9.1).

9.5.2 Kupplungsversuche erst nach vollstandigem Strangaufbau

Es wurde versucht, die Kupplung des Spin-Labels erst nach vollstandiger Synthese des
Oligonukleotids zu vollziehen. Dazu wurde an einer bestimmten Position der 5-iodierte
Baustein inkorporiert, die Synthese dann allerdings nicht fir die Kupplung unterbrochen,
sondern bis zum Strangende weitergefihrt. Erst dann wurde die Sonogashira-Kupplung
durchgefihrt. Die Kupplungsversuche waren allerdings nicht erfolgreich.

Dieses mag daran liegen, dass die 5-Position der Base durch die fortgeftihrte Synthese nicht

mehr gut zuganglich ist.

Ein ahnlicher Versuch wurde bel dem gleichzeitigen Einbau von zwei iodierten Bausteinen
hintereinander durchgefiihrt. Hier wurde die Oligonukleotidsynthese nicht nach dem ersten
Einbau, sondern erst nach dem direkt folgenden zweiten Einbau unterbrochen und eine
Kupplung versucht.

Aber auch hier war die Kupplung nur an der letzten nicht aber an der vorletzten Base
erfolgreich. Diese Experimente haben gezeigt, dass es unumganglich ist, die Synthese direkt
nach dem Einbau des iodierten Bausteins abzubrechen und die Kupplung durchzufthren.

9.6 Dar gestellte gelabelte Strange

Es wurden Strénge verschiedener Lénge dargestellt. Das Labeln mit dem Spin-Label 29
erfolgt sowohl terminal als auch innerhalb des Stranges. Ferner wurden zwei Label innerhalb
eines Stranges angebracht. Durch die Darstellung eines RNA-Stranges wurde die
Ubertragbarkeit der Methode auf RNA gezeigt.

Um den Einfluss des Spin-Labels auf Kupplungsausbeute, Aufreinigungsbedingungen und
analytischen Methoden zu untersuchen, wurde als Testverbindung Hexin 69 an die 5-Postion

gekuppelt (Abb. 9.30).

Tabelle 9.2 zeigt eine Ubersicht tiber die synthetisierten Strange.
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Abb. 9.30 Ausschnitt aus einem DNA-Strang nach der Sonogashira-K upplung von Hexin 69
SG1 5-TAG GTC AAT ™ ACT
SG2 5-TT*

SG3 5-TTTTTTTT*
SG4 5-r(UUU UUU UU*)
SG5 5-TAG GTCAATACT
SG6 5-AGT ATT GACATA
SG7 5-TAG GTC AAT* ACT
SG8 5-AGT ATT* GACCTA
SG9 5 GGT GT*T* AGA GG
SG10 5-CCT CTA ACA CC

Tab. 9.2 Dargestellte Oligonukleotide. Die gelabelten Positionen sind fett gedruckt. Die
Bezeichnung ,,Hex" steht fur die Kupplung von Hexin 69, die Bezeichnung ,,*“ steht fir den
Spin-Label 29. Die Strange SG5, SG6 sind Vergleichsstrange, SG10 ist der Gegenstrang zu
SG9.

9.7 Aufreinigung der Strange

Die Aufreinigung der Strénge ist mit Standardmethoden moglich. Der Spin-Label erfordert

bei der Abspaltung vom Tréger und dem Entschiitzen der Basenschutzgruppen mit konz.
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Ammoniak keine Anderungen der Uiblichen Vorgehensweise. Beim RNA-Strang SG4 musste
zusétzlich die 2"-Position entschiitzt werden (siehe Kapitel 6.2.1).

Die Aufreinigung der DNA-Strange erfolgte durch Umkehrphasen-HPLC (Reversed Phase
HPLC, RP-HPLC). Diese Methode trennt nach unterschiedlich starker Adsorption
hydrophober Verbindungen an einer unpolaren festen Phase. Der Name Umkehrphasen-
HPLC berunt auf der Polaritét des Kieselgels, die durch die kovalente Belegung mit
Alkylketten umgekehrt wird.

Dies fuhrt dazu, dass die polareren Komponenten vor den unpolaren eluiert werden. Die
Kupplung des Labels macht das Oligonukleotid deutlich unpolarer. Deshalb eluiert es deutlich
spater von der Saule und Abbruchsequenzen oder nicht gekuppeltes Produkt lassen sich gut
abtrennen.

Die unterschiedlichen Retentionszeiten zwischen gekuppelten und noch iodiertem Strang
nehmen aber mit steigender Oligonukleotidlidnge ab, sodass eine Trennung schon bei den 11-
meren schwierig wird. Bei den 8-meren Nukleotiden in dieser Arbeit waren die Unterschiede

in den Retentionszeiten allerdings grof3 genug.

Duh & Bobst (1991) berichten, dass es durch Acetonitril als Laufmittelkomponente in einer
Stahlséule zu Ausbeuteeinschrankungen kommen kann. Sie empfehlen, gerade bel |angeren

Nukleotiden FPLC (fast protein liquid chromatography) zu verwenden.

Der RNA-Strang wurde wie in Kapitel 6.3.1 beschrieben mit Anionenaustausch-HPLC
aufgereinigt. Obwohl diese Methode nach Ladungen trennt, unterschieden sich auch hier die
Retentionszeiten des gekuppelten und noch iodierten Stranges. Die Entsalzung erfolgte wie in
Kapitel 6.3.2 beschrieben.

In beiden Féllen ist zu erkennen, dass die Kupplungsausbeuten bei der Sonogashira-Kupplung
sehr hoch lagen (>90%). Im Falle der DNA war kein unreagierter iodierter Strang zu
detektieren, wahrend fir RNA ca. 10% detektiert wurden (Abb. 9.31). Bel ener nicht
erfolgreichen oder unvollstandigen Kupplung konnten die iodierten Strange abgetrennt und

eindeutig identifiziert werden.
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Abb. 9.31 HPLC-Diagramme der préparativen Aufreinigung von SG3 (a) und SG4 (b)

9.8 Analytik der gelabelten Strange

9.8.1 Quantifizierung mittels UV -Spektroskopie

Die Quantifizierung der Strénge wurde mittels UV-Spektroskopie wie in Kapite 6.4
beschrieben durchgefiihrt. Dabel ist alerdings zu beachten, dass der Spin-Label 29 selbst im
Bereich von 260 nm schon eine geringe Adsorbtion zeigt und dadurch die Fehlergrenzen der
gemessenen ODgp-Einheiten grofRer werden.

9.8.2 Massenspektrometrie

Die dargestellten Oligonukleotide wurden mit MALDI/TOF- und ESI-Massenspektrometrie
bestimmt (sehe Kapitel 6.5). Insgesamt ist die Charakterisierung mittels
Massenspektrometrie  unbefriedigend, da das Nitroxid in starker Weise den
lonisationsvorgang beeinflusst.

Wahrend das MALDI-Spektrum des Vergleichsstranges mit Hexin SG1 eindeutig und
reproduzierbar war, waren die Spektren der spin-gelabelten Strange nicht reproduzierbar. Sie
zeigten Banden, die sich keinem denkbaren Produkt oder dessen Abbruchbanden zuordnen
liefen. Da aber ein nicht abreagierter noch iodierter Strang sehr gut zu detektieren war,

konnte zunachst festgestellt werden, ob ein solcher in der Probe vorhanden war.
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Durch den Wechsel der Matrix von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon zu Norbornen und der
Zugabe von Ammoniumcitrat konnte schliefdlich in den MALDI/TOF-Spektren eine deutliche
Verbesserung erreicht werden. Das Ammoniumcitrat scheint durch Anlagerung an das freie
Radikal dieses abzuschirmen (Abb. 9.32). Trotzdem wurden probenabhangig weiterhin eine

oft eine starke Fragmentierung und nicht zuordnungsbare Peaks gefunden.

[File:STRE4_TZNA Ident:1 BLIN(33) SMO(I,13F PRO(13,6,13,0.01%,0.0,50.00%,F, ) Acq: 7-FEB-2001 12:53:48 +0:01 Cal:STREI_IUTISZONG B+

TofSpec Linear LDI- Parents Bpl:10452 TIC:14635676 Laser Energy:5%,38% Sample Pos:1 Source:2%000V Supp Mass:500Da
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Abb. 9.32 MALDI-Spektrum von SG7

9.8.3 Enzymatischer Verdau der Oligonukleotide

Eine eindeutige Analytik bietet neben der Massenspektrometrie der enzymatische Verdau der
Oligonukleotide. Dabei werden die Strange mit einer Nuklease behandelt, die die
Phosphordiesterbriicken zerschneidet. Die erhaltenen Mononukleotide werden anschlief3end
mit Phosphatase inkubiert, die weiterhin die Phosphatgruppen abspaltet und die einzelnen
Nukleoside zurtickl &sst.

Diese kdnnen dann mittels HPLC-Analytik detektiert werden. Neben der Anwesenheit der
Nukleoside kann man aus der Integration unter den Peakflachen und den
Extinktionskoeffizienten den prozentualen Anteil eines jeden Nukleosids bestimmen.
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Abbildung 9.33 zeigt den enzymatischen Verdau des unmodifizierten Stranges SG5. Die
ermittelten prozentualen Antelle weichen von den berechneten um + 8% ab. Diese

Ungenauigkeit resultiert aus dem Anlegen der Basislinien bei der Integration der Peaks.
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Abb. 9.33 Enzymatischer Verdau von SG5

Im Falle der spin-gelabelten Proben ist neben den vier Standardnukleosiden noch ein spin-
gelabetes Thymidin vorhanden. Dieses ist deutlich unpolarer als Thymidin und eluiert
deutlich spéter. In Abbildung 9.34 zeigt ein HPLC-Spektrum von SG3 mit einem sehr steilen
Gradientenanstieg nach der Elutionvon T.
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Abb. 9.34 HPLC-Diagramm von T und spin-gelabelten T* nach dem enzymatischen Abbau

von SG3. Der Gradient ist nicht linear, sondern steigt nach der Elution von T steil an.
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Alle dargestellten modifizierten Strange wurden durch enzymatische Hydrolyse untersucht.
Die Zuordnung von Peaks der modifizierten Basen erfolgte durch die Coinjektion Thymidin,
spin-gelabeltes Thymidin sowie 2"-Desoxy-5-ioduridin.

Abbildung 9.35 zeigt ein HPLC-Diagramm eines Stranges bei dem die Kupplung nicht
vollstandig und die Strange nicht sauber getrennt wurden.. Die Abbildung macht deutlich,
dass mit der Methode der enzymatischen Hydrolyse zwischen einem unmodifizierten,

iodierten und spin-gelabelten Strang gut unterschieden werden kann.
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Abb. 9.35 Enzymatische Hydrolyse eines Gemisches aus iodierten (T') und spin-gelabelten
Strangen (T*).

9.8.4 ESR-Spektroskopie

Der Spin-Label 29 zeigt ein typisches Nitroxid Spektrum. Es sind drel Linien zu erkennen
(Abb. 9.36).

Die Kupplung des Labels an ein Dimer fuhrt zu einem identischen Spektrum, da durch die
schnelle Bewegung bel Raumtemperatur verglichen zum Zeitfenster die anisotropen Effekte

gemittelt werden.
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Abb. 9.36 ESR-Spektrum des Nitroxids 29

Bel der Kupplung des Labels an den Poly-T Strang SG3 kommt es zu einer Einschrankung
der Beweglichkeit und somit zu einer Anisotropie (Abb. 9.37).
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Abb. 9.37 ESR-Spektrum von SG3
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Das CW-Spektrum wurde bei 9.48 GHz aufgenommen. Aus der Simulation des Spektrums
erhalt man folgende Parameter: gis, = 2.006, A(**N) = -1.605 mT, A(**C) = 0.660 mT, a =
1.13, b= 0.21 and ¢ = 0.24. Dabel sind a, b, ¢ sind die Parameter, die fir die Simulation der

Linienbreite nach AH = a+ bm, + cm? genutzt werden
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10 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit befasst sich im Wesentlichen mit zwel Zielen. Zum einen sollte durch
den selektiven Einbau von modifizierten Nukleosiden der UUCG-Tetraloop untersucht
werden, um seine ungewohnlich hohe Stabilitat besser zu verstehen. In einem zweiten Projekt
stand die Entwicklung einer neuen Methode fir das Spin-Labeling von Oligonukleotiden fir
die ESR-Spektroskopie im Mittel punkt.

Die einzigartige hohe Stabilitét des UUCG-Tetraloops beruht auf der Ausnutzung der drel
stabilisierenden Faktoren: Wasserstoffbriicken, Basenstapelung und Solvatation. Fur die
Untersuchung des UUCG-Tetraloops wurden 2 -Fluorpyrimidine 22a/b, 23a/b_und 27a/b, 2'-
Desoxyuridin 26a/b sowie ein dem Uridin isosterer Baustein 28a/b eingesetzt (Abb. 10.1).
Waéhrend die Bausteine 27a/b und 28a/b vorlagen, sind die Bausteine 22a/b, 23a/b und 26a/b

synthetisiert worden.

2 -Fluorpyrimidine  kénnen durch die fehlende 2-OH-Funktion nicht als
Wasserstoffbrickendonor dienen. Welterhin verschiebt die Fluorierung in ribo- bzw. arabino-
Stellung das C3-endo/C2-endo Gleichgewicht. Im Vergleich mit dem Einbau von 2'-
Desoxyuridin lassen sich Aussagen Uber Vorzugskonformation und  Beteiligung an

Wasserstoffbriicken einzelner Nukleotide im Loop machen.

Ein Schltisselmolekdl fur die Synthese der 2'-Fluor modifizierten Bausteine 22a/b und 23a/b

ist 2,2"-Anhydro-1-(3-D-arabinofuranosyl)uracil 19 welches durch die Umsetzung von Uridin
18 mit Diphenylcarbonat und Natriumhydrogencarbonat in HMPT erhalten werden kann.
Dieses ermoglicht die selektive Einflhrung eines Fluor-Atoms.

Die 2"-Fluornukleoside wurden nach Standardbedingungen in Phosphoramidite Uberfihrt.
Die Darstellung des Cytidinbausteins 23a/b gelang durch direkte Umsetzung der Verbindung
22a/b mit 1,2,4-Triazol und POCI3. Diese Reaktion erspart einen gesonderten mehrstufigen
Syntheseweg fir die Verbindung 23a/b ausgehend vom Cytidin.

Die Bausteine wurden selektiv an verschiedenen Positionen im Loop- und Stembereich der
UUCG-Haarnadelschlaufe mittels der Phosphoramiditmethode an einem Syntheseautomaten
eingebaut.
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Abb. 10.1 Modifizierte Bausteine fur die Untersuchung des UUCG-Tetraloops

Die Aufreinigung der erhaltenen RNA-Strénge erfolgte durch Anionenaustausch-HPLC. Nach
der Charakterisierung durch MALDI-TOF Massenspektrometrie wurden die Strange mittels
UV- und CD-Spektroskopie untersucht. Neben den T,-Werten wurden auch die

thermodynamischen Parameter bestimmt.

Aus den gemessenen Daten konnten im Wesentlichen folgende Ergebnisse erzielt werden:

*  Der Einbau aller Bausteine im Loopbereich fuhrte zu einer Destabilisierung im Vergleich
zum nativen Loop. Die Inkorporation von Ug im Stembereich hatte eine beachtliche
Stabilisierung der Struktur zur Folge, im Fall des Stranges HP19 von 8°C (siehe Tab. 7.1,
Seite 79)

*  Der Einbau von Ug an der Position U4 fihrte erwartungsgeméal’ zu einer Destabilisierung,
dadie durch NMR-Daten belegte Wasserstoffbriicke zu G7 nicht ausgebildet wird.

* Ander Position U4 liegt bevorzugt eine C2"-endo Konformation vor.

* Von besonderer Bedeutung fur die Stabilitdt des Loops ist die Position C6. Die
Inkorporation von Cr hat eine besonders deutliche Destabilisierung zur Folge, woraus auf

eine bevorzugte C2 -endo Konformation geschlossen werden kann. Zum anderen spielen
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hier Solvatationseffekte eine Rolle, da die 2°-OH-Funktion des nativen Loops Kontakt
zum Losungsmittel hat.

e Der Einbau des isosteren Bausteins 28a/b fuhrte an keiner Position zu einer
Stabilisierung, obwohl durch das ausgepragte T=System eine bessere Basenstapelung zu
erwarten wére. Im Gegenteil wir durch die modifizierte Base der Tetraloop nachhaltig
destabilisiert (12°C).

* Aufféllig ist eine Abflachung der erhaltenen Schmelzkurven, die auf eine Abnahme der
Kooperativitédt oder das Vorhandensein verschiedener Zwischenstufen schlief3en l&sst.
Auch NMR-Ergebnisse belegen, dass der Tetraloop ein hohes Mal3 an Flexibilitat zeigt.
Die erhaltenen Daten sind in Ubereinstimmung mit einer auf NMR-Daten beruhenden
simulierten Struktur, die Williams et a, 2001 vorgeschlagen haben.

» Die Mehrfacheinbauten zeigen, dass die stabilisierenden Kréfte dieses Tetraloops
synergetisch scheinbar optimal zusammenwirken und nur schwer getrennt voneinander

betrachtet werden kénnen.

Im zweiten Projekt sollten Oligonukleotide durch das Anbringen von Spin-Labeln fur die
ESR-Spektroskopie zuganglich gemacht werden.

Zunéchst ist der durch seine Starrheit geeignete Label 29 in einer 8-stufigen Synthese
ausgehend von 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-4-on 41 synthetisiert worden. Nach der
Bromierung in a und a’-Position wird durch eine Favorskii-Umlagerung der Finfring
aufgebaut. Die Oxidation des Amins wurde mit H,O,/Natriumwolframat durchgefihrt. Nach
der basischen Hydrolyse wird die Seitenkette Uber ein Weinrebamid zum Aldehyd reduziert.
Eine direkte Reduktion war nicht méglich.

Das terminale Alkin des Labels 29 wir durch Seitenkettenverlangerung durch eine Wittig-
Reaktion mit anschlieffender Dehydrochlorierung erhalten. Ein alternativer Syntheseweg, der
die Oxidation des Amins zum Nitroxid auf einer spéteren Stufe vorsieht, war nicht
erfolgreich.

Da die Ankupplung des Labels an die 5-Position eines Uridin- oder Desoxyuridin-
Bausteins wahrend der Festphasensynthese am Syntheseautomaten erfolgen soll, ist der
entsprechende  5-loduridinphosphoramidit-  bzw.  2°-Desoxy-5-1oduridinphosphoramidit-

baustein synthetisiert worden.
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Nach der Schitzung der freien Hydroxylgruppen mit der Acetylschutzgruppe ist die lodierung
der 5-Position mit lod und Cerammoniumnitrat durchgeftihrt worden. Nach der Entschiitzung

der Hydroxylgruppen wurden die Phosphoramidite nach Standardmethoden synthetisiert.

Im Gegensatz zu bisherigen Arbeiten, die ein gelabletes Phosphoramidit am Synthesizer
eingebaut haben, wurde die Kupplung des Labels in dieser Arbeit wéahrend der
Festphasensynthese durchgefihrt. Dies hat den Vorteil, dass im Gegensatz zu dem gelabelten
Amidit pro Kupplung nur geringe Mengen des Spin-Labels verbraucht werden.

An der zu markierenden Position wird ein 5-loduridin oder 2-Desoxy-5-ioduridinbaustein
eingebaut und danach die Sdule vom Synthesizer entfernt. Nun wird mit Hilfe von Spritzen
eine Mischung des Labels, des Palladium(0)-Katalysators und Cul in DMF/Triethylamin auf
die Saule aufgegeben. Nach der erfolgten Kupplung wird die Séule wieder am Synthesizer
installiert und die Synthese fortgesetzt.

Es hat sich aus Grinden der einfacheren Handhabbarkeit als glnstiger erwiesen, als
Katalysator  nicht  Tetrakis-(triphenylophosphin)-palladium(0) 66 sondern  Bis
(triphenyl phospin)-palladium(l1)-dichlorid 68 einzusetzen.

Die Kupplungsausbeuten des Labels lagen nach HPLC-Daten bei tber 90% fir die Strénge
SG1 bis SG4 (siehe Tab. 9.2, Seite 132). Die Ausbeuten lagen damit genauso hoch wie die
Kupplung des als Vergleichsverbindung eingesetzten Hexins.

Wahrend die HPLC-Aufreinigung bei den kurzen Strangen erfolgreich war, waren bei den
langeren Stréngen SG7 bis SG9 die Unterschiede in den Retentionszeiten geringer, sodass es
bei noch langeren Strangen noétig werden konnte, die Strange mittels Gelelektrophorese
aufzureinigen.

Die Analytik erfolgte durch ESR-Spektroskopie, enzymatischen Verdau und
Massenspektrometrie. Jedoch habe sich sowohl die MALDI-TOF as auch die ESI-
M assenspektrometrie als problematisch erwiesen. Die Spektren waren oft nicht aussagekréftig

und wenig reproduzierbar.

Als Ausblick fir zukinftige Arbeiten ausgehend von dieser Arbeit werden folgende

Untersuchungen angeregt:
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Die Untersuchung, ob FPLC oder Gelelektrophorese geeignete Methoden darstellen, um

langere gelabelte Strange aufzureinigen.

Darstellung von iodierten Purinnukleosiden, um beliebige Positionen innerhalb eines

Oligonukleotids mit einem Spin-Label markieren zu konnen.

Den Mehrfacheinbau von Spin-Labeln um Absténde in kleinen RNA-Strukturen, z.B.
Ribozymen zu bestimmen. Hier konnen auch Wechselwirkungen mit anderen

paramagnetischen Sonden wie Manganionen ausgenutzt werden.
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11 Experimenteller Tell

11.1 Allgemeines

11.1.1 Chromatographie

Folgende Losemittel wurden fir die préparative Sdulen- und Dunnschichtchromatographie
eingesetzt:

Acetonitril; p.a

Dichlormethan; technische Qualitét, Uber Calciumchlorid getrocknet und destilliert
Ethylacetat; technische Qualitét, Uber Calciumchlorid getrocknet und destilliert
Isopropanal; technische Qualitét, bei Normaldruck destilliert

Methanol; technische Qualitét, bel Normaldruck destilliert

Toluol; technische Qualitét, bei Normaldruck destilliert

Triethylamin; p.a

Dunnschichtchromatographie (DC)

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 beschichtete Aluminiumfolien
mit Floureszenzindikator der Firma Merck verwendet (Kieslgel 60 Fpss, Nr. 1.05554; 0,2 mm
Schichtdicke). Die Laufstrecke betrug 6-8 cm. Die R-Werte wurden beil Kammerséttigung
ermittelt. UV-aktive Nukleoside und Nukleotide konnten unter einer UV-Lampe bel einer
Wellenlange von 254 nm detektiert werden. Dimethoxytritylgeschitzte Verbindungen
konnten dartiber hinaus durch Uberleiten von Salzsauredampfen oder durch Erhitzen der

Aluminiumfolien al's orangegefarbte Flecken detektiert werden.

Pré&par ative Diinnschichtchromatographie (pDC)

Die préparative Dunnschichtchromatographie wurde an einem Chromatotron Modell 7924 T
(Harrison Research) durchgefuhrt. Dabel diente gipshaltiges Kieselgel (Merck 60 PFosq,
Nr.7749) der Schichtdicke 1, 2 bzw. 4 mm, das auf entsprechende Glasplatten (Durchmesser
20 cm) aufgetragen wurde, als Trennmedium. Die Detektion der UV-aktiven Substanzen
erfolgte bel einer Wellenlénge von 254 nm.
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Praparative Sdulenchromatographie (Flashchromatographie, FC)
Die Flash-Chromatographie erfolgte mit Kieselgel 60 mit einer Korngrof3e von 40-63 pum,
(Merck Nr. 9385).

11.1.2 Spektroskopie

NM R-Spektroskopie

Die NMR-Spektren der Nukleoside und Nukleotide wurden bel 300 K auf den Geréten
AM250, WH270 und AMX400 (Bruker, Karlsruhe) aufgenommen. Als Eichung fur die
jeweilige chemische Verschiebung & [ppm] diente das jewellige Losungsmittelsignal. Als
Losungsmittel wurden D,O mit 6=4.79, DM SO-ds mit 6=2.49 ppm und CDCl3; mit 6=7.26
ppm fiir die *H-NMR-Spektren, sowie DM SO-dg mit 3=39,5 ppm fiir die **C-NMR-Spektren

verwendet.

UV-Spektroskopie

Die Schmelzkurven der Oligonukleotide wurden bei 260 und 274 nm an einem Cary 1 UV-
Spektrometer der Firma Varian, Darmstadt aufgenommen. Die Heizrate betrug 0,5°C/min.
Die optische Dichte (ODgo 0der Azgp) Wurde bei 260 nm in eéinem Volumen von 1 ml Wasser
bei 20°C bestimmt.

IR-Spektroskopie
Die IR-Spektren der Nitroxide wurden an einem IR-Spektrometer der Firma Perkin Elmer

(1600 Series FTIR) gemessen.

CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden an einem CD-Spektropolarimeter der Firma Jasco, Grol3umstadt
unter folgenden Messbedingungen durchgefihrt: Range (350-180 nm), Sensitivity (je nach
OD260 zwischen 10 und 30 mdeg), Resolution (0,2 nm), Accummulation 5-10 (abhéngig von
der Oligonukleotidkonzentration), Band width (2,0 nm), Response (1 sec) und Speed (50
nm/min). Das Gerd war mit einem Thermostat RTE 100 der Firma Neslab ausgestattet.

Fur die Messungen wurden Prazisionskivetten aus Quarzglas der Firma Hellma (Suprasil

10.00 mm, 1 ml) verwendet. Diese sind bis zu einer Wellenlénge von 180 nm geeignet.
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11.1.3 Massenspektrometrie

ESI

Die Massenspektren der Nukleoside und Nukleotide wurden auf einem Gerdt der Firma
Fisons, England (VG Platform 1) aufgenommen. Die Massen der spin-gelabelten Bausteine
waren haufig erst nach Saurezugabe detektierbar.

MALDI

Die Massenspektren der  Oligonukleotide wurden an enem MALDI-TOF
M assenspektrometer der Firma Fisons, England (VG Tof Spec) ermittelt.

Als Matrix verwendete man eine Mischung aus zwel Teilen einer geséttigten Ldsung von
2,4,6-Trihydroxyacetophenon in einem Ethanol/Wasser Gemisch (1:1) mit 0,5%iger

Trifluoressigsaure und einem Teil 0,2M Ammoniumcitrat in Wasser.

11.1.4 Elementaranayse

Die Elementaranalysen wurden an einem Gerd mit der Bezeichnung CHNO-Rapid (Foss-
Heraeus) durchgefihrt.

11.1.5 Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden an einer Schmelzpunktapparatur nach Tottoli der Firma Bichi
(Modell Bichi 510) gemessen. Die Werte wurden nicht korrigiert.

11.1.6 Enzymatische Hydrolyse

0,5 OD des Oligonukleotids werden in 100 pl Natriumacetatpuffer (30mM, pH 5,3) gelost
und mit 25 pl Nuclease P1 (300 Einheiten/ml Lésung) versetzt. Der Ansatz wird zwei
Stunden bei 37°C inkubiert. Zum Abspalten der 5-Phophatgruppen werden 40 ul des
Dephosphorilierungspuffers (0,5M Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8,5) und 10 pl akalische
Phosphatase (10 Einheiten) hinzugegeben und wiederum zwel Stunden bei 37°C inkubiert.
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Die Nukleosidzusammensetzung wurde aufgrund der Peakflachen und den
Extinktionskoeffizienten bei 260 nm (dC: 7300, dG: 11700, dT: 8800, dA: 15400) ermittelt.

11.1.7 Chemikalienliste und Losungen

A cetonitril; C;HsN [41,09]; Fluka Nr. 00700; puriss, p.a., >99,5%

Acetonitril, zum L 6sen der Amidite;C,H3N [41,09]; PE Biosytems, H,O<10 ppm
Aceton-dg;C3DgO [64,02] Deutero GmbH; 99,8%

Adenosin; CyoH13Ns04 [267,25]; Fluka Nr. 01890; >99%, Smp. 234-237°C
Alkalische Phosphatase; Roche 713 023; from calf intestine

Ammoniak; NH3 (g) [17,03]; Linde

Ammoniak; NH3 [17,03]; Merck Nr. 105426; 32% reinst, d=0,88
Ammoniumacetat; C,H;O,N [77,08]; Fluka Nr. 09688, BioChemika, >99%
Ammoniumcer (IV)-nitrat; CeHgNgO16 [548,23]; Fluka Nr.2249; puriss. p.a., 99%
Argon; Linde; Qualitdt 4.0 und 4.8

Benzol: CsHs [78,11]; Fluka Nr. 12553; absolut, Uber Molekularsieb, puriss. >99,5%, Sdp.;

80°C, d=0,879

Bis-(triphenylphosphin)-palladium(l1)-dichlorid; CssH3CloPPd [701,89]; Lancaster Nr.
2888; 98%

Butylalkohol; C4H100 [74,12]; Fluka Nr. 19420; puriss p.a., Sdp. 116-118°C, d=0,81

Tert.-Butyl-dimethylsilylchlorid 1M in THF (TBDM SCI); CeH15CISi [150,73]; Aldrich Nr.
37,295-1; d=0,879

Butyllithium 1,6M in Hexan; C4HoLi [64,06]; Aldrich Nr. 18,617-1

Calciumcar bonat; CaCOs3 [100,09]; Fluka Nr. 21061; MicroSelect >99%

Celite Filter Gel; FlukaNr. 22139

Chlor methyl-triphenyl-phosphoniumchlorid; CigHi17ClP [347,23]; Fuka Nr. 25305;
purum >97%

Chloroform-d; CDCl3; Aldrich Nr. 22,578-9; 99,8 Atom% D, enthélt 0,03 Vol.-% TMS

sym.-Collidin (2,4,6-Trimethylpyridin); CgH1i1N [121,18]; Fluka Nr. 27690; puriss. >99%,
Sdp. 170-172°C, d=0,914
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2-Cyanethyl-diisopropylchlor phosphoramidit; CoH15CIN,OP [236,68]; Aldrich Nr. 30,230-
9; 99%, Sdp. 103-105°C [0,08 mm)], d=1,061

3'-0O-(2-Cyanoethyl-N,N-diisopr opyl)-phosphor amidite fir die DNA und RNA Syntheseg;
PerSeptive  Biosystems, 5-O [(MeO),Tr]iBU’Gy, 5-O-[(MeO),Tr|Bz°Ay, 5'-O-
[(MeO),Tr]BZ*Cy, 5'-O-[(MeO),Tr]T, 2'-O-tBuMe,Si-5-O-[(MeO),Tr]iBU’G, 2'-O-
tBuMe,Si-5'-O-[(MeO),Tr]PAC’G,  2'-O-tBuMe,Si-5'-O-[(MeO),Tr]BZ°A, 2'-O-
tBuMeSi-5'-O-[(MeO),Tr]-PACPA,  2'-O-tBuMeSi-5-O-[(MeO),Tr]BZ'C,  2'-O-
tBuM&;Si-5'-O-[(MeO),Tr]U

Cytidin; CoH13N30s [243,22]; Fluka Nr. 30270, BioChemika; >99%, Smp. 210-220°C

Deuteriumoxid; D,O [20,01]; Deutero GmbH; 99,9%

Dichlorethan; C;H4Cl, [98,96]; Fluka Nr. 03527; puriss., >99,5%, Uber Molekularsieb,
H,0;>50 ppm, Sdp. 84°C, d=1,253

Dichlormethan (M ethylenchlorid); CH,Cl,[84,93]; Fluka Nr. 66749; puriss., >99,5%, Uber
Molekularsieb, H,O <50 ppm, Sdp. 40°C, d=1,325

N,O-Dimethylhydroxylamin-hydrochlorid; C,H;NO-HCI [97,55]; Fluka Nr.40706; purum
>99%, Smp. 112-115°C

Diethylether; C4H100 [74,12]; Merck Nr. 100921; p.a., mind. 99,5%, max. 0,1 % H,O, Sdp.
34°C, d=0,712

Diethylpyrocarbonat (DEPC); C4H1005 [162,14]; Fluka Nr. 32490; purum, >97%, Sdp. 160-
163°C, d=1,12

3,4-Dihydro-2H-pyran; CsHgO [84,12]; Fluka Nr. 37350; purum ~97%, Sdp. 84-88°C,
d=0,928

Diisobutylaluminiumhydrid 1,0M in Heptan; CgHisAl [142,22]; Aldrich Nr. 21,496-5;
d=0,731

Diisopropylethylamin (DIPEA); CgHi9N [129,25]; Aldrich Nr. 12,580-6; 99%, Sdp. 127°C,
d=0,742

4,4’ -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (DMTrCl); CxHi9ClIO, [338,38]; Merck Nr.
818616; >99%, Smp. 120-123°C

4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP); C;H10N> [122,17]; Fluka Nr. 39405; purum >98%,
Smp. 112-113°C

N,N-Dimethylformamid (DMF); C3H;NO [73,10]; Merck Nr. 103053; p.a., mind. 99,5%,
aminfrel, Uber Molekularsieb, H,O <0,01%, Sdp. 153-155°C, d=0,948

Dimethylsulfoxid-de (DM SO-dg); CoDeOS; Aldrich Nr. 15,187-4; 99,9 Atom%



11 Experimenteller Tell 151

Esﬁg&'iure; C,H40O, [60,05]; Riedel-de Haén Nr. 33209; mind. 99,8%, Sdp. 117-118°C,

d=1,049
Ethanol; C,HgO [46,07]; Heraeus Nr. 17396; abs., Sdp. 78°C, d=0,789

Guanosin; C10H13Ns505 [283,25]; Fluka Nr. 51050; BioChemika, >99%, Smp. 240-250°C

Hexamethylphosphors%iuretriamid (HMPT); CgHigNzOP [179.20]; Fluka Nr. 52730;

purum >98%

| odszure; HIO; [175,91]; Fluka Nr. 58060; puriss. p.a. >99,5%

5-loduridin; CgH11N206[370,01]; Fluka Nr. 58150; ~99%

Kaliummonopersulfat Tripelsalz; 2KHSOs,KHSO,,K,SO, [614,76]; Fluka Nr. 60404,

pract., >4.7% aktiver Sauerstoff
Kupfer (I)-iodid; Cul [190,44]; Fluka Nr. 61195; purum >98%

L ithiumchlorid; LiCl [42,39]; Fluka Nr. 62476; BioChemika, >99%

Lithiumhydroxid Monohydrat;LiOH-H,0 [41,96];Fluka Nr. 62528, BioChemika, >99%;

M agnesiumchlorid Hexahydrat; MgCl,-6 H,O [203,31]; Fluka Nr. 63068, BioChemika,

>99%

Mangan(lV)-oxid aktiviert; MnO, [86,94]; Fluka Nr. 53297; pract. ~90 %

Methanol; CH4O [32,04]; Fluka Nr. 65542; puriss. >99,5%, Uber Molkularsieb, H,O <100
ppm, Sdp. 64-65°C, d=0,79

1-Methyl-imidazol; C4HgN> [82,11]; Fluka Nr. 67558; puriss., >99%, H,O <0,03%, d=1,035,
Sdp. 197-199°C

1-Methyl-2-pyrrolidinon; CsHgNO [99,13]; Sigma-Aldrich Nr. 27,045-8; 99% fur die
HPL C-Spektroskopie, Sdp. 81-82°C/10mm, d=1,033
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Molekularsieb 3A Pulver; Aldrich Nr. 23,364-1; KorngréRe 3,5 pum, ungetrocknet, die
Aktivierung erfolgt durch Ausheizen (Heizpilz Stufe 1 oder Trockenpistole) im

Ol pumpenvakuum

Natriumacetat; C,H30,Na[82,04]; Fluka Nr. 71183; BioChemika, >99,5%

Natriumchlorid; NaCl [58,44]; Fluka Nr. 71376; BioChemika, >99,5%

Natriumdihydrogenphosphat; NaH,PO,4 [119,98]; Fluka Nr. 71636; BioChemika, >99,5%

Natriumhydrogencar bonat; NaHCO;3 [84,01]; Fluka Nr. 71630; purum, 98%

Natriumhydrogenphosphat; NaoHPO, [141,96]; Fluka Nr. 71636; BioChemika, >99,5%

Natriumhydroxid-Platzchen; NaOH [40,01]; Roth Nr. 6771; 99%

Natriumsulfat; NaxSO, [152,04]; Riedel-de Haén Nr. 13462; 99%, trocken

Natriumwolframat-Dihydrat; NaO,We*2H,0 [329,87]; Fluka Nr. 72069; MicroSelect
>99,5%:

Nuclease P1; Roche 236 225; Fur analytische und préparative Zwecke, aus Penicillium

citrinum

Phenyl hydrazin; CgHgN, [108,14]; Fluka Nr. 78670; purum p.a. >97%, Smp. 18-21°C

Phosphor oxychlorid; CI;OP [153,33]; Fluka Nr. 79580; purum >98%, Sdp. 105-110°C,
d=1,675

Phosphor pentoxid; P,Os [141,94]; Riedel-de Haén Nr. 04113; 98,5%

Pyridin; CsHsN [79,10]; Grissing Nr. 13057; >99,5%, Sdp. 115°C, d=0,978

Pyridin; CsHsN [79,10]; Fluka Nr. 82704; puriss., >99,8%, H,O <50ppm, Uber
Molekularsieb, Sdp. 116°C, d=0,983

Salzséure; HCI [36,46]; Riedel-de Haén Nr. 30721; p.a., mind. 37%

Silbernitrat; AgNO;3 [169,98];Fluka Nr. 85228; puriss., >99,5%
Stickstoff; Qualitét 4,0 fur die Aufnahme der CD-Spektren; eingesetzt wie gekauft

Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) 1M in THF; [CH3(CH2)3]NF [261,47]; Aldrich Nr.

21,614-3
Tetrahydrofuran; C4HgO [72,11]; Fluka Nr. 87371; puriss., abs., Uber Molekularsieb, Sdp.
67°C, d=0,89
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Tetrakis(triphenylphophin)-palladium(0); C7oHeoP4Pd [1155,58]; Fluka Nr. 87645; purum
>97%

Titriplex I1; CioH16N20g [292,25]; Merck Nr. 1.08417.0100

Toluol; C;Hg [92,14]; Fluka Nr. 89682; purum, >99%, Sdp. 110-112°C, d=0,866

Toluol; C;Hg [92,14]; technische Qualitat, Sdp. 110°C, d = 0,87

Tragermaterial fur die DNA- und RNA-Festphasensynthese; PerSeptive Biosystems; 5'-
O-[(MeO),Tr]iBU’Gg, 5 -O-[(MeO),Tr|Bz°Ag, 5 -O-[(MeO),Tr]Bz*Cy, 5 -O-[(MeO),Tr] T4
2'-O-tBuMe&,Si-5'-O-[(MeO),Tr]iBu’G, 2'-O-tBuMe,Si-5'-O-[(MeO),Tr|BZ°A, 2'-O-
tBuMe,Si-5'-O-[(MeO),Tr]Bz*C, 2’ -O-tBuMe,Si-5'-O-[(MeO),Tr]U

1,2,4-Triazol; C;H3N3 [69,07]; Fluka Nr. 90630; puriss., >99%, Smp. 119-121°C

Triethylamin (TEA); CsH1sN [101,19]; Fluka Nr. 90340; puriss. p.a., >99,5%, Sdp. 88-89°C,
d=0,726

Triethylamin Trihydrofluorid; (CoHs)sN-3HF [161,21]; Aldrich Nr. 34,464-8; Sdp. 70°C/15
mm, d=0,989

Uridin; CoH12N20g [121,14]; Fluka Nr. 94320; BioChemika, >99%, Smp. 163-167°C

Losungen und Puffer

Samtliche Losungen die der RNA-Aufreinigung und Analytik dienen, werden mit
deionisierten DEPC-Wasser hergestellt.

DEPC-Wasser
1 ml Diethylpyrocarbonat wird zu 1000 ml deionisiertem Wasser gegeben und fur 12 h stehen

gelassen. Die Losung wird danach 30 min bei 121°C autoklaviert.

Ammonikalische Methanoll6sung
Eine geséttigte Losung wird durch Einleiten von NH3; (g) in Methanol (p.a) bel

-78°C fur 30 Minuten hergestellt. Die Losung wird bei -20°C gelagert.

10mM Phosphatpuffer (Aufnahme von CD-Spektren und Schmelzkurven)
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177 mg NazHPO, (10mM), 150 mg NaH,PO, (10 mM) und 2,045 g NaCl (140 mM) werden
in Wasser gelost und auf 250 ml aufgefillt. Der pH-Wert wird mit Salzsdure (0,1 N) auf 7.0
eingestellt.

30mM Acetatpuffer pH 5,3 (Enzymatische Hydr olyse)
246 mg Natriumacetat (wasserfrei) (3 mmol) und 47 pl (0,08 mmol) Essigsdure werden mit

deionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefullt.

1M Triethylammoniumacetatpuffer (HLPC)

140 ml Triethylamin (1 mol) und 58 ml Essigsaure (0,92 mol) werden im Eisbad gekihilt,
zusammengegeben und schliefdlich mit Wasser auf 1000 ml aufgefullt. Der pH-Wert wird mit
Triethylamin auf 7.0 eingestellt. Diese Losung dient als Stammldsung und wird fur die
HPLC-Laufeim Verhaltnis 1:10 mit Wasser verdinnt.

1M Lithiumchloridlésung (HPLC)
42,39 g (1 Moal) Lithiumchlorid werden in Wasser gel6st und auf 1000 ml aufgefdllt. Die

Losung wird 30 min bei 121°C autoklaviert.
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11.2 Liste der synthetisierten Verbindungen

2,2’ -Anhydro-1-(3-D-arabinofuranosyl)uracil 19

2 -Fluor-2"-desoxyuridin 20

2" -Fluor-5"-O-(4,4" -dimethoxytri phenyl methyl)-2"-desoxyuridin 21
3"-0-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2°-fluor-5"-O-(4,4" -dimethoxytri phenylmethyl)-2"-
desoxyuridin 22a/b

N*-1,2,4-Triazol-3 -O-(2-cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2 -fluor-5"-O-(4,4 -
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxycytidin 23a/b

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 25
3"-0-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-5"-O-(4,4" -dimethoxytriphenylmethyl )-2"-
desoxyuridin 26a/b

2,2,5,5-Tetramethyl-3-cyano-pyrrolin-N-oxyl 49

Dimethyldioxiran 45
N-M ethoxy-N-methylamin 69

2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-carboxamid 43
3-Carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 44
2,2,5,5-Tetramethyl-3-carboxy-pyrrolin-N-oxyl 46

3-(N-Methoxy-N-methylcarbamoyl)-2,2,5,5-tetramethyl-3-
pyrrolin-N-oxyl 50

2-Formyl-2,5-dihydro-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 48
2,2,5,5-Tetramethyl-3-(2-chloroethenyl) pyrrolin-N-oxyl 51a/b
2,2,5,5-Pentamethyl-3-ethinyl-3-pyrrolin-N-oxyl 29

5-[3-(2,2,5,5-Pentamethyl-3-pyrrolin-N-oxyl)ethinyl]-2"-desoxyuridin 67
N-Methoxy-N,2,2,5,5-pentamethyl-3-pyrrolin-3-carboxamid 52

2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-carboxal dehyd 53
2,2,5,5-Tentamethyl-3-(2-chlorethinyl)-3-pyrrolin 54a/b
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2,2,5,5-Tetramethyl-3-ethinyl-3-pyrrolin 55

2,3 ,5°-Tri-O-acetyluridin 56
2,35 -Tri-O-acetyl-5-ioduridin 58
5-loduridin 60

5-l1od-5"-0-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)uridin 62

5-10d-5"-0O- (4,4 -dimethoxytriphenylmethyl)- 2°-O-(tert.-butyl-dimethylsilyl)uridin 64
5-10d-5"-0O-(4,4" -dimethoxytriphenylmethyl)- 3"-O-(tert.-butyl-dimethylsilyl)uridin 65
3"-0-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-5-iod-5"-O- (4,4 -dimethoxytri phenylmethyl)-2"-O-
(tert.-butyl-dimethylsilyl)uridin 40

3,5"-Di-O-acetyl-2"-desoxyuridin 57
3,5"-Di-O-acetyl-2"-desoxy-5-ioduridin 59
2" -Desoxy-5-ioduridin 61

2 -Desoxy-5-i0d-5"-0O- (4,4 -dimethoxytriphenylmethyl )uridin 63
3"-0-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2”-desoxy-5-iod-5"-O-(4,4" -dimethoxytri phenyl -
methyl)uridin 39

2-Cyanethoxy-dichlorphosphin 70
2-Cyanethyl-diisopropylchlorphosphoramidit 71
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11.3 Dar stellung und Eigenschaften der Einzelver bindungen

2,2"-Anhydr o-1-(B-D-ar abinofur anosyl)uracil 19

HO

CoH10sN,  [226,06]

5g Uridin 18 (20,48 mmol), 5,84 g Diphenylcarbonat (27,2 mmol) und 132 mg (1,56 mmol)
Natriumhydrogencarbonat werden in 20 ml HMPT gelést und 20 min auf 150°C erhitzt.
Dabel ist eine leichte Gasentwicklung zu erkennen. Die Lésung wird farblos. Sofort nach
Beendigung der Gasentwicklung 183 man die Reaktionsmischung abkiihlen und versetzt sie
mit 80 ml Wasser. Das Gemisch wird 4 mal mit Chloroform ausgeschittelt und die wél¥ige
Phase evaporiert. Man erhdt einen weildlich gelben Feststoff, der aus wenig Methanol
umkristallisiert wird.

Ausbeute : 3,9 g (84%)

DC : Ry = 0,68 (Ethylacetat / MeOH 1:1)

Schmelzpunkt : 241-243°C

ESI-MS (+) . berechnet 226,06 g/mol
gefunden 227,3 g/mol
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'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, D,O
7.69 (d, 1 H, 7,5 Hz, H-6); 6.31 (d, 1 H, J=5,9 Hz, H-1'); 5.96 (d, 1 H,
J=7,5Hz, H-5); 5.24 (d, 1 H, J=5,9 Hz, H-2'); 443 (m, 1 H, H-3); 4.16 (m,
1H, H-4);3.34(m, 2H, H-5)

B¥C-NMR _ 3[ppm], 63 MHz, DMSO-ds
171,61 (C-4); 160.20 (C-2); 137.42 (C-6); 109.01 (C-5); 90.41 (C-2); 89.61
(C-1); 89,16 (C-4'); 75.15 (C-3); 61.24 (C-5);

2 -Fluor-2"-desoxyuridin 20

O

Cr

HO N
o)

HO F

CgH 1105N 2F [246,06]

2,75 g (12,16 mmol) 2,2"-Anhydro-1-([3-D-arabinofuranosyl)uracil 19 werden in 250 ml abs.
Dioxan in einem 500 ml Teflonkolben mit Ruckflufkihler geldst. Zu der Ldsung gibt man 25
ml HF,/Pyridin (70/30) und erhitzt fir ca. 48 Stunden auf 120°C.

Nach dem Abkihlen versetzt man die Lésung mit 30 ml Wasser und gibt langsam unter
Rihren 60 g Calciumcarbonat zur Neutralisation hinzu. Die Reaktionsldsung wird bis zur
Trockene evaporiert. Der gelbliche Rickstand wir in Ethanol aufgenommen und mittels FC
(Chloroform / MeOH 5:1) aufgereinigt. Das Produkt ist im Gegensatz zum Edukt UV-aktiv.

Nach dem Abziehen des Ldsungsmittels erhélt man einen wel3en Schaum.
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Ausbeute 11,29 (40%)

DC : Ry = 0,36 (Chloroform / MeOH 5:1)

Schmelzpunkt : 149-150°C

ESI-MS (+) : berechnet 246,06 g/mol
gefunden 246,9 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, D,O
7.55 (d, 1 H, J=8,1 Hz, H-6); 5.72 (d, 1 H, J4.+=19,7 Hz, H-1'); 5.59 (d, 1 H,
J=8,1 Hz, H-5); 4.95 (ddd, 1 H, J...= 52,8 Hz, H-2'); 411 (m, 1 H, H-3);
3.85(m, 1 H, H-4"); 3.76-3.50 (M, 2 H, H-5")

B¥C-NMR _ 3[ppm], 63 MHz, DMSO-ds
163.19 (C-4); 150.28 (C-2); 140.45 (C-6); 101.64 (C-5); 93.49 (d, C-2,
Jez F=184,3 Hz); 87.11 (d, C-1, Jor¢=34,0 Hz); 83.13 (C-4); 67.25 (d, C-
3", Jez-=16 Hz); 59.22 (C-5');
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2 -Fluor-5"-0-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 21

O

Cr

DMTrO N
o)

HO F

CaoH2907N2F  [548,56]

Zu einer Losung von 556 mg 2"-Fluor-2"-desoxyuridin 20 (2,26 mmol) in 8,3 ml abs. Pyridin
gibt man 1,15 g (3,39 mmol) 4,4"-Dimethoxytriphenylmethylchlorid und 472 ul (3,39 mmol)
TEA. Nach zweistiindigem Ruhren bei Raumtemperatur erfolgt eine weitere Zugabe von 67,7
mg (0,2 mmol) Dimethoxytriphenylmethylchlorid.

Nach weiteren zwei Stunden wird die Reaktion durch Zugabe von Methanol beendet, das
Reaktionsgemisch eingeengt und mit Toluol coevaporiert. Der Riuckstand wird in Chloroform
aufgenommen und mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonatldsung extrahiert. Die
organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und bis zur Trockene evaporiert. Die
Aufreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel Chloroform / MeOH / TEA (95:5:1).

Ausbeute : 998 mg (81%)

DC : Ry = 0,67 ( Dichlormethan / Methanol 9:1)

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl;
7.91(d, 1 H, J=8,2 Hz, H-6); 7.4-7.2 (m, 9 H, arom. H ); 6.84 (m, 4 H arom.
H); 6.07 (dd, 1 H, }41+=16,32 Hz, H-1"); 5.34 (d, 1 H, J=8,2 Hz, H-5); 5.02
(dt, 1 H, Jy.r= 52,5 Hz, H-2"); 459 (dg, 1 H, J4r = 20,2 Hz, H-3'); 4.01 (m,
1H, H-4); 3.79 (s, 6 H, -OCH3); 3.58 (m, 2 H, H-5)
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B¥C-NMR _ 3[ppm], 63 MHz, DMSO-ds
163.25 (C-4); 158.28 (DMTr); 150.21 (C-2); 144.76 (DMTr); 140.94 (C-6);
135.48, 129.90, 129.04, 127.86, 126.91, 113.37 (DMTr); 101.56 (C-5); 93.59
(d, C-2", Jez.~=184,0 Hz); 88.68 (d, C-1", Jo1.==36,0 Hz); 85.95 (DMTT);
81.14 (C-4'); 68.09 (d, C-3",Jcz.¢=16,7 Hz); 55.16 (C-5'); 55.16 (OCHs)

3"-O-(2-Cyanethoxydiisopr opylphosphin)-2°-fluor-5"-O-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 22a/b

O

Cr

DMTrO N

[ o F

‘<N—P\O/\/CN

CasHasOsNsPF  [748,75]

995 mg (1,81 mmol) 2-Fluor-5"-O-(4,4 -dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 21
werden einmal mit abs. Pyridin und dreima mit Dichlormethan coevaporiert und nach
Zugabe von 6 ml Dichlormethan und 932 ul (5,44 mmol) DIPEA auf 0°C abgekuhlt. Nun
werden 607 pl (2,72 mmol) B-Cyanoethoxy-N,N-diisopropylaminochlorophosphan 71
zugetropft. Nach fiunf Minuten 183 man den Ansatz auf Raumtemperatur erwarmen und
verdunnt ihn nach Vervollstandigung der Reaktion (ca. 2,5 h) mit 30 ml Dichlormethan. Die
Reaktionsldosung wird mit geséttigter wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung und
geséttigter wassriger  Natriumchloridlésung gewaschen. Vor dem Trocknen Uber
Natriumsulfat werden 0,2 ml TEA zugegeben.

Nach dem Abziehen des Lésungsmittels wird FC (Toluol / Ethylacetat 1:5) zur Aufreinigung
eingesetzt.
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Ausbeute 11,11 g (82%)
DC : Ry = 0,58 und 0,49 (Toluol / Ethylacetat 1:5)
ESI-MS (+) : berechnet 748,7 g/mol
gefunden 749,9 g/moal
'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl; ,Diastereoisomerengemisch
8.41 (s, 1 H, -NH); 7.91 bzw. 7.86 (2 d, 1 H, H-6); 7.86-6.72 (m, 13 H,
aromat. H); 6.02 (d, 1 H, H-1"); 5.19 bzw. 5.17 (2 d, 1 H, H-5); 5.02 (2 dd, 1
H, H-2); 4.69-4.49 (m, 1 H, H-3); 416 (m, 1 H, H-4); 354 (3 s, 6 H,
-OCHj3); 3.35-3.63 (m, 6 H, 2 CH,, H-5",-OCHy); 2.05 bzw. 2.36 (2't, 2 H,
CH,CN); 1.18-1.03 (m, 12 H, CHy)
¥p.NMR  3[ppm], 162 MHz, CDCls,Diastereoisomerengemisch

Diastereomer 1 :

Diastereomer 2 :

151.51 (d, Jor = 9.4 H2)
151.74 (d, Jor = 9.7 H2)
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N*-1,2,4-Triazol-3"-O-(2-cyanethoxydiisopr opylphosphin)-2’-fluor -5 -O-
(4,4 -dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxycytidin 23a/b

DMTrO N
o)

WO F

‘<N—P\O/\/CN

CaiHrON;PF  [799,87]

3"-O-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2”-fluor-5"-O- (4,4 -dimethoxytri phenylmethyl)-2"-
desoxyuridin 22a/b wird zun&chst drel mal mit Benzol lyophilisiert.

Es werden 1,395 g (20,2 mmol) Triazol in 26 ml Acetonitril (<10 ppm H20) vorgelegt und mit
Eis gekuhlt. Es folgt eine langsame Zugabe von 0,67 g (0,4 ml) POCl;und 3 ml TEA. Danach
werden in einem Zeitraum von ca 15 min 246 mg (0,33 mmol) 3-O-(2-
Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2°-fluor-5"-O-(4,4"-dimethoxytri phenyl methyl)-2"-desoxy-
uridin 22a/b in 6,6 ml Acetonitril gelést hinzugegeben. In zwei weiteren Stunden unter
Eiskihlung wird die Reaktion durch 1,5 stindiges Rihren bel Raumtemperatur
vervollstandigt (DC-Kontrolle). Der Ansatz wird mit 70 ml Dichlormethan verdinnt und mit
60 ml geséttigter wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung und 30 ml geséttigter wassriger
Natriumchloridlésung ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen der organischen Phase wird die
Ldsung nach Zugabe von 0,2 ml TEA abfiltriert und evaporiert.

Die Aufreinigung efolgt durch pDC (1 mm Schichtdicke) mit dem Laufmittel
Ethlyacetat / n-Hexan (8:2).

Ausbeute : 210 mg (79%)
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DC : R = 0,52 und 0,43 (Toluol / Ethylaceat 1:5)

ESI-MS (+) : berechnet 799, 8 g/mol
gefunden 800,5 g/ mol

'H-NMR o[ppm], 270 MHz, CDCl3, Diastereoi somerengemisch
9.18 (s, 1 H, Triazol); 8.75 (Wt, 1 H, H-6); 8.01 (s, 1 H, Triazol); 7.38-6.70
(m, 13 H, aromat. H); 6.48 bzw. 6.41 (2 d, 1 H, H-5); 6.10 bzw. 6.04 (2d, 1
H, H-1); 5.15 (dd, 1 H, H-2); 4.77-4.58 (m, 1 H, H-3'); 4.28 (Wt, 1 H, H-
47); 3.75 bzw. 3.73 (2 d, 6 H, -OCHs); 3.86 - 3.42 (m, 6 H, 2 CH,, H5,
OCHy,); 2.48 (M, 2 H, CH,CN); 1.37-0.99 (m, 12 H, -CHs)

¥P.NMR  3[ppm], 162 MHz, CDCl3, Diastereoisomerengemisch

Diastereomer 1 : 151.49 (d, J.r = 4,86 H2)
Diastereomer 2 : 151.92 (d, Jo.r = 9,02 H2)



11 Experimenteller Tell 165

5°-0-(4,4 -Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 25

O
NH

L

DMTrO N

HO

CaoHzoN207  [530,56]

In einem ausgeheizten Rundkolben werden 500 mg 2"-Desoxyuridin 24 (2,2 mmol) in 10 ml
abs. Pyridin gelést. Nach Zugabe von 813 mg 4,4 -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (2,4
mmol) rihrt man fir ca. 1 Stunde bel Raumtemperatur. Nach Beendigung der Reaktion (DC-
Kontrolle) werden 5 ml Methanol hinzugegeben und die Reaktionsldsung eingeengt und mit
Toluol coevaporiert.

Der Rickstand wird in Chloroform aufgenommen und mit geséttigter wassriger
Natriumhydrogencarbonatl6sung extrahiert. Die organische Phase wird tber Natriumsulfat
getrocknet und evaporiert. Die Aufreinigung mittels FC mit dem Laufmittel Chloroform /
Methanol (95:5).

Ausbeute 1,0 g (86%)
DC : Ri=0,71 (Chloroform / Methanol 95:5)
ESI-MS(-) : berechnet 530,56 g/mol

gefunden 529,2 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl;
7.53 (d, 1 H, J=8,1 Hz, H-6); 7.4-7.0 (m, 9 H, arom. H); 6.81-6.69 (m, 4 H
arom. H); 6.28 (m, 1 H, H-1'); 5.22 (1 H, d, J=8,1 Hz, H-5); 4.41-4.36 (m, 1
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H, H-3); 3.94 (m, 1 H, H-4): 3.79 (s, 6 H, -OCH3); 3.19-2.97 (m, 2 H, H-
5, H-57), 1.89-1.65 (m, 2 H, H-2", H-2"")

3"-0O-(2-Cyanethoxydiisopr opylphosphin)-5"-0O-(4,4 -
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 26a/b

O

Cr

DMTrO N
o)

o

ﬁN—PfO/\/CN

CsoHa7N4POg  [729,97]

259 mg 5-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 25 (0,94 mmol) werden in
einem ausgeheizten Rundkolben in 5 ml abs. Dichlormethan gel6st. Nach der Zugabe von 484
pl DIPEA (2,82 mmol) kihlt man die Losung auf 0°C. Anschlief3end werden 315 pl (3-
Cyanoethoxy-N,N-diisopropylaminochlorophosphan 71 (1,4 mmol) zugetropft. Nach 5
Minuten &3t man den Reaktionsansatz auf Raumtemperatur erwarmen und verdinnt ihn nach
Vervollstandigung der Reaktion (ca 2,5 h) mit 15 ml Dichlormethan. Die Lésung wird mit
geséttigter wassriger Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchloridlésung extrahiert. Vor
dem Trocknen Uber Magnesiumsulfat werden 0,2 ml TEA hinzugegeben. Nach dem Abziehen
des Lésungsmittels wird das Rohprodukt mittels FC (Toluol / Ethylacetat 1:5) aufgereinigt.

Ausbeute : 560 mg (83%)

DC : Ri=0,57 (Toluol / Ethylacetat 1.5)
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ESI-MS(+) : berechnet 729,97 g/mol
gefunden 731,1 g/moal

'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, CDCls, Diastereoisomerengemisch
7.49 (2d, 2 H, J=8,2 Hz, 2 H-6); 7.38 - 7.06 (m, 18 H, arom. H); 6.86-6.72
(m, 8 H arom. H), 638 (m, 2 H ,2 H-1"), 5.29 (2d, 1 H, , J=8,2 Hz, 2 H-5);
4.48-4.40 (M, 2 H, 2 H-3); 3.88 (M, 2 H, 2 H-4'): 3.78 (2 s, 12 H, 4 -OCHy):
3.32-3.08 (M, 4 H, 2 H-5", 2 H-5"); 2.56, 2.46 (2, 4H, 2 —NCH,): 2.41, 2.35
(2m, 4 H, 2 CH,CN):; 1.98—1.72 (m, 4 H, 2 H-2', 2 H-2""); 1.16-1.01 (m,
24 H, 2 N(CH(CH3),)2);

¥p.NMR  3[ppm], 162 MHz, CDCls, Diastereoisomerengemisch

Diasterecisomer 1: 151.55
Diasterecisomer 2: 151.45

2,2,5,5-Tetramethyl-3-cyano-pyrrolin-N-oxyl 49

CoH1sNO  [165,21]

200 mg 3-Carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 44 (1,09 mmol) werden in 5 ml
trockenem Pyridin gelost und im Eisbad auf 0°C abgekihlt. Nun werden 140 ul
Phosphoroxychlorid (1,5 mmol) langsam hinzugetropft. Nach 15 min wird das Pyridin

abgezogen, der Rickstand in Ether gel6st und mit wassriger Natriumhydrogencarbonatl 6sung
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extrahiert. Nach dem Trocknen wird die Etherphase evaporiert. Das Produkt ist rein genug fur
die weitere Umsetzung. Um eine analytische Probe zu erhalten, wird das Produkt mittels FC
mit dem Laufmittel Ethylacetat / n-Hexan (1:3) aufgereinigt.

Ausbeute : 180 mg (99%)

DC : Rf = 0,52 (Ethylacetat / n-Hexan 1.3)

Schmelzpunkt : 58°C

IR : 2226 cm™ (-CN)

ESI-MS(+) : berechnet 165,21
gefunden 166,9 (nach Saurezugabe)

Dimethyldioxiran 45

O>—<)

C3HeO2 [74,06]

In einem 4-1 Dreihalskolben mit KPG-RUhrer, Pulverschnecke und aufgesetztem Bogen mit
Fraktioniervorsto3 werden 254 ml Wasser, 129 ml Aceton und 58 g Natrium-
hydrogencarbonat vorgelgt und auf 0°C abgekuhlt.

Unter starkem Rithren werden 120 g Caroat® (Tripelsalz 2 KHSOs* KHsO4*K2S0,) in fiinf
Portionen im Abstand von 3 Minuten tber die Pulverschnecke zugegeben.
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Drei Minuten nach der letzten Zugabe wird das Eisbad entfernt und ein moderates
Wasserstrahlvakuum  angelegt. Unter starken RUhren werden nun ca. 150 ml
Dimethyldioxiranlosung Uber den Bogen in ein auf —78°C gekuhlten Vorlagekolben
destilliert. Die gelbliche ca. 0,08 molare Lésung wird Uber Kaliumcarbonat getrocknet und
bei —20° Uber Molsieb gelagert.

'H-NMR  3[ppm], 250 MHz, CDCl;
1.66 (s, 6 H, 2 CH3)
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N-M ethoxy-N-methylamin 69

/
HN

C,H/,NO [61,08]

40 g N,O-Dimethylhydroxylamin-hydrochlorid (0,41 mol) werden in 80 ml sym-Collidin (0,6
mol) gelost. Die Losung wird im Olbad zunachst auf 115°C erhitzt und dann die Temperatur
langsam bis auf 178°C gesteigert. Das freile N,O-Dimethylhydroxylamin wird dabei
abdestilliert und in einer eisgekuhlten V orlage aufgefangen.

Ausbeute : 26 ml (86%)
Siedepunkt :40°C

'H-NMR 3[ppm], 250 MHz, CDCl3
5.52 (s, 1 H, N-H); 3.45 (s, 3H, -OCHz); 2.64 (s, 3H, -NCH>)
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(3,5-Dibrom-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-on)hydrobromid 42

(@)
Br | Br
N
H *HBr

CgH 1eBI'3NO [393,94]

20 g 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-4-on 41 (128 mmol) werden in 120 ml Essigsaure gelOst.
Bel Raumtemperatur werden nun 13,2 ml Brom (256 mmol) langsam zugetropft. Am Ende
erhitzt man den Reaktionsansatz eine halbe Stunde auf 60°C. Beim Abkuhlen félt ein

braunlicher Feststoff aus. Das Produkt wird abgesaugt und mit wenig Wasser nachgewaschen.

Ausbeute 47,4 g (94%)

ESI-MS(-) . berechnet 393,94 g/mol
gefunden 392,9 g/mol

EA :Ber.: C27,44% H 4,10% N 3,56%
Gef.: C27,62% H 432% N 3,55%
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2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-car boxamid 43

CoH16N,0 [168,23]

10 g (3,5-Dibrom-2,2,6,6-tetramethyl pi peridin-4-on)hydrobromid 42 (21 mmol) werden in 30
ml konz. Ammoniak (33 %) gelost. Das Reaktionsgemisch wird zwei Stunden gerdhrt und
anschlieRend mit KOH gesétigt. Das ausgefallene Produkt wir abfiltriert und an der Olpumpe
getrockenet.

Ausbeute : 2,86 g (81%)

Schmelzpunkt : 167°C

ESI-MS(+) : berechnet 168,23 g/mol
gefunden 169,1 g/mol

'H-NMR 3[ppm], 250 MHz, CDCl3
6.12 (s, 1 H, 5-H); 5.55 (s, 1H, NH); 1.45(s, 6 H, 2 -CH3); 1.34 (5,6 H, 2 -

CHa)
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3-Carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 44

CoHsN,O, [183,23]

Methode A

8 g 2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-carboxamide 43 (47 mmol) werden in 80 ml Wasser
suspendiert und mit 405 mg Titriplex® 11, 405 mg Na,WO,-2H,0 und 8,1 ml einer 30 %igen
H.O,-Losung versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 10 Tage unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur stehen gelassen und einige Male geschittelt. Die ausgefallenen gelben
Kristalle werden abgesaugt, getrocknet und kdnnen ohne weitere Aufreinigung eingesetzt

werden.

Ausbeute: 5,33 g (62%)

Methode B

1 g 2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-carboxamide 43 (6 mmol) werden in 50 ml Aceton
gel6st und im Eisbad auf 0°C abgekuhlt. Nun werden 120 ml einer 0,067 molaren Losung (8
mmol) von Dimethyldioxiran in Aceton hinzugetropft. Dabei férbt sich die Losung gelb. Nach
der Zugabe wird noch 30 min weiter gertihrt und das Aceton am Rotationsverdampfer
evaporiert. Es bleiben gelbe Kristalle zurlick, die ohne weitere Aufreinigung eingesetzt

werden kénnen.

Ausbeute : 1,09 g (99%)
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Schmelzpunkt : 204°C

ESI-MS(-) : berechnet 183,23 g/mol
gefunden 182,1 g/mol

EA :Ber.: C59,00% H 825% N 15,29%
Gef.: C58,86% H 823% N 15,29%

'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, CDCl;, Phenylhydrazin
6.12 (s, 1 H, 5-H); 1.45(s, 6 H, 2-CHs); 1.34 (s, 6 H, 2 -CH3)

ESR (CHCIl3) :3Linien

2,2,5,5-T etramethyl-3-car boxy-pyrrolin-N-oxyl 46

CoH1NO;  [184,12]

500 mg 3-Carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 44 (2,73 mmol) werden in einer
10%igen Natriumhydroxidlosung suspendiert und 0,5 h unter RUckflul3 erhitzt, bis kein
Ammoniak mehr entweicht.

Nach dem Abkuhlen versetzt man die Losung mit halbkonzentrierter Salzsaure. Dabei fallt
ein gelblicher Niederschlag aus, der anschlief3end abgesaugt wird. Das saure Filtrat wird mit
Ether extrahiert. Die Etherphase wird getrocknet und evaporiert. Der Rickstand wird mit dem
abgesaugten Produkt vereinigt.
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Ausbeute : 480 mg (96%)
Schmelzpunkt :211°C
IR : 3200 — 2900 cm™* (breit, O-H, CH3), 1716 cm™ (C=0)

ESI-MS(-) : berechnet 184,12 g/mol
gefunden 183,2 g/mol

EA :Ber.: C 58,68% H 7,66% N 7,60%
Gef.: C 58,88% H 7,66% N 7,60%

ESR (CHCI3) :3Linien

3-(N-M ethoxy-N-methylcar bamoyl)-2,2,5,5-tetramethyl-3-
pyrrolin-N-oxyl 50

C1iH1oN2Os  [227,28]

1 g 2,2,5,5-Tetramethyl-3-carboxy-pyrrolin-N-oxyl 46 (5,4 mmol) und 0,9 ml Pyridin (11
mmol) werden in 15 ml Dichlormethan gelost. Bei 0°C werden 440 pl Thionylchlorid (6,1
mmol) hinzugetropft und eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluf® werden
480 plI N-Methoxy-N-methylamin 69 (6,6 mmol) in 3 ml Dichlormethan langsam
hinzugetropft. Die Losung wird eine weitere Stunde gertihrt und der ausgefallene Feststoff

abfiltriert. Die klare Lésung wird mit verdinnter Salzsdure gewaschen, um Uberschiissiges
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Pyridin zu entfernen. Die Losung wird evaporiert und mittels pDC (Schichtdicke 4 mm) mit
dem Laufmittel Ethylacetat / n-Hexan (1:1) aufgereinigt.

Ausbeute : 700 mg (57%)

Schmelzpunkt : 56°C

ESI-MS(+) : berechnet 227,28 g/mol
gefunden 228,10 g/mol

EA . Ber.: C58,13% H8,43% N 12,33%
Gef.: C58,22% H8,43% N 12,25%

'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, CDCl;, Phenylhydrazin
6.12 (s, 1 H, 5-H); 3.64 (s, 3 H, -OCHs); 3.26 (s, 3 H, -NCH3); 145 (s, 6 H,
-CHa); 1.34 (s, 6 H, -CH>)

2-Formyl-2,5-dihydro-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 48

CoHuNO,  [168,22]

600 mg 3-(N-Methoxy-N-methylcarbamoyl)-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 50 (2,6
mmol) werden in 10 ml THF gelést und bei -60°C mit 5,4 ml DIBALH (1 molar in Heptan,

5,4 mmol) versetzt. Innerhalb einer Stunde 1&3t man auf 0°C erwarmen und gibt dann 3 ml
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einer gesdttigten wassrigen Ammoniumchloridiosung hinzu. Beim folgenden langsamen
Erwdrmen auf Raumtemperatur findet unter Gasentwichklung die Hydrolyse statt. Dabei ist
auf ausreichende Kihlung zu achten, um das Sieden des Lésungsmittel zu vermeiden. Nach
zwei Stunden wird Uber eine Schicht von Magnesiumsulfat und Celite abgesaugt. Die Lésung
wird evaporiert und wird mittels pDC (Schichtdicke 4 mm) mit dem Laufmittel Ethylacetat /
n-Hexan (1:3) aufgereinigt.

Ausbeute : 350 mg (80%)
Schmelzpunkt : 77°C
IR : 1679 cm™ (C=0)

ESI-MS(+) : berechnet 168,22 g/mol
gefunden 169,7 g/mol

EA :Ber.: C6426% H 839% N 8,33%
Gef.. C 6410% H 837% N 8,27%

'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, CDCl;, Phenylhydrazin
9.68 (s, 1 H, 7-H); 6.59 (s, 1 H, =CH); 1.38 (s, 6 H, 2 CH3); 1.28 (s, 6 H, 2
CHa)

ESR (CHCls) : 3 Linien
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2,2,5,5-Tetramethyl-3-(2-chlor oethenyl)pyrrolin-N-oxyl 51a/b

C1oH1sNOCI [200,86]

16,6 g (Chlormethyl)triphenylphosphoniumchlorid (47,7 mmol) werden in 80 ml THF
suspendiert und auf —78°C abgekuhlt. 26,6 ml (42,5 mmol) einer 1,6 molaren Ldsung von
n-Butyllithium in Hexan werden langsam hinzugetropft und die Losung auf —40°C erwarmt.
Nach 0,5 h wird die Lésung wieder auf —78°C abgekihlt und 2 g 2-Formyl-2,5-dihydro-
2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 48 (11,9 mmol) in 20 ml Tetrahydrofuran
hinzugetropft. Nach der Zugabe wird das Kétebad durch ein Eisbad ersetzt und noch 0,5 h
weitergertihrt. Schliefflich wird das Reaktionsgemisch mit Wasser gequencht. Die organische
Phase wird abgetrennt, getrocknet und evaporiert. Nach der Aufreinigung mittels
Flashchromatographie (Ethylacetat / n-Hexan 1:3) erhdlt man ein gelbes Ol. Das Ol enthalt
das cis- und das trans-Isomere des Produkts, die vor der weiteren Umsetztung nicht getrennt

werden.
Ausbeute : 1,34 g (56%)

ESI-MS(+) : berechnet 200,86 g/moal
gefunden 202,0 g/mol

'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, CDCl;, Phenylhydrazin
6.34-5.69 (M, 3H, =CH); 1.30 (s, 6 H, 2 CH3); 1.25 (s, 6 H, 2 CHs)

ESR (CHCI3) :3Linien
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2,2,5,5-Pentamethyl-3-ethinyl-3-pyrrolin-N-oxyl 29

CioHuNO [164,22]

1,1 ml Diisopropylamin (7,5 mmol) werden in 20 ml Tetrahydrofuran gelost und auf 0°C
abgekihlt. Nun werden 4,7 ml einer 1,6 molaren Lésung von n-Butyllithium in Hexan (7,5
mmol) langsam hinzugeggeben. Nach 15 min wird die Lésung auf -78°C abgekihlt und eine
Losung von 700 mg 2,2,5,5-Pentamethyl-3-(2-chlorethenyl)-3-pyrrolin-N-oxyl 5la/b (3,7
mmol) in 10 ml THF hinzugetropft. Die L6sung wird innerhalb eines Zeitraumes von 2 h auf
25°C erwarmt und die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Das Reaktionsgemisch
wird mehrfach mit Ether ausgeschittelt. Die vereinigten Etherextrakte werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und evaporiert. Das Reaktionsprodukt wird mit dem Laufmitel
Ethylacetat / n-Hexan (1:5) Uber eine kurze Saule (4 cm) aufgereinigt. Mittels DC lassen sich
zwei Flecken erkennen, die dem gewilnschten Produkt sowie dessen Hydroxylamin-Derivat
entsprechen.

Das so erhaltene O wird in 100 ml Methanol gelést und mit einem diinnen Kupferdraht
versetzt. Nun wird fur eine Zeit von ca. acht Stunden Luft durch die Ldsung geleitet, bis auf
dem DC (Ethylacetat / n-Hexan 1:4) nur noch ein Fleck zu erkennen ist. Nach Abziehen des
Methanols erfolgt die Aufreinigung mittels pDC mit dem Laufmittel Ethylacetat / n-Hexan
(1:4).

Ausbeute : 419 mg (69%)

DC : Ri=0,78 (Ethylacetat / n-Hexan 1:4)

ESI-MS(+) . berechnet 164,22
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gefunden 166,1 (nach Saurezugabe)
'H-NMR  3[ppm]. 270 MHz, CDCls;, Phenylhydrazin
5.92 (s, 1 H, =CH); 3.02 (s, 1 H, -CCH); 1.33 (s, 6 H, 2 CHa3); 1.28 (5,6 H, 2
CHs)

ESR (CHCIl3) :3Linien

5-[3-(2,2,5,5-Pentamethyl-3-pyrrolin-N-oxyl)ethinyl]-2"-desoxyuridin 67

OO_N | O
NN
HO N~ O
@)
HO

CioH2406Ns  [380,34]

125 mg 2,2,5,5-pentamethyl-3-ethinyl-3-pyrrolin-N-oxyl 29 (0,75 mmol) und 400 mg 2'-
Desoxy-5-ioduridin (1.1 mmol) werden in 5 ml N,N-Dimethylformamid gelost. Die Ldsung
wird mehrfach durch Anlegen eines schwachen Vakuums desoxigeniert. 130 mg
Tetrakis(triphenylphosphin)paladium(0) 66 (0,1 mmol) und 290 mg Kupfer(l)iodid (1,5
mmol) werden hinzugegeben und die Lésung erneut desoxigeniert. Schliefdlich werden 51 pl
Triethylamin (0,72 mmol) hinzugegeben und der Reaktionsansatz ca. sechs Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt, bis kein Edukt (Nitroxid) mehr zu erkennen ist (DC-Kontrolle). Die
Reaktionddsung wird zunédchst evaporiert und anschlieffend mit 20% Methanol in

Dichlormethan suspendiert und zum Entfernen der Palladiumriickstande Uber eine Schicht
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von Kieselgel filtriert (2 cm). Die Losung wird erneut evaporiert und der Ruckstand mittels
Flash-Chromatographie mit dem Laufmittel Methanol / Dichlormethan (1:9) aufgereinigt.

Ausbeute : 114 mg (38%)
DC : Ry = 0,55 (Methanol / Dichlormethan 1:9)

ESI-MS(+) : berechnet 380,34 g/moal
gefunden 382,2 g/mol (nach Saurezugabe)

'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, Aceton-ds, Phenylhydrazin
8.34 (s, 1 H, H-6); 6.33 (m, 1 H, H-1'); 5.60 (s, 1 H, =CH); 5.52 (m, 1 H, H-
4),4.10 (m, 1 H, H-3); 3.85-3.79 (M, 2 H, H-5", H-57); 2.43-2.33 (m, 2 H,
H-2,H-2"); 1.34(s, 6 H, 2 CH3); 1.28 (s, 6 H, 2 CH3)

N-Methoxy-N,2,2,5,5-pentamethyl-3-pyrrolin-3-carboxamid 52

C11H20N20, [212,29]

48 g (3,5,-Dibrom-2,2,6,6-tetramethyl pi peridin-4-on)hydrobromid 42 (122 mmol) werden in
eink  Mischung aus 110 ml Wasser, 110 ml Triethylamin und 13 g N,O-
Dimethylhydroxylamin-hydrochlorid (133 mmol) suspendiert. Die Reaktionsmischung wird

far 4 h unter kréftigen Ruhren auf 50°C erhitzt, wobei eine klare Lésung entsteht. Nach dem



11 Experimenteller Tell 182

Abkuhlen wird die Lésung 5 ma mit Ether ausgeschittelt und die vereinigten Etherextrakte
nach dem Trocknen (iber Magnesiumsulfat evaporiert. Eswird ein braunliches Ol erhalten.

Ausbeute : 18,4 g (71%)

ESI-MS(+) : berechnet 212,27 g/mol
gefunden 212,8 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl;
6.15 (s, 1 H, 5-H); 5.32 (s, 1H, NH); 3.65 (s, 1 H, N-CHj3); 3.27 (s, 1 H, O-
CHa3); 1.41 (s, 6 H, 2 CH3); 1.36 (s, 6 H, 2 CH3)

2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-3-car boxaldehyd 53

CoHisNO [153,22]

5 g N-Methoxy-N,2,2,5,5-pentamethyl-3-pyrrolin-3-carboxamid 52 (24 mmol) werden in 50
ml Tetrahydrofuran gel6st und auf -60°C in einme Aceton / N,-Kéltebad abgekihlt. Es
werden 31,2 ml DIBALH (50 mmol) langsam hinzugetropft und 1 h weitergertihrt. Bel 0°C
werden im Anschlul® 10 ml einer geséttigten Ammoniumchloridldsung hinzugegeben. Hierbel
ist eine starke Warmeentwicklung zu erkennen. Ein Sieden des L&sungsmittels sollte

verhindert werden. Nach 2 h wird der ausgefalene Niederschlag tber Celite abfiltriert und
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das Ldsungsmittel Uber Magnesiumsulfat getrocknet und evaporiert. Der 6lige Rickstand

wird mittels FC mit dem Laufmittel Ethylacetat / Methanol (3:1) aufgereinigt.

Ausbeute : 2,54 g (69%)

DC : R= 0,42 (Methanol / Ethylacetat 1:3)

ESI-MS(+) : berechnet 153,22 g/mol
gefunden 154,0 g/mol

'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, CDCl3
9.81 (s, 1 H, 7-H); 6.68 (s, 1 H, 5-H); 543 (s, 1 H, N-H); 1.41 (s, 6 H, 2
CHa); 1.36 (s, 6 H, 2 CHa)

2,2,5,5-pentamethyl-3-(2-chlorethinyl)-3-pyrrolin 54a/b

Cla__
”—\i/EH

CioH1CIN [185,69]

16,6 g Chlormethyl-triphenyl-phosphoniumchlorid (47,7 mmol) werden in 80 ml
Tetrahydrofuran suspendiert und auf -78°C in einem Aceton / N,-Kdtebad abgekihlt. Es
werden 27,3 ml einer 1,6 molaren Lésung von n-Butyllithium in Hexan (43,6 mmol) langsam
hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wird auf -40°C erwarmt und 15 min gerthrt. Nach
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dem erneuten Abkihlen auf -78°C wird ein Losung von 1,8 g 2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-
3-carboxaldehyd 53 (11,7 mmol) in 20 ml Tetrahydrofuran langsam hinzugegeben.

Das Aceton / N,-Katebad wird durch ein Eisbad ersetzt und die Reaktionsmischung noch 30
min weitergertihrt. Nach der Zugabe von 3 ml Wasser wird die organische Phase abgetrennt
und nach dem Trocknen Uber Magnesiumsulfat evaporiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels
FC mit dem Laufmittel Ethylacetat / Methanol (3:1).

Ausbeute : 912 mg (42%)

DC - Ry = 0,31 (Ethylacetat / Methanol 3:1)

ESI-MS(+) : berechnet 185,69 g/moal
gefunden 186,1 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl;
6.29 (s, 1 H, 5-H); 6.27 (d, 1 H, =10 Hz, 7-H); 5.85 (d, 1 H, J= 10 Hz, 8-H);
5.43 (s, 1 H, N-H); 1.33 (s, 6 H, 2 CH3); 1.29 (s, 6 H, 2 CH3)

2,2,5,5-tetramethyl-3-ethinyl-3-pyrrolin 55

CioHisN [149,23]

1,1 ml Diisopropylamin (7,5 mmol) werden in 20 ml Tetrahydrofuran gelost und auf 0°C
abgekihlt. Nun werden 4,7 ml einer 1,6 molaren Lésung von n-Butyllithium in Hexan (7,5

mmol) langsam hinzugeggeben. Nach 15 min wird die L6sung auf -78°C abgekihlt und eine
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Ldsung von 700 mg 2,2,5,5-Tetramethyl-3-(2-chlorethenyl)-3-pyrrolin 54a/b (3,7 mmol) in
10 ml Tetrahydrofuran hinzugetropft. Die Lésung wird innerhalb eines Zeitraumes von 2 h
auf 25°C ewarmt und die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Das
Reaktionsgemisch wird mehrfach mit Ether ausgeschittelt. Die vereinigeten Etherextrakte
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und evaporiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels FC
mit dem Laufmittel Ethylacetat / Methanol (3:1).

Ausbeute : 350 mg (63%)
DC : Ri=0,2 (Ethylacetat / Methanol 3:1)

ESI-MS(+) : berechnet 149,23 g/moal
gefunden 150,1 g/mol

'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, CDCl3
6.29 (s, 1 H, 5-H); 6.27 (d, 1 H, J=10 Hz, 7-H); 5.85 (d, 1 H, J= 10 Hz, 8-H);
5.45 (s, 1 H, N-H ); 1.33 (s, 6 H, 2 CH3); 1.29 (s, 6 H, 2 CH3)
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2,35 -Tri-O-acetyluridin 56

O

Cr

AcO N
o)

AcO OAc

CisH1800N,  [370,31]

5 g Uridin 18 (20,47 mmol) werden in 40 ml Pyridin geldst. Nun werden 7 ml (74 mmol)
Essigsaureanhydrid hinzugegeben und 5 h bel Raumtemperatur gerdhrt (DC Kontrolle). Nach
Zugabe von 10 ml Wasser wird die Reaktionslésung evaporiert und zwel Ma mit Toluol

coevaporiert. Die Auffreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel Dichlormethan /
Methanol 9:1.

Ausbeute : 7,33 9 (97%)

DC : Rf = 0,32 (Dichlormethan / Methanol 9:1)

Schmelpunkt : 128°C

ESI-MS(+)  : berechnet 370,31 g/mol
gefunden 370,8 g/mol

'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, CDCl3
7.72 (d, 1 H, J=5,1 Hz, H-6); 5.91 (m, 1 H, H-1"); 5.73 (d, 1 H, J=5,1 Hz, H-
5); 5.45 (m, 1 H, H-2'); 5.23 (m, 1 H, H-3); 4.38-4.17 (m, 3H, H-4", H-5' H-
57); 2.08 (M, 9H, 3—CH>)
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2,35 -Tri-O-acetyl-5-ioduridin 58

T

AcO N
o

AcO OAc

CisH1700Nsl  [496,21]

Eine Mischung von 7 g 2°,3",5"-Tri-O-acetyluridin 56 (18,9 mmol) und 2,7 g lod (10,6 mmol)
werden in 150 ml Acetonitril vorgelegt. Nach Zugabe von 5,18 g Ammoniumcer(lV)-nitrat
(9,5 mmol) wird die Reaktionsmischung fur 1 h auf 80°C erhitzt. Nach Beendigung der
Reaktion (DC-Kontrolle) und vollsténdigem Abkihlen des Reaktionsansatzes werden 100 ml
Ethlyacetat, 50 ml geséttigte wassrige Natriumchloridlésung und 20 ml einer 5%igen
wassrigen Natriumhydrogensulfitldsung hinzugegeben. Die Lésungen sind vorher zu kihlen,
um eine partielle Dehalogenierung zu vermeiden. Die organische Phase wird abgetrennt und
die wassrige Phase noch zweimal mit Ethylacetat nachgewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und evaporiert. Die

Aufreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel Chloroform / Aceton (9:1).

Ausbeute : 8,7 9 (93%)

DC : Ry = 0,53 (Chloroform / Aceton 9:1)

ESI-MS(+) . berechnet 496,21 g/mol
gefunden 497,3 g/mol
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'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, DMSO-ds
11.82 (s, 1H, NH); 8.19 (s, 1 H, H-6); 5.88 (d, 1 H, J=3,9 Hz, H-1"); 5.48 (m,
1H, H-2); 536 (m, 1 H, H-3); 4.41-4.13 (m, 3H, H-4", H-5",H-5"); 2.08
(m, 9 H, 3-CHs)

5-loduridin 60

O

T

HO N
o)

HO OH

CoH1106Nol  [370,10]

59 2,3 ,5-Tri-O-acetyl-5-ioduridin 58 (10 mmol) werden in 150 ml einer methanolischen
Natriummethanolatlésung (0,1 molar) bei Raumtemperatur fir eine Stunde gerthrt. Nach
Zugabe von 20 ml Wasser wird mit lonenaustauscher Dowex 50W-X8 (H") neutralisiert. Der
lonenaustauscher wird abfiltriert und mehrmals mit Methanol nachgespult. Das methanolische
Filtrat wird evaporiert und der Rickstand mit Ethanol / Ethylacetat / Toluol (1:1:2)
coevaporiert. Die Aufreiningung erfolgt mittles FC mit dem Laufmittel Ethylacetat /
Isopropanol / Wasser (4:1:2, obere Phase).

Ausbeute : 3,58 9 (97%)

DC : Rr = 0,59 (Ethylacetat / Isopropanol / Wasser 4:1:2, obere Phase).
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ESI-MS(+) . berechnet 370,10 g/mol
gefunden 370,9 g/mol

EA :Ber.: C 2921% H 300% N 7,57/%
Gef.. C 2932% H 2,85% N 7,49%

'H-NMR 3[ppm], 250 MHz, DM SO-ds

11.68 (s, 1H, NH); 8.48 (s, 1 H, H-6); 5.72 (d, 1 H, J=4,6 Hz, H-1"); 5.52-
4.98 (m, 3 H, 2'-OH, 3'-OH, 5-OH); 4.05 (m, 1 H, H-2); 3.93 (m, 1 H, H-
3): 3.84 (m, 1 H, H-4); 3.75-3.49 (m, 2 H, H-5", H-5"")

5-10d-5"-0O-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)uridin 62

O

T

DMTrO N
o)

HO OH

CaoH290gNol  [672,46]

In einem ausgeheizten Rundkolben werden 2 g 5-loduridin 60 (5,4 mmol) in 30 ml abs.
Pyridin gel6st. Nach Zugabe von 2,5 g 4,4 -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (6,5 mmol) in
zwei Portionen ruhrt man fur 4 h be Raumtemperatur. Nach Beendigung der Reaktion (DC-
Kontrolle) werden 10 ml Methanol hinzugegeben, die Reaktionslésung evaporiert und der
Rickstand dreimal mit Toluol coevaporiert.
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Das 6lige Produkt wird in Chloroform aufgenommen und mehrmals mit geséttigter wassriger
Natriumhydrogencarbonatl0sung extrahiert. Die organische Phase wird tber Natriumsulfat
getrocknet und evaporiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel
Chloroform / Methanol (95:5).

Ausbeute : 3,04 g (84%)
DC : Rf = 0,41 (Dichlormethan/Methanol 9:1)
ESI-MS(-) : berechnet 672,46 g/mol

gefunden 671,3 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 400 MHz, DMSO-ds
11.76 (s, 1H, NH); 8.03 (s, 1 H, H-6); 7.49-6.72 (m, 13 H, arom. H); 5.77 (d,
1H, J=4,2 Hz, H-1"); 5.14 (d, 1 H, J=4,3 Hz, 2"-OH); 5.18 (d, 1 H, J=4,0 Hz,
3-OH); 438 (m, 2 H, H-2", H-3); 394 (m, 1 H, H-4); 372 (s, 6 H, -
OCHz); 3.31 (M, 2H, H-5", H-57)
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5-10d-5"-0-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)- 2°-O-(tert.-butyl-
dimethylsilyl)uridin 64

O

T

DMTrO N
o

HO OTBDMS

CasHasOsNISi  [786,73]

In 10 ml abs. Tetrahydrofuran und 10 ml abs. Pyridin werden 2 g 5-lod-5-O-(4,4 -
dimethoxytriphenylmethyl)uridin 62 (2,97 mmol) und 604 mg Silbernitrat (3,56 mmol) unter
Rihren gel6st. Zu der farblosen Lésung werden langsam 3,48 ml einer ein molaren Ldsung
von tert.-Butyldimethylsilylchlorid in Tetrahydrofuran (3,48 mmol) hinzugetropft. Unter
Lichtausschluss 18/% man den Reaktionsansatz 12 h rthren. Dabel fdlt Silberchlorid as
weisslich/grauer Niederschlag aus. Der Reaktionsverlauf wird mittels DC (Dichlormethan /
Ethylacetat 8:2) verfolgt. Nach Vervollstdndigung der Reaktion werden 10 ml einer
geséttigten wassrigen Natriumhydrogencarbonatldsung hinzugegeben. Die Suspension wird
Uber Celite abgesaugt und der Filterkuchen einige Male mit Dichlormethan nachgewaschen.
Nach dem Abtrennen der organischen Phase wird die wassrige Phase noch zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Magnesiumsulfat
getrocknet und evaporiert. Der 6lige Ruckstand wird anschlief3end dreimal mit Toluol
coevaporiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel Dichlormethan /
Ethylacetat (8:2).

Ausbeute : 1,29 g (55%)

DC : Ry = 0,29 (Dichlormethan / Ethylacetat 8:2)
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ESI-MS(+) : berechnet 786,73 g/mol
gefunden 787,6 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 400 MHz, DMSO-ds
11.78 (br s, 1H, NH); 8.04 (s, 1 H, H-6); 7.43-6.88 (m, 13 H, arom. H); 5.80
(d, 1 H, J= 43 Hz, H-1'); 510 (d, 1 H, J=4,5 Hz, 3-OH); 4.31 (m, 1 H, H-
2'); 402 (m, 2 H, H-3, H-4); 3.74 (s, 6 H, -OCHs); 3.29 (m, 2 H, H-5', H-
5); 0.84 (s, 9 H, SIC(CHa)s); 0.05, 0.04 (2's, 6 H, Si(CHa3),)

5-10d-5"-0O-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)- 3"-O-(tert.-butyl-
dimethylsilyl)uridin 65

O

T

DMTrO N
o)

TBDMSO OH

CasHasOsNoISi  [786,73]

Das bei der zuvor beschriebenen Reaktion enstandene 3'-silylierte Nebenprodukt wurde

ebenfallsin reiner Form erhalten und charakterisiert.

Ausbeute : 532 mg (22%)

DC : Ry = 0,09 (Dichlormethan / Ethylacetat 8:2)
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ESI-MS(+) : berechnet 786,73 g/mol
gefunden 787,5 g/moal

'H-NMR 3[ppm], 400 MHz, DM SO-ds
11.82 (br s, 1H, NH); 8.12 (s, 1 H, H-6); 7.51-6.97 (m, 13 H, arom. H);
5.82(d, 1 H, 4,3 Hz, H-1'); 5.34 (d, 1 H, J= 4,5 Hz, 2’-OH); 4.33 (m, 1 H,
H-2); 4.05 (m, 2 H, H-3", H-4); 3.79 (s, 6 H, -OCHs); 3.34 (m, 2 H, H-5',
H-57); 0.84 (s, 9 H, SIC(CH3)3); 0.01, -0.02 (25, 6 H, Si(CHs),)

3"-O-(2-Cyanethoxydiisopr opylphosphin)-5-iod-5"-O-(4,4 -
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(tert.-butyl-dimethylsilyl)uridin 40

O

A

DMTrO N
o

| O OTBDMS
N—PS -~ _CN
— o

CasHeoOsN4I PSi [986,94]

369 mg 5-lod-5"-0O-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(tert.-butyldimethylsilyl)uridin 64
(0,47 mmol) werden in einem ausgeheizten Rundkolben in 4 ml abs. Dichlormethan gel6st.
Nach der Zugabe von 242 ul DIPEA (1,41 mmol) kihlt man die Loésung auf 0°C.
Anschlief3end werden 158 pl 3-Cyanoethoxy-N,N-diisopropylaminochlorophosphan 71 (0,72
mmol) zugetropft. Nach 5 Minuten l&sst man den Reaktionsansatz auf Raumtemperatur
erwadrmen und verdinnt ihn nach Vervollstandigung der Reaktion (ca 2 h) mit 10 ml
Dichlormethan. Die Losung wird mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat- und
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Natriumchloridlésung extrahiert. Vor dem Trocknen Uber Magnesiumsulfat werden 0,2 ml
TEA hinzugegeben. Nach dem Abziehen des Ldsungsmittels wird das Rohprodukt mittels FC
(Ethylacetat / Acetonitril 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute : 703 mg (83%)
DC : Ry = 0,7 (Ethylacetat / Acetonitril 9:1)

ESI-MS(+) : berechnet 986,94 g/mol
gefunden 987,6 g/moal

'H-NMR o[ppm], 400 MHz, CDClI3;, Diastereoi somerengemisch
8.94 (br s, 2H, NH); 8.04, 7.93 (2s, 2 H, 2 H-6); 7.52-6.78 (m, 26 H, arom.
H); 5.89,5.79(2d, 2 H, J= 4,3 bzw 4,4 Hz, 2 H-1'); 4.51-4.19 (m, 6 H, 2 H-
2, 2H-3,2H-4); 3.83, 3.74 (2s, 12 H, 4 -OCHg); 3.78-3.34 (m, 8 H, 2 -
OCH,, 2 H-5", 2 H-5); 2.63, 2.41 (2t, 4 H, 4 -NCH); 1.20-0.99 (m, 24 H, 2
N(CH(CH3)2)2); 0.92, 0.84 (2s, 18 H, 2 SIC(CHa)3); 0.14, 0.08 (2 s, 12 H, 2
Si(CHs)2)

¥p.NMR  3[ppm], 162 MHz, CDCls, Diastereoisomerengemisch

Diastereomer 1: 150.52
Diastereomer 2 : 151.01
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3,5-Di-O-acetyl-2 -desoxyuridin 57

O

Cr

AcO N
@)

AcO

Ci3H160/N,  [312,28]

4 g 2°-Desoxyuridin 24 (17,53 mmol) werden in 30 ml Pyridin gelst. Nun werden 4,3 ml (45
mmol) Essigsdureanhydrid hinzugegeben und 5 h bel Raumtemperatur gerthrt (DC-
Kontrolle). Nach Zugabe von 10 ml Wasser wir die Reaktionsl6sung evaporiert und zwei Mal
mit Toluol coevaporiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel
Dichlormethan / Methanol 9:1.

Ausbeute : 5,35 g (98%)
DC : Ry = 0,32 (Dichlormethan / Methanol 9:1)
Schmelzpunkt : 107°C

ESI-MS(-)  : berechnet 312,28 g/mol
gefunden 311,3 g/mol

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl;
11.61 (bs, 1H, NH); 7.54 (d, J=5,2 Hz, 1 H, H-6); 5.94 (m, 1 H, H-1); 5.75
(d, 1 H, J= 5,2 Hz, H-5); 5.15 (m, 1 H, H-3); 4.24 (m, 3 H, H-4", H-5',H-
57); 2.41-2.33 (M, 2 H, H2 ,H2""); 2.09, 1.98 (2s, 6 H, 2 —CH>)
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3,5 -Di-O-acetyl-2"-desoxy-5-ioduridin 59

(@)
'\f‘\ NH
N/g ¢
AcO
@)
AcO

Eine Mischung von 6,25 g 3°,5"-Di-O-acetyl-2"-desoxyuridin 57 (20 mmol) und 2,79 g lod
(11 mmol) werden in 150 ml Acetonitril vorgelegt. Nach Zugabe von 548 ¢
Ammoniumcer(I1V)-nitrat (10 mmol) wird die Reaktionsmischung fur 1 h auf 80°C erhitzt.
Nach Beendigung der Reaktion (DC-Kontrolle) und vollstdéndigem Abkihlen des
Reaktionsansatzes werden 100 ml Ethlyacetat, 50 ml geséttigte wassrige
Natriumchloridlésung und 20 ml einer wassrigen 5%igen Natriumhydrogensulfitldsung
hinzugegeben. Die Lésungen sind vorher zu kihlen um eine partielle Dehalogenierung zu
vermeiden. Die organische Phase wird abgetrennt und die wassrige Phase noch zweimal mit
Ethylacetat nachgewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und evaporiert. Die Aufreinigung erfolgt durch Umkristallisation

aus wenig Ethanol.

Ausbeute : 7,65 g (87%)

DC : Ry = 0,42 (Chloroform / Aceton 4:1)

Schmelzpunkt : 160°C

ESI-MS(+) : berechnet 438,17 g/moal
gefunden 439,9 g/mol
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'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, DMSO-ds
11.71 (br s, 1H, NH); 7.99 (s, 1 H, H-6); 5.88 (t, 1 H, J=7,1 Hz, H-1); 5.17
(m, 1 H, H-3); 4.30-4.19 (m, 3 H, H-4", H-5 H-5"); 2.46-2.29 (m, 2 H,
H2",H2""); 2.06, 2.00 (2s, 6 H, 2 —CH3)

2 -Desoxy-5-ioduridin 61

O

T

HO N
o

HO

CoH1:0sN,l  [354,10]

4,38 g 3',5-Di-O-acetyl-2"-desoxy-5-ioduridin 59 (10 mmol) werden in 150 ml einer
methanolischen Natriummethanolatlésung (0,1 molar) bei Raumtemperatur fir eine Stunde
gertihrt. Nach Zugabe von 20 ml Wasser wird mit lonenaustauscher Dowex 50W-X8 (H™)
neutralisiert. Der lonenaustauscher wird abfiltriert und mehrmals mit Methanol nachgesplilt.
Das methanolische Filtrat wird evaporiert und der Rickstand mit Ethanol / Ethylacetat /
Toluol (1:1:2) coevaporiert. Die Aufreiningung erfolgt durch Umkristallisation aus wenig

Wasser.

Ausbeute : 3,07 g (87%)

DC : Rf = 0,68 (Ethylacetat / Isopropanol / Wasser 4:1:2, obere Phase).
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Schmelzpunkt : 165-172°C

ESI-MS(+) : berechnet 354,10 g/moal
gefunden 355,3 g/moal

EA :Ber: C 3053% H 313% N 7,91%
Gef.. C 3061% H 3,01% N 7,79%

'H-NMR  3[ppm]. 250 MHz, DMSO-ds

11.66 (s, 1H, NH); 8.42 (s, 1 H, H-6); 5.99 (d, 1 H, J=5,6 Hz, H-1'); 5.29-
5.18 (m, 2 H, 2'-OH, 3'-OH); 4.25 (m, 1 H, H-3); 3.86 (M, 1 H, H-4'); 3.69-
351 (m, 2H, H-5", H-57); 2.20-2.09 (M, 2 H, H-2", H-2")
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2 -Desoxy-5-iod-5"-0-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)uridin 63

0
'\(K NH
N/go
DMTrO
0

HO

CzoH2007N2l [656,46]

In einem ausgeheizten Rundkolben werden 1,0 g 2"-Desoxy-5-ioduridin 61 (2,8 mmol) in 15
ml abs. Pyridin gelést. Nach Zugabe von 1,2 g 4,4 -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (3,5
mmol) in zwei Portionen ruhrt man fur 4 h bel Raumtemperatur weiter. Nach Beendigung der
Reaktion (DC-Kontrolle) werden 5 ml Methanol hinzugegeben, die Reaktionsdsung
evaporiert und der Riickstand mit Toluol coevaporiert.

Das dlige Produkt wird in Chloroform aufgenommen und mehrmals mit geséttigter wassriger
Natriumhydrogencarbonatl6sung extrahiert. Die organische Phase wird tber Natriumsulfat
getrocknet und evaporiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels FC mit dem Laufmittel
Chloroform / Methanol (95:5)

Ausbeute : 1,53 g (83%)

DC : Ry = 0,62 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

ESI-MS(+) . berechnet 656,46 g/mol
gefunden 657,2 g/mol



11 Experimenteller Tell 200

'H-NMR  3[ppm], 270 MHz, CDCl;
8.15 (s, 1 H, H-6); 7.61-7.23 (m, 13 H, arom. H); 6.25 (m, 1 H, H-1"); 4.54-
421 (m, 3 H, H-3", H-2",H-2"); 3.94 (m, 1 H, H-4); 3.84 (s, 6 H, -OCHy);
2.62-2.35(m, 2H, H-5", H-5")

3"-O-(2-Cyanethoxydiisopr opylphosphin)-2"-desoxy-5-iod-5"-O-(4,4 -
dimethoxytriphenylmethyl)uridin 39

O

T

DMTrO N
o

o

ﬁN—PfO/\/CN

CasHs05N4I P [856,68]

617 mg 2 -Desoxy-5-iod-5"-0O-(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)uridin 63 (0,94 mmol)
werden in einem ausgeheizten Rundkolben in 5 ml abs. Dichlormethan gelost. Nach der
Zugabe von 484 ul DIPEA (2,82 mmol) kihlt man die Losung auf 0°C. Anschlief3end werden
315 pl B-Cyanoethoxy-N,N-diisopropyl-aminochl orophosphan (1,4 mmol) zugetropft. Nach 5
Minuten 183t man den Reaktionsansatz auf Raumtemperatur erwérmen und verdinnt ihn nach
Vervollstdndigung der Reaktion (ca. 2 h) mit 15 ml Dichlormethan. Die Losung wird mit
geséttigter wassriger Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchloridlésung extrahiert. Vor
dem Trocknen der organischen Phase Uber Magnesiumsulfat werden 0,2 ml Triethylamin
hinzugegeben. Nach dem Abziehen des Losungsmittels wird das Rohprodukt mittels FC
(Toluol / Ethylacetat 1:5) aufgereinigt.
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Ausbeute : 703 mg (87%)
DC : Rr= 0,57 (Toluol / Ethylacetat 1:5)

ESI-MS(+) : berechnet 856,86 g/mol
gefunden 857,9 g/mol

'H-NMR 3[ppm], 250 MHz, CDCls, Diastereoisomerengemisch
8.42 (br s, 2H, NH); 8.07, 7.98 (2s, 2 H, 2 H-6); 7.42-6.75 (m, 26 H, arom.
H): 6.12-6.12(m, 2 H, 2 H-1)); 458-4.4.3 (m, 4 H, 2 H-2', 2 H-2""); 4.16-
401 (m,4H,2H-3,2H-4); 3.72,3.71 (2s, 12 H, 4 -OCHg3), 3.68-3.16 (m, 8
H, 2 -OCHy, 2 H-5', 2 H-5"); 2.59, 2.43 (2 t, 4 H, 2 -NCH); 1.20- 0.99 (m,
24 H, 2N(CH(CHs)2)2);

¥p.NMR  3[ppm], 162 MHz, CDCls, Diastereoisomerengemisch

Diasterecisomer 1: 151.67
Diasterecisomer 2: 149.63



11 Experimenteller Tell 202

2-Cyanethoxy-dichlor phosphin 70

C‘ll

CI/P\O/VCN

C3H4CI,NOP [171,95]

Die Reaktion wird in einem ausgehei zten Kolben unter Schutzgas durchgeftihrt.

175 ml (2 mol) Phosphortrichlorid werden mit 100 ml abs. Diethylether in einem Kolben
vorgelegt und tber 20 Minuten eine Mischung aus 19,5 ml (285 mmol) 3-Hydroxypropionitril
und 120 ml abs. Diethylether zugetropft. Anschlief3end wird eine Stunde bei Raumtemperatur
gerthrt. Der Ether wird bei weniger als 40°C abdestilliert und das verbliebene Ol im
Hochvakuum fraktioniert destilliert. Das Produkt wird als farblose Flissigkeit bei 68 - 70°C
(ca. 4*10™ mbar) erhalten.

Ausbeute : 31,39 (64 %)

'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, CDCl3
4.36 (q, J=7,7 Hz, 2H, CH,CN); 2.73 (t, J=6,9 Hz, 2H, OCH,)

p.NMR _ 3[ppm], 162 MHz, CDCls;
175.02
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2-Cyanethyl-diisopr opylchlor phosphoramidit 71

e
P CN
b G

CoH1sCIN,OP [236,68]

Die Reaktion wird in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgas durchgefuihrt.

29,7 g (173 mmol) 2-Cyanethoxy-dichlorphosphin 70 werden in 150 ml abs. Diethylether in
einem Kolben vorgelegt und eine Mischung aus 47,2 ml (336 mmol) Diisopropylamin in 70
ml abs. Diethylether langsam tber 90 Minuten bei -30°C zugetropft. Anschlief3end wird tber
Nacht bei Raumtemperatur gerdhrt. Der ausgefalene weile Feststoff wird Uber ene
Schlenckfritte abgetrennt und der Ether abdestilliert. Das verbliebene Ol wird im
Hochvakuum fraktioniert destilliert. Das Produkt wird als leicht tribes Ol bei 78 - 80°C
(1* 10" mbar) erhalten.

Ausbeute: 22,66 g (56 %)
'H-NMR 3[ppm], 270 MHz, CDCl3

4.05 (qt, J=6,9 Hz, 2H, CH,CN); 3.80 (m, 2H, CH, isopropyl); 2.74 (g, J=6,9
Hz, 2H, OCHy); 1.25 (m, 12H, CH3 isopropyl)

%p_NMR 3[ppm], 162 MHz, CDCl3
181.22
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Tell A Kristalstruktur von 3-Carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-
oxyl
144

CRYSTAL DATA OF 2, 2,5, 5- TETRAMETHYL, 3- FORMYL- PYRROLI NE- 1- OXYL AT -134°C

fornul a CoH14NO,

nmol . wei ght 168. 22

crystal col or yel | ow, transparent
crystal shape needl e

crystal dinmensions 0.19 x 0.24 x 0.90 mMm
crystal system tetragonal

space group P 41

space group nunber 76

a==>b 7.958(1) A

c 15.033(1)

Y 951.9(3) A

Z 4

Dcal ¢ 1.174 g/cm

i near absorption coeff. 0.82 cm

radi ati on Mo- K

scan range sphere

( 2 theta )nmax 63

resol ution 0.68 A

nunber of refl ections neasured 15868

nunber of independent reflections 2886

reflections used with 1 >0 2854
nunber of vari abl es 165
R(F) 0. 051
WR(F) 0.038

S 0.82
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A single crystal was neasured on a S| EMENS SMART di ffractoneter

at a tenperature of about -134 C. Repeatedly neasured reflections

remai ned stable. A nunerical absorption correction based on ten crysta

faces gave a transm ssion range fromO0.961 to 0.987 .

Equi val ent reflections were averaged. Fri edel opposites were not
aver aged.

R(I)internal = 0.044 .

The structure was determ ned by direct nethods using program SHELXS. The

H atons were taken froma difference Fourier synthesis and were refined

with isotropic thernal paraneters. The non-H atons were refined with

ani sotropic thermal paraneters. The structure was refined on F val ues

usi ng wei ghti ng schene:

WF) =4* Fr2 /) [ sigm*2(F*2) + ( 0.03 * Fr2 )n2 ].

The final difference density was between -0.26 and +0.25 e/A . The

calculations were performed with the SMART, SHELX and Mol EN program

syst ens.

DI SCUSSI ON OF THE STRUCTURE

The five-nmenbered pyrroline ring is al nost planar. The | argest

torsion angle in the five-nenbered ring is 2.2(1) . The al dehyde

group is coplanar with the five-menbered ring.

The di nensions of the 2,2,5,5-tetranet hyl pyrroline-N oxide group

are very simlar with the dinmensions of this group found in other

crystal structures: (Laugier et al., New J. Chem (Nouv. J. Chim),

7, 1983, 11; Dickman and Doedens, |norg. Chem, 22, 1983, 1591

Porter and Doedens, Acta Cryst., C40, 1984, 1814; Boeyens and Kruger,

Acta Cryst., B26, 1970, 668; Kalai et al., Synthesis, 1997, 1049; WIley

et al., Angew. Chem, 103, 1991, 459, Int. Ed. Engl., 30, 1991, 450;

Turl ey and Boer, Acta Cryst., B28, 1972, 1641; Wley et al., J. Chem
Soc. ,

Chem Comm, 1989, 1523 ).

The mol ecul e shows no short intranol ecul ar contacts.

The crystal packing shows an internol ecul ar distance of 2.45(1) A

between OL and H5 of a nei ghboring nolecule ( symetry: 1-x, 2-y, z-0.5)

whi ch approaches the van der Waal s contact distance of 2.4 A between O

and H. An additional internolecular distance of 2.58(2) A between O2 and

H7C ( symmetry: 2-y, 1+x, 0.25+z ) is about 0.2 A longer than the van

der Waal s contact distance
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Tabl e of Positional

Par aneters and Their

Esti mat ed St andard Devi ati ons

At om

oL 0
2 0
N 0
c1 0.
c2 0
C3 0
4 0
G5 0
Cc6 0
Cc7 0.
c8 0
9 0
H2 0
H5 0
H6A 0.
H6B 0.

. 6252(1)

.7014( 1)

. 5771(1)

4364(2)

. 4420( 2)

. 5622(2)

. 6609( 2)

. 5944( 2)

. 4759( 2)

2723(2)

. 8473(2)

. 6345(2)

. 362(2)

. 518(2)

587( 2)

484(2)

. 8985( 1)

.1792(1)

. 9160( 1)

. 8173(2)

. 8824(2)

. 9951(2)

. 0341(2)

. 0746(2)

. 6301(2)

. 8590( 2)

. 9915(2)

. 2143(2)

. 840(2)

. 033(2)

. 603(2)

. 594(2)

0. 19593( 0)

0.52241(7)

0.27637(7)

0. 31507(8)

0. 40882( 8)

0. 42243(8)

0.33877(8)

0. 50907( 9)

0. 31005( 9)

0.26731(9)

0. 34475(9)

0.3070(1)

0. 4527(9)

0.5561(9)

0.3413(9)

0.249(1)

N

3

.82(2)

.63(2)

.51(2)

. 64(2)

.58(2)

L 47(2)

.16(2)

. 09(2)

.28(2)

. 05(2)

.30(2)

. 6(3)*

L7(3)*

L 7(3)

L 1(3)*
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H6C

H7C

H/B

H7A

H8C

H8B

HB8A

HOA

HO9B

HOC

Starred atons were refined isotropically.

. 388(2)

. 244(2)

.179(2)

. 279(2)

. 862(2)

. 899(2)

. 903(2)

. 692(2)

.514(2)

. 688(2)

. 565(2)

. 981(2)

. 795(2)

. 826(2)

. 877(2)

. 001(2)

. 074(2)

. 293(2)

L 241(2)

. 227(2)

. 3374(9)

. 271(1)

. 2964(9)

. 205( 1)

. 3667(9)

. 2882(9)

. 3847(9)

. 348(1)

. 3060( 9)

. 251(1)

L7(3)*

L7(4)*

.5(3)*

.0(3)*

. 6(3)*

L 1(3)*

L7(3)*

L 2(3)*

L 4(3)*

.5(3)*

Ani sotropically refined atons are given in the formof the

i sotropi c equival ent di spl acement paraneter defined as:
(4/3) * [a2*B(1,1) + b2*B(2,2) + c2*B(3,3) + ab(cos ganmm)*B(1, 2)

+ ac(cos beta)*B(1,3) + bc(cos al pha)*B(2,3)]
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Tabl e of General Displacenment Paraneter Expressions - Us

Name U1, 1) U2, 2) U(3, 3) U1, 2) U1, 3) U2, 3)

oL 0.0301(4) 0.0390(5) 0.0160(4) -0.0019(4) 0.0048(4) -0.0014(4)
@ 0.0356(5) 0.0387(5) 0.0330(5) -0.0037(5) -0.0009(5) -0.0127(4)
N 0.0215(5) 0.0239(5) 0.0166(4) -0.0015(4) 0.0027(4) 0.0000(4)
c1 0.0192(5) 0.0200(5) 0.0182(5) -0.0014(5) 0.0012(5) 0.0010(5)
c2 0.0228(5) 0.0211(5) 0.0184(5) 0.0030(5) 0.0056(5) 0.0021(5)
c3 0.0207(5) 0.0195(5) 0.0199(5) 0.0049(5) 0.0022(5) -0.0004(5)
c4 0.0196(5) 0.0179(5) 0.0184(5) -0.0002(5) 0.0013(5) 0.0003(5)
5 0.0269(6) 0.0306(7) 0.0247(6) 0.0041(6) 0.0036(5) -0.0042(5)
C6 0.0331(6) 0.0203(6) 0.0261(6) -0.0011(5) 0.0028(6) -0.0016(5)
c7 0.0226(6) 0.0348(7) 0.0293(7) -0.0010(5) -0.0028(6) 0.0036(6)
cs 0.0207(6) 0.0345(7) 0.0226(6) 0.0009(6) 0.0017(5) 0.0006(6)
o 0.0316(6) 0.0222(6) 0.0337(6) 0.0004(6) 0.0045(6) 0.0048(6)

The form of the anisotropic displacenent paraneter is:
exp [-2PI2{h2a2U(1, 1) + k2b2U(2,2) + |2c2U(3,3) + 2hkabU(1,2) +
2hl acy( 1, 3)

+ 2kl bcU(2,3)}] where a,b, and c are reciprocal lattice constants.
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Atom1l Atom 2 Distance
oL N 1.276(1)
2 c5 1.208(2)
N C1 1.486(2)
N 4 1.486(2)
C1 c2 1.502(2)
c1 Cc6 1.524(2)

Atom1l Atom 2 Distance

Tabl e of Bond Di stances in Angstrons

C1

4

cr

9

1.527(2)

1.327(2)

1.515(2)

1. 470(2)

1. 524(2)

1.526(2)

Nunbers in parentheses are estimated standard deviations in

the | east significant digits.

Tabl e of Bond Angl es in Degrees

Atom1l Atom2 Atom3 Angl e

Angl e

112. 6( 1)

oL
123. 6(1)

cL
123. 8(1)

N
99. 3(9)

c1

C1

122. 6(1)

122.2(1)

115. 16(9)

99. 37(9)

Atom1l Atom2 Atom3

4

N
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N c1 c6 110.0(1)
109.5(1)

N c1l c7 110. 2(1)
109. 6(1)

c2 Cl C6 112.2(1)
114.2(1)

c2 c1l c7 113.1(1)
112. 4(1)

c6 c1l c7 111. 4(1)
111. 2(1)

c1l c2 Cc3 113.5(1)
124.5(1)

Nunbers in parentheses are estimated standard deviations in

the | east significant digits.
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Tabl e of Torsion Angles in Degrees

Atom1l Atom2 Atom3 Atom4 Angl e

Q

177. 48
59. 64
-63. 59
-1.10
-118. 94
117. 82
-176. 62
-56.70
65. 48

Q

121. 89
-115. 93
-0.43
115. 77
-117. 22

-178.90
-2.21
-118. 58
113.58
178. 47
62.10
-65.75
-178.78

RABIBELVILBLBRLAIZFZLRRLLRRLRALRRRRLRAR
BERIRRRIRRIYIBABAIRLRRRIIRRRLEALA
BRRB8B8=ZYRZHRAIBILBIBZLBIBIAZFLRAKR

BBIYBIBILKYRKLRRR=zzzzz2z=2z2zz2z2z2z2zz2

e N e e e e T T e e e e e N e e e e B T e e e e N

O O O O O O OO O OO0 OO0 OO0 oo oo o o oo o o

. 10)
. 14)
. 14)
. 12)
. 11)
. 11)
. 10)
. 14)
. 14)
. 12)
. 11)
. 11)
. 13)
. 12)
. 12)
. 15)
L 11)
. 13)
. 12)
. 12)
. 11)
. 16)
. 15)
. 13)
. 21)



13 Anhang 235

Tabl e of Least-Squares Pl anes

O thonormal Equation of Plane 1

-0.6455 X + 0.7240 Y + -0.2433 Z - 1.3120 = O

0. 0004 0. 0004 0. 0006 0. 0059

Crystal | ographi ¢ Equation of Pl ane

-5.1362 X + 5.7614 Y + -3.6574 Z - 1.3120 = 0

0. 0036 0. 0032 0. 0086 0. 0059
At om X Y z Di st ance Esd
N 4,5925 7.2891 4.1546 -0. 0096 +- 0.0010
C1 3.4730 6.5037 4.7363 0. 0028 +- 0.0012
c2 3.5176 7.0216  6.1456 0. 0062 +- 0.0012
c3 4.4740 7.9185  6.3502 -0.0116 +- 0.0012
(o7} 5.2591  8.2287 5.0926 0. 0122 +- 0.0012
Chi Squared = 326. 3

————— O her Atoms -----

oL 4.9754  7.1496  2.9454 -0. 0635 +- 0.0009
Cc5 4,7302 8.5511 7.6526 -0. 0358 +- 0.0013
@ 5.5812 9.3838 7.8531 -0. 0310 +- 0.0010
H2 2.8838 6.6851 6.8059 0. 0109 +- 0.0137
H5 4.1231  8.2222  8.3595 -0.0541 +- 0.0140
C6 3.7870 5.0141 4.6608 -1.2600 +- 0.0013
cr 2.1668 6.8354 4.0183 1.2607 +- 0.0013
C8 6.7426 7.8898 5.1824 -1.2125 +- 0.0013
c9 5.0489 9.6630 4.6153 1.3025 +- 0.0013
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Teill B Abbildung ausgewahlter Spektren

Spektrum  von  3'-O-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2’-fluor-5"-O-(4,4" -dimethoxy-
triphenylmethyl)-2"-desoxyuridin 22a/b

e = N
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o
— J |
i |
1
—=
T,

R
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Spektrum von N*-1,2,4-Triazol-3"-O-(2-cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2-fluor-5"-O-(4,4 -

dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxycytidin 23a/b
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Spektrum von 3"-O-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2”-desoxy-5-iod-5"-O-(4,4 -
dimethoxytriphenylmethyl)uridin 39
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Spektrum von 3-(N-Methoxy-N-methylcarbamoyl)-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-N-oxyl 50
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Teill C  Abkirzungsverzeichnis

a Bruchteil der Oligonukleotide im geordneten Zustand

Adenosin, Adenin

A Angstrém

Abb. Abbildung

ADbk. Abkirzung

abs. absolut

Ac Acetyl

AIDS Aquired Immune Deficiency Syndrome

ATP 5’- Adenosintriphosphat

B 1"-Desoxy-1"-(2,4-difluorphenyl)--D-ribofuranose

Bn Benzyl

Br breit

BSE Bovine spongiform encephal opathy

Bz Benzoyl

bzw. Beziehungsweise

C Cytidin, Cytosin, Celsius

C Konzentration

Cr N*-1,2,4-Triazol-3 -O-(2-cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2’-fluor-5"-O-
(4,4 -dimethoxytriphenylmethyl)-2"-desoxycytidin

ca circa

CAN Cerammoniumnitrat

CD Circular Dichroismus

cm Zentimeter

Cosy korrelierte Spektroskopie

CPG Controlled-Pore-Glas (engl.)

o Chemische Verschiebung

Dublett, Dichte, Schichtdicke
dA Desoxyadenosin
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DAST Diethylaminoschweféeltrifluorid

DC Dunnschichtchromatographie

dC Desoxycytidin

dd Dublett von Dubl ett

DEPC Diethylpyrocarbonat

dG Desoxyguanosin

AG° Freie Standardreaktionsenthal pie

AH° Standardreaktionsenthal pie

d.h. das heif3t

DIBALH Diisobutylaluminiumhydrid

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF N,N — Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSO-ds Dimethylsulfoxid sechsfacch deuteriert

DMTr 4.4 - Dimethoxytriphenylmethyl (Dimethoxytrityl)

DNA Desoxyribonukleinsaure

AS Reaktionsentropie

du

E Extinktion, envelope

EL Extinktion fir linkscircular polarisiertes Licht

Er Extinktion fUr rechtscircular polarisiertes Licht

€ Extinktionskoeffizient

€L Extinktionskoeffizient fur linkscircular polarisiertes Licht

€R Extinktionskoeffizient fur rechtscircular polarisiertes Licht

El. Elementar

engl englisch

€. Equivaente

EPR Elektronenspinresonanz Spektroskopie (engl. Electron paramagnetic
resonance spectroscopy)

ESI(+) Elektrosprayionisation im positiven Modus

ESI(-) Elektrosprayionisation im negativen Modus

ESR Elektronenspinresonanz Spektroskopie

etal. et aii (und andere)
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Fa Firma

FC Flash-Chromatographie

FIAU 2 -Fluor-5-iod- 1--D-arabinofuranosyl uracil

fl. flissig

Fpmp 1-(2-Fluorphenyl)-4-methoxypiperidin-1-yl

FT Fourier Transformation

G Guanosin, Guanin

g Gramm, gasformig

ges. geséttigt(e)

h Stunde(n)

HIV Human immunodefiency virus

HMPT Hexamethyl phosphorsauretriamid

HPLC Hochleistungsfltissigkeitschromatographie (engl.: High performance liquid
chromatography

Ir Intensitét des rechts polarisierten Lichts

I Intensitét des links polarisierten Lichts

ibu isobutyryl

iPr isopropyl

IR Infrarot

J Kopplungskonstante in der NM R-Spektroskopie

K Gleichgewichtskonstante, Kelvin

Kbiss Dissoziationskonstante

Kap. Kapitel

katal. katalytisch

kcal Kilokalorien

konz. konzentriert

krist. kristallin
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A Wellenlange
LDA Lithiumdiisopropylamin
In natrlicher Logarithmus
log dakdischer Logarithmus
Lsg. Losung
M Molar
m Masse, multipl ett
MALDI engl.: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
max. maximal
MeOH Methanol
mg Milligramm
mGrad Milligrad
MHz Megahertz
min. Minute(n)
ml Milliliter
mm Millimeter
mM millimolar
mmol millimol
MRNA messenger RNA
MS M assenspektrometrie
NMR Nuclear Magnetic Resonance
N normal
Molekularitét des Uberganges
nm Nanometer
NMR K ernmagnetische Resonanz (engl.: Nuclear Magentic Resonance)
Nr. Nummer
OD Optische Dichte
OD 260 Extinktion bei 260 nm

p.a. pro analysi
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PCR Polymerase K etten Reaktion (engl.: Polymerase chain reaktion)
pDC praparative Dunnschichtchromatographie
ppm parts per million
© Elliptizitat
q Quartett
universelle Gaskonstante
Rs Retentionsfaktor
r ribo, Radius
r? Giitefaktor einer linearen Regression
RNA Ribonukleinsdure
RP Umkehrphase (engl.: Reversed Phase)
rpm Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
rRNA ribosomale Ribonukleinsdure
RT Raumtemperatur
S Singulett, Sekunde(n)
Sdp. Siedepunkt
Smp. Schmelzpunkt
sym. symmetrisch
T Thymidin, Temperatur, Twist
t Triplett
Wt Pseudo-Tripl ett
tac tert.-butyl phenoxyacetyl
TASF Tris-(dimethylamino)-schwefel-(trimethylsilyl)-difluorid
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBDMS tert- Butyldimethylsilyl
TCA Trichloressigsaure
TEA Triethylamin
techn. technisch
tert. tertidr
THF Tetrahydrofuran

Tm Schmel ztemperatur (engl. melting temperature)
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TOF Flugzeit (engl. time of flight)

TOM Triisopropylsiloxymethyl

tRNA transfer Ribonukleinsdure

U Uridin, Uracil

Ur 3’-0-(2-Cyanethoxydiisopropyl phosphin)-2°-fluor-5"-O-(4,4" -
dimethoxytri phenylmethyl)-2"-desoxyuridin

uv Ultraviolett

verd. verdunnt

vgl. vergleiche

VIS sichtbar (engl.: visible)

z Ladung

Z.B. zum Beispiel

uv Ultraviol ett
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