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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Therapeutische Oligonucleotide

Oligonucleotide bilden eine Klasse von Biomakromolekiilen, die ein grofes Potential fiir
Forschungen — vor allem hinsichtlich einer mdglichen therapeutischen Anwendung — besitzt.
Per Definition handelt es sich bei Oligonucleotiden um oligomere Einheiten aus etwa 10 bis
100 DNA oder RNA Monomeren.

Im menschlichen Korper findet die enzymatische Synthese von Desoxyribonucleinsduren
(DNA) und Ribonucleinsduren (RNA) im Zellinnern durch die DNA- bzw. RNA-Polymerase
statt. Durch die Entwicklung der Festphasensynthese in den 70er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts war ein einfacher synthetischer Zugang zu diesen Biomakromolekiilen erdffnet
worden. Dariiberhinaus ist es durch diese Entwicklung nun auch moéglich, modifizierte
Nucleosidbausteine in die wachsende Kette eines Oligonucleotids einzubauen und somit
modifizierte Oligomere darzustellen. Die chemische Synthese bzw. die Modifikation von
Oligonucleotiden eroffnete fortan ein neues Feld der Forschung — und damit auch neue
therapeutische Moglichkeiten.

In den letzten Jahren fokussierten sich sdmtliche, auf Oligonucleotide basierende Strategien
vorwiegend auf die Inhibierung der Genexpression. Hierbei ist die mRNA (messenger RNA)
das Target der Wahl, da sie in der Transkriptions-Translations-Kette von DNA zu Proteinen
eine Schliisselrolle einnimmt.

Derzeit existieren mehrere Strategien, bei denen unterschiedliche Klassen von Oligo-
nucleotiden genutzt werden. Diesen Konzepten gemeinsam ist, dass es sich hierbei nicht um
gentherapeutische Ansédtze handelt, da per Definitionem nicht in das Genom eingegriffen

wird. Besonders vielversprechend sind die im Folgenden genannten:

1.) Antisense-Oligonucleotide
2)) Ribozyme
3) kurze, interferierende RNAs (engl.: small interfering RNAs, siRNAs)

In Abbildung 1 findet sich eine schematische Darstellung dieser Methoden, auf die nun im

Einzelnen ausfiihrlicher eingegangen werden soll.
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Abbildung 1: Darstellung zu Eingriffsmoglichkeiten in die Genexpression auf mRNA-Ebene

(Quelle: J.Kurreck, ,,Antisense technologies“ Eur.J.Biochem. 2003, 270, 1628-1644)

1.1.1 Antisense Strategie

Antisense-Oligonucleotide sind einzelstrangige, kurzkettige Nucleinsduremolekiile mit einer
definierten Abfolge von Basen. Sie besitzen in der Regel eine Lénge von 15 bis 20
Nucleotiden und binden iiber komplementire Basenpaarung an die RNA eines Zielproteins.!"”
1 Aufgrund dieser sequenzspezifischen Watson-Crick Basenpaarung kommt es zu einer
gezielten Hemmung der Expression des Zielproteins. Dieses Prinzip wurde in den spiten 70er
Jahren des 20. Jahrhunderts durch Zamecnik und Stephenson entwickelt."

Fiir die Wirkungsweise des Konzepts der post-transkriptionalen Genausschaltung konnten
zwei wesentliche Mechanismen herausgestellt werden: So wird zum einen bei den meisten
antisense-Oligonucleotiden die Ribonuclease H (RNase H) aktiviert.”) Dieses Enzym ist in
der Zelle fiir den Abbau von RNA-Primern bei der DNA-Replikation bzw. fiir das Heraus-
schneiden von fehleingebauten RNA-Nucleotiden in die DNA verantwortlich. Zudem erkennt
die RNase H DNA-RNA Hybride und schneidet den RNA-Teil aus solchen Duplexen heraus.
Antisense-Oligonucleotide, die keine Aktivierung der RNase H induzieren, konnen die
Translation durch eine sterisch bedingte Blockierung des Ribosoms inhibieren. Dieser Ansatz

ist vor allem dann sehr effizient, wenn das antisense-Oligonucleotid entweder direkt das 5'-

Ende oder aber das AUG-Startcodon der Target-RNA adressiert und damit dessen Bindung an
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das Ribosom stort. Zusitzlich ist eine Inhibierung des SpleiBvorgangs durch antisense-
Oligonucleotide méoglich.

Fiir das Design von therapeutisch wirksamen antisense-Oligonucleotiden sind freilich neben
der exakten Kenntnis der Sequenz der adressierten RNA auch weitere wichtige
Anforderungen vonndten. So spielt z.B. eine ausreichende Stabilitit gegeniiber abbauenden
Enzyme eine sehr entscheidende Rolle. ,,Nackte* Oligonucleotide werden in vivo sehr schnell
durch Nucleasen angegriffen und abgebaut.”®! Aus diesem Grund ist eine chemische
Modifizierung von Oligonucleotiden notwendig, da hierdurch eine vielfach léngere
Halbwertszeit der Oligonucleotide im Serum erreicht werden kann."!

Eine der ersten und nach wie vor am hidufigsten eingesetzte Modifikationen, um
Oligonucleotide zu stabilisieren, ist die Einfiilhrung sog. Phosphorthioate.!'” Diese werden
daher zur ,ersten Generation von antisense-Oligonucleotiden gezéhlt. Bei den Phosphor-
thioaten ist ein nicht-verbriickendes Sauerstoffatom im Phosphatriickgrat des Oligonucleotids
durch ein Schwefelatom ersetzt (s. Abbildung 2). Phosphorthioat-DNAs besitzen eine
Halbwertszeit in menschlichem Serum von 9-10 Stunden gegeniiber etwa einer Stunde bei
unmodifizierten Oligodesoxynucleotiden.!'"! AuBerdem behindert diese Modifikation in
keinster Weise die Watson-Crick Basenpaarung und auch eine mogliche Aktivierung der
RNase H (s.0.) bleibt bestehen.!'?! Ein entscheidender Nachteil der Phosphorthioate ist jedoch
ihre hohe Bindungsaffinitidt zu Proteinen, was eine erhohte Zelltoxizitit zur Folge haben
kann.!!

Zur zweiten Generation der antisense-Oligonucleotide zdhlt man iiberwiegend Modifikationen
an der Zuckereinheit von RNA- bzw. DNA-Oligomeren."”! Hierbei kommen in erster Linie
Modifikationen an der 2’-O-Position der Ribose in RNA-Bausteinen in Frage. Auf diese wird
in Kap. 1.2.2 detaillierter eingegangen. Es sei noch erwiéhnt, dass mittlerweile auch antisense-
Oligonucleotide der dritten Generation existieren; hierbei handelt es sich um weitaus
exotischere Modifikationsmotive. Sogenannte ,,Locked Nucleic Acids“ (LNA), ,Peptide
nucleic Acids‘ (PNA) aber auch Morpholin-phosphoramidate oder Cyclohexen-Nucleinsduren

sind populdre Vertreter dieser Klasse. Aus nachfolgender Abbildung lassen sich die

Strukturen dieser Modifikationen entnehmen.
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Abbildung 2: In der antisense-Strategie verwendete Modifikationsmotive

Da die antisense-Strategie zur Herstellung therapeutischer Oligonucleotide der zurzeit
sicherlich besterforschte Ansatz auf diesem Gebiet darstellt, befinden sich derzeit bereits
einige antisense-Oligonucleotide in klinischen Testphasen. Vitravene” ist hierbei das erste —
auch in Deutschland — als Arzneistoff zugelassene antisense-Oligonucleotid.! Es wird zur
Behandlung von AIDS-Patienten mit Cytomegalie-Virus-Infektion (CMV-Retinitis)
eingesetzt und wurde 1998 von der Fa. ISIS auf den Markt gebracht. Bei diesem antisense-
Oligonucleotid handelt es sich um ein 21mer, das als vollmodifiziertes Phosphorthioat
vorliegt. Weitere aussichtsreiche antisense-Oligonucleotide, die sich derzeit in klinischen
Tests befinden, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt, wobei es sich bei dieser Auflistung nur um einen
kleinen Ausschnitt aus der aktuellen Studiensituation handelt. Es kann davon ausgegangen
werden, dass in den kommenden Jahren eine Fiille der derzeitig in klinischen Studien
befindlichen antisense-Oligonucleotide die Marktzulassung erhalten werden, wodurch weitere
medizinische Fortschritte in der Behandlung schwerer Krankheiten (u.a. Krebs) zu erwarten

sind.

"' Vitravene® ist in Deutschland unter dem Markennamen Formivirsen® erhéltlich.
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Tabelle 1: Auswahl an antisense-Oligonucleotiden in klinischen Studien; Quelle: J.Kurreck,
,» Therapeutic Oligonucleotides* 2008, RSC-Publishing.

Firma Produkt Indikation Modifikation Status
ISIS Vitravene CMV-Retinitis Phosphorthioat zugelassen

Methylgene MG98 Krebs Phosphorthioat Phase 11

EpiGenesis Epi-2010 Asthma Phosphorthioat Phase I1

ISIS Alicaforsen Morbus Crohn” Phosphorthioat Phase 11

ISIS ISIS 113715 Diabetes 2’-MOE Phase I1

ISIS ATL-1102 Psoriasis 2’-MOE Phase |

ISIS/Lilly Ly2181308 Krebs 2’-MOE Phase I
Santaris SPC2996 B-zellen LNA Phase I/II

Lymphom
AviBioPharma AVI4065 Hepatitis-C Virus PMO Phase I

* Alicaforsen wird nebenbei auch gegen die Colitis Ulcerosa klinisch getestet.

1.1.2 Ribozyme

Bei Ribozymen handelt es sich um katalytisch aktive, kurze RNA-Oligonucleotide mit einer
Linge von bis zu ca. 150 Basen. Ahnlich wie bei Proteinen wird bei Ribozymen durch
bestimmte Sequenzelemente eine Struktur stabilisiert, die ein aktives Zentrum schafft, in dem
die Phosphatesterhydrolyse katalysiert ablaufen kann.!'* '*! Fiir die Aufrechterhaltung dieser
katalytischen Wirkung ist die Gegenwart von Metallionen (Mg”", K*) notwendig.

Von besonderem therapeutischem Interesse sind das Hammerhead- sowie das Hairpin-

16, 17 18]

Ribozym.!"® " Hierbei richtet sich die Anwendung vorwiegend gegen Viruserkrankungen.!

Eine ausfiihrliche Beschreibung iiber den Einsatz von Ribozymen in der klinischen
Applikation und der Moglichkeit ihrer synthestischen Modifikation findet sich in den

Reviews von Schubert und Fedor.[%2%
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1.1.3 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein evolutionérer, hochkonservierter Mechanismus der post-
transkriptionalen Gen-Ausschaltung, der durch doppelstringige RNA-Molekiile ausgelost
wird.*"! Sie wurde 1998 als erstes in den Nematoden Caenorhabditis elegans von A. Fire und
C. Mello entdeckt.*” Fiir diese Entdeckung wurden beide Forscher im Jahre 2006 mit dem
Medizin-Nobelpreis ausgezeichnet. Allerdings wurde die niitzliche Bedeutung der RNA-
Interferenz erst im ganzen Ausmal} deutlich, als Tuschl et al. diesen Mechanismus auch in
Saugetierzellen nachweisen konnten.””! Demnach handelt es sich bei der RNAi um einen
zelluldren Verteidigungsmechanismus, der w.a. durch Virusinfektionen aktiviert wird.**
Dieser Mechanismus bewirkt die Erkennung und den Abbau von doppelstringigen
Replikations-Intermediaten, wie sie bei der Replikation viraler RNA entstehen und gewéhrt so

einen Schutz vor RNA-Viren. In Abbildung 3 ist der mechanistische Ablauf der RNA-

Interferenz schematisch dargestellt. Er soll im folgenden kurz erldutert werden.

synthetische siRHA

[a}

TITTTTRRITTITITT T |'_“l.”” I-Il TITTTITTEROTIT
Dicar deRMA triggar
g AMasza || ATP
ADP = Pi
SiRNAE AIE F 4
ADP = Pi RISC
selektive Genausschaltung % Arganaute RiNass Hka clasvags

(_\ RISC mRNA
/“/ 4, ‘geschnittene mRNA
RISC

Abbildung 3: Mechanismus der RNA-Interferenz. Quelle: M. Manoharan, “RNA interference and
chemically modified small interfering RNAs” Curr. Op. Chem. Biol. 2004, 8, 570-579.

Der Mechanismus der RNA-Interferenz wird durch das Auftreten kurzer, doppelstringiger
RNA-Molekiile (dsRNA) im Cytoplasma ausgeldst.””! Ein Enzym namens ,,Dicer* schneidet

aus diesen Doppelstringen Fragmente heraus, die etwa eine Linge von 21 Nucleotiden
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besitzen.”” Hierbei handelt es sich um sog. ,,small interfering RNAs“ — kurz siRNAs. Diese
kurzen Doppelstringe besitzen einen 5’-Phosphatrest sowie hiufig einen 3’-Uberhang
bestehend aus zwei Nucleotiden.””) Dieser siRNA-Duplex wird nun von einem (inaktiven)
Ribonucleoprotein-Komplex aufgenommen, worauthin eine ATP-abhingige Entwindung
beider Strange stattfindet. Wéhrend ein Einzelstrang (der sog. sense oder passenger-Strang)
aus dem Komplex heraustritt und sofort durch Nucleasen abgebaut wird, bleibt der
komplementdre Gegenstrang (antisense oder guide-Strang genannt) im Enzymkomplex
gebunden. Dieser ist fortan aktiv und wird als ,,RNA-Induced Silencing Complex* (RISC)
bezeichnet. RISC besitzt u.a. auch eine RNase-Aktivitit, die durch einen katalytischen
Protein-Kern aus der Familie der Argonaut-Proteine gebildet wird.”™® Es findet nun an einer
Bindungsstelle des RISC die Ankniipfung von mRNA statt, die an einer zur antisense-siRNA
komplementdren Sequenz mittels Watson-Crick Basenpaarung bindet. Diese Ziel-mRNA
wird nun durch die RNase des RISC in der Mitte zerschnitten und dadurch inaktiviert; die
mRNA-Fragmente werden sogleich durch weitere Endonucleasen abgebaut.””) Nach der
Dissoziation des Komplexes von der mRNA steht die siRNA fiir eine weitere Spaltung zur
Verfiigung. Damit verfiigt dieser Mechanismus insgesamt iiber einen katalytischen Charakter:
Es zeigte sich, dass bereits die Gabe von substochiometrischen Mengen an dsRNA den
Spiegel von homologer mRNA in Zellen innerhalb von zwei bis drei Stunden stark
erniedrigt.1*®!

Der Mechanismus der RNA-Interferenz muss allerdings nicht notwendigerweise durch
langere dsRNA eingeleitet werden; vielmehr zeigte sich, dass auch die Verabreichung von
(synthetischer) siRNA zur Aktivierung beitragen kann.*”) Dieser Befund hat zur Folge, dass
sich dieser hochst effektive Mechanismus zur posttranskriptionalen Gen-Ausschaltung auch
vergleichsweise leicht durch die Zugabe von synthetischer siRNA bei Kenntnis der exakten
Proteinzielsequenz aus der komplementiren mRNA aktivieren ldsst, wodurch ein sehr
wirksames Hilfsmittel zur Genabschaltung verfiigbar ist.”"*? Dadurch wurde auch schnell
deutlich, dass die RNA-Interferenz iiber ein grof3es therapeutisches Potential verfiigt, das sich
durch die Suche bzw. die Synthese geeigneter siRNA ausschopfen lisst.””!

In Anbetracht der Tatsache, dass die Entdeckung der RNA-Interferenz erst wenige Jahre
zuriickliegt (s.0.), ist es umso erstaunlicher, dass bereits heute einige therapeutische Préparate
auf siRNA-Basis in der klinischen Entwicklung sind.

So ist etwa ein siRNA-Therapeutikum als Wirkstoff gegen die altersbedingte Degeneration

der Macula, eine Augenerkrankung, von der Firma Quark-Biotech derzeit in klinischer



8 1. Einleitung

Entwicklung (Phase II-Studie). Pri-klinische Studien existieren zurzeit fiir auf RNAi-
basierende Therapien u.a. gegen Hepatitis B und C Viren (Nucleonics/Intradigm), Leberkrebs
(Calando) sowie fiir solide Tumoren (Intradigm).[3 4

Insgesamt kann man feststellen, dass im Vergleich zur antisense-Strategie oder zu Ribozymen
die RNA-Interferenz iiber ein weitaus héheres therapeutisches Potential verfiigt.!”>”) Dies hat
zur Folge, dass z.B. im Vergleich zu antisense-Oligonucleotiden eine deutlich geringere

Menge an siRNAs noétig ist, um eine gleichstarke Genausschaltung zu bewirken.

Wie allerdings schon fiir antisense-Oligonucleotide geschildert, miissen auch synthetische
siRNAs gewisse Anforderungen erfiillen, um als wirksame Initiatoren fiir die RNA-
Interferenz in Frage zu kommen. - % *% %]

Man kann dabei vier wichtige Anforderungsprofile fiir das Design von synthetischen siRNAs

unterscheiden:

1.) Steigerung der thermodynamischen Stabilitdt und Nucleasestabilitét
2) Verldangerung der Serumhalbwertszeit in vivo
3) Verbesserung der Bioverfiigbarkeit der pharmakokinetischen Eigenschaften

4.) Steigerung der target-Affinitit

Um diese Anforderungen erfiillen zu konnen, bedient man sich beim Design von
therapeutisch relevanten siRNAs ebenfalls chemischer Modifikationen. Welche hierbei im
Einzelnen derzeit préferiert werden, und welche grundlegenden Konzepte dabei verfolgt

werden, wird im nachfolgenden Kapitel diskutiert.

1.2 Chemische Modifizierung von Oligonucleotiden

1.2.1 Grunde fur chemische Modifikationen

Die sicherlich groffte Hiirde, die im Rahmen der therapeutischen Anwendung mit
Oligonucleotiden zu tiberwinden ist, ist das sog. ,Delivery*, also die gezielte Applikation der

Wirkstoffmolekiile in die Zielzelle. Bei allen hierfiir aufgebrachten Anstrengungen muss
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freilich stets die Aufrechterhaltung der -eigentlichen Aktivitit des Oligonucleotids
beriicksichtigt werden. In den weiteren Betrachtungen wird in erster Linie das Design von
siRNAs fiir den Einsatz in der RNA-Interferenz diskutiert, da es fir die thematische
Grundlage dieser Arbeit den hoheren Stellenwert besitzt. Prinzipiell lassen sich aber die hier
dargelegten Aspekte auch auf andere Oligonucleotid-Strategien libertragen.

siRNAs {iberwinden Zellmembranen — wie Oligonucleotide generell — nicht ohne Weiteres.
Dies begriindet sich vor allem in der negativen Ladung und der Grofle dieser Molekiile,
wodurch der Durchgang durch die hydrophobe Lipiddoppelschicht der Zellwand erheblich
gehindert wird.

Der derzeit wohl am hdufigsten genutzte Ansatz, diesen Schwierigkeiten des Transports von
siRNAs in die Zielzelle zu begegnen, ist die Verwendung von kationischen Lipiden als

[40- 411" Als populire Vertreter fiir die Herstellung solcher

Vektorsysteme fiir Oligonucleotide.
Lipid-Komplexe seien an dieser Stelle Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE) oder auch
Polyamidoamin (PAMAM) zur Herstellung von Dendrimer-Komplexen genannt.*?! Hierbei
werden die Nucleinsdurestrange entweder nicht-kovalent durch Liposomen umschlossen und
bilden dadurch ein lipophiles Gertist, das z.B. endocytotisch von den Zellen aufgenommen

31 oder aber es lassen sich lipophile Ankermolekiile, wie z.B. Cholesterol,

werden kann,[4
kovalent an die Oligonucleotide ankniipfen.**! Die Anbindung solcher Konjugate erfolgt in
der Regel am 5'-Ende eines siRNA-Stranges — und hierbei am Ende des sense-Stranges, da
mittlerweile bekannt ist, das eine 5'-Phosphorylierung des antisense-Stranges fiir dessen
Aktivitit unabdinglich ist.” ! Ein entscheidender Nachteil der nicht-kovalenten Methode ist
jedoch, dass in Tierversuchen mit Mausen eine unerwiinschte Induktion von Entzlindungs-
faktoren wie Cytokinen oder sogar die Aktivierung von Tumor-Nekrose Faktoren festgestellt
wurde, was eine Anwendung solcher Lipidkomplexe erheblich erschwert.[*) Zudem besteht
die Mdglichkeit, dass eine Freisetzung der siRNA aus den Liposomen innerhalb der Zellen —
und damit eine Aktivierung der RNA-Interferenz — gar nicht oder nur unzureichend
stattfindet, was zudem auch zu einer erhohten Zelltoxizitit fithren kann.9 Bei der kovalenten
Anbindung lipophiler Transportmolekiile wie Fettsduren oder Cholesterol wurde eine erhdhte
Aufnahme dieser Oligonucleotid-Komplexe in der Leber gefunden, was einerseits in den
meisten Fillen unerwiinscht ist und andererseits dort ebenfalls zelltoxische Folgen haben
kann."”!

Eine weitere Strategie des ,,Drug deliveries* verfolgt die Verwendung von sogenannten ,,Zell-

penetrierenden Peptiden® (engl.: cell-penetrating peptides, CPP).[*) Dabei handelt es sich um
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die kovalente Verkniipfung von siRNAs mit iiberwiegend kationischen Aminosdureketten von
einer Liange bis zu etwa 30 Aminosduren. Auch hier findet wie bereits erwihnt eine 5’'-
terminale Anbringung dieser Peptidkonjugate an ein siRNA-Oligomer statt. Die zelluldre
Aufnahme dieser Komplexe findet rezeptorunabhéngig statt — ob es sich aber tatséchlich auch
um einen nicht-endocytotischen Mechanismus handelt, ist bislang noch nicht geklirt. In
jedem Falle werden derzeit bei dem Einsatz von CPPs sehr vielversprechende Resultate
erzielt; so haben Muratovska und Eccles mit der Verwendung von CPPs einen eGFP-knock-
down von fast 80 % erzielt, was der Wirkung von in vitro - Versuchen standardméfig
eingesetzten Lipofectamins entspricht.!*"!

Bei allen an siRNA durchgefiihrten Modifizierungen muss jedoch beachtet werden, dass sich
diese Oligonucleotid-Duplexe sehr empfindlich gegeniiber der Position und der Beschaffen-
heit der Modifikation verhalten.

So héngt beispielsweise das Auftreten von so genannten ,,Off-target“-Effekten sehr stark von
der sequenzspezifischen Modifikation einer siRNA ab."*”! Bei diesem Phénomen sorgt eine
siRNA fiir den Abbau ,.falscher* mRNA bzw. ,.falscher mRNA-Sequenzen. Dadurch werden
letztlich unerwiinschte Proteine inhibiert, was wiederum weitreichende Konsequenzen fiir
einen Organismus zur Folge haben kann. Fiir die eigentlichen Ursachen dieses unerwiinschten
Nebeneffekts sind mehrere Moglichkeiten in Betracht zu ziehen. Zum einen konnen
Transfektionskomplexe Cytokin- oder Interferonantworten ausldsen (s.0.), zum anderen kann
auch der eigentlich in der RNA-Interferenz inaktive sense-Strang eine mRNA-Degradation
auslosen.”” Uberwiegend ist aber wohl die fehlende Komplementaritit zwischen einer
siRNA und der Ziel-mRNA hierfiir verantwortlich.”"! Dies kann entweder durch natiirlich
vorkommende (Punkt-)Mutationen in der mRNA oder durch sterische- bzw. positions-
ungiinstige Modifikationen in der siRNA verursacht werden.*”

Aus Abbildung 4 lisst sich entnehmen, an welchen Positionen einer siRNA Modifikationen

sinnvoll zu sein scheinen, bzw. welche Effekte sich hierdurch beobachten lassen.
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doppelter Uberhang
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steigert RNAIi-Effektivitat
Abbildung 4: Allgemeine Positionsabhéngigkeit von chem. Modifikationen in siRNAs.

Nach: D. Bumcrot et al. “RNAI therapeutics: a potential new class of pharmaceutical drugs”
Nature chem. Biol. 2006, 2, 711-719.

Besonderes Augenmerk sollte hierbei auf die sog. ,,seed region™ gelegt werden. Diese
beschreibt einen Abschnitt im antisense-Strang von Position 2 bis Position 8 gezidhlt vom 5'-
Ende, der eine entscheidene Rolle in der micro-RNA-Spezifitit besitzt.”* Demzufolge sollte
gerade in diesem Sequenzabschnitt eine hohe Komplementaritit zur Ziel-mRNA fiir eine
deutliche Unterdriickung von Off-target-Effekten sorgen. Daneben konnte bereits gezeigt
werden, dass chemische Modifikationen der Nucleotide innerhalb dieser ,,seed region® einen
signifikanten Verlust von Off-target-Effekten bewirken.!*”! Dariiberhinaus besitzt die Region
zwischen Position 10 bis 12 vom 5’-Ende des antisense-Stranges eine entscheidene Rolle in
der mRNA-Spaltung; hier findet wahrscheinlich die Bindung zur Ziel-mRNA im RISC und
deren Spaltung statt. Daher werden Modifikationen in diesem Bereich besonders schlecht
toleriert.

Eine fiir Modifikationen dagegen sehr interessante Position befindet sich direkt am 5°-Ende
des antisense-Stranges: Schwarz et al. stellten fest, dass fiir die gezielte Aufnahme eines
Stranges durch den Enzymkomplex RISC eine thermodynamische Asymmetrie beider Stringe
vonndten bzw. von Vorteil ist. So sucht sich der RISC gewissermallen das thermodynamisch
weniger stabile Ende eines siRNA-Duplexes aus und bindet selektiv an den an dieser Stelle
instabileren Strang."* Dieser Befund ist fiir chemisch modifizierte Nucleoside insofern von
besonderer Bedeutung, da man durch den gezielten Einbau eines verhéltnisméBig
destabilisierenden Nucleosids am 5’-Ende des gewiinschten antisense-Stranges eine
bevorzugte Aufnahme dieses Stranges durch den RISC erreichen konnte. Dadurch lie3e sich
eine hohere Spezifitit zur gewliinschten Ziel-mRNA — und unter Umstdnden auch eine
Steigerung der RNA-Interferenz-Aktivitit — erreichen. Dieses Konzept spielte auch bei den

im Rahmen dieser Arbeit hergestellten modifizierten Nucleosiden eine wichtige Rolle: Da die
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untersuchten universellen Nucleosidbausteine unabhidngig von der verwendeten 2'-O-
Modifikation eine thermodynamische Destabilisierung eines RNA-Duplexes verursachen
(vgl. Kap. 3.3.1), scheinen sie im Rahmen des Konzeptes der asymmetrischen Strangselektion
von Interesse zu sein. Fiir die biologischen Assays wurden daher diese Nucleosidbausteine am
5’-Ende des antisense-Strangs des verwendeten siRNA-Konstruktes eingebaut (s. Kap. 3.2
bzw. 3.4).

Insgesamt ldsst sich zusammenfassen, dass chemisch modifizierte Oligonucleotide auch
gerade im Hinblick auf die Technik der RNA-Interferenz von wichtiger Bedeutung fiir den
therapeutischen Einsatz sind.

Selbst wenn die Modifikationen zu einer Verringerung der in vitro Effektivitdt der RNA-
Interferenz fiihren, konnen sie doch die Effizienz in vivo z.T. erheblich steigern, da sie
beispielsweise flir eine ldngere Bioverfiigbarkeit, Serumstabilitdt und fiir eine verbesserte
Zellaufnahme der siRNAs sorgen.

Mogliche Angriffspunkte fiir Modifizierungen finden sich z.B. an der Nucleobase, am C2" der
Ribose oder am Phosphatriickgrat (s. Abbildung 5).

N B —«=——— Basenmodifikation
07 o

o) OH —-<——— 2’-O-Modifikation
b-G

0=P-0

|
~«—— Phosphatriickgratmodifikation

Abbildung 5: Maoglichkeiten zur Modifikation von Ribonucleotiden

Bereits in Kap. 1.1.1 fand eine sehr populdre Phosphatriickgratmodifikation Erwéhnung: Die
Phosphorthioate. Auch bei siRNAs wurde diese Mdglichkeit der chemischen Modifikation
angewendet und zeigte dort ebenfalls RNAi-Aktivitit bei hoher Nucleaseresistenz.*"!
Allerdings erscheint der antisense-Strang fiir diese Art von Modifikationen besonders
empfindlich zu sein — zudem wurden ebenfalls zelltoxische Folgen beobachtet. Als weitere,
bei siRNAs bereits getestete Riickgratmodifikation soll hier noch die Boranophosphat-
Modifikation genannt werden; die derart modifizierten siRNAs zeigten eine hohe Aktivitit
sowie Nucleaseresistenz bei deutlicher niedriger Zelltoxizitit."> Als allerdings wichtigster

56]

Angriffspunkt fiir chemische Modifikationen gilt die 2’-Position der Ribose.”® Im

nachfolgenden Kapitel soll hierauf detaillierter eingegangen werden.



1. Einleitung 13

1.2.2 Modifikationen an der 2" -Position

Aufgrund der Feststellung, dass die 2’-Hydroxyfunktion fiir die Erkennung einer siRNA
durch den RISC sowie fiir dessen Aktivitit keine Rolle spielt,"”) ist gerade die Modifizierung
dieser funktionellen Gruppe besonders bevorzugt und es finden sich zahlreiche
Modifikationsmotive an dieser Stelle.[**]

Da schon friih bekannt war, dass der vergleichsweise rasche Abbau von unmodifizierter RNA
in vivo durch Nucleasen iiberwiegend durch einen Angriff an der 2’-Position der Ribose
ausgeht, waren Modifikationen an dieser Stelle schon seit ldngerem von besonderer

Bedeutung.”® In Abbildung 6 sind die Strukturen einiger sehr gebriuchlicher C2'-
Modifikationen dargestellt.

o B o) B e} B
; ; ; -\f O~ ;o: ;O;
o O, o o o F 0 O~ O NH,
o= F:’ o~ "CHy P o:|;:>_o* Ozl':_of = OZF:’—O_
o, 0 o, 0, O,
1 2 3 4 5
Abbildung 6: Sehr hdufig eingesetzte 2’-Modifikationen in Oligonucleotiden; B = Nucleobase

Die 2'-O-Methyl-Modifikation 1 ist die sicherlich am haufigsten eingesetzte Modifizierung
dieser Art in siRNA-Assays."® **! Hiermit modifizierte Oligonucleotide zeigen z.T. eine
deutlich verldngerte Halbwertszeit im Serum, was durch eine erheblich gesteigerte
Nucleaseresistenz ~ begriindet  ist.””  Ausserdem  bilden 2'-O-Methy1-modiﬁzierte
Oligonucleotide stabilere Duplexe als vergleichbare, unmodifizierte Oligomere.”” Es ist
daher auch nicht verwunderlich, dass die 2’-O-Methyl-Modifikation auch als natiirlich
auftretende Modifizierung in tRNAs oder rRNAs gefunden wurde.”” Nucleoside, die eine
solche Modifikation besitzen, sind bereits seit geraumer Zeit kommerziell erhiltlich und
werden hdufig zur Synthese von Oligonucleotiden eingesetzt.

Recht dhnlich verhélt es sich mit der 2’-Fluor-Modifikation 3, oder der 2’-Amino-
Modifikation 5, die beide ebenfalls die Resistenz von Oligonucleotiden gegeniiber Nucleasen

[38]

erhohen. Allerdings sind beide Modifikationsmotive synthetisch weniger einfach
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zugénglich, besitzen einen negativen Einfluss auf die Pharmakokinetik und zeigen zudem
zelltoxische Eigenschaften.l>”

2’-O-(2-Methoxyethyl)-modifizierte Oligonucleotide 2 werden bereits seit einigen Jahren in
der antisense-Technologie eingesetzt. Diese Modifikation zeigt ebenfalls eine Erh6hung der
Nucleaseresistenz sowie eine thermodynamische Stabilisierung eines RNA-Duplexes.>® ¢!
Fiir samtliche 2’-O-Modifikationen gilt, dass sie die A-helicale-Struktur der RNA nicht
wesentlich storen diirfen um einen mdglichst positiven Effekt auf die RNA-Intereferenz-
Aktivitit ausiiben zu konnen.*® Zudem ist eine C3’-endo Konformation der Ribose im Zuge
der Aufnahme einer siRNA durch den RISC ebenfalls eine wichtige Voraussetzung fiir einen
Oligonucleotid-Duplex.

Diese Anforderungen werden auch durch andere, weniger gebrduchliche Modifikationsmotive
erfillt. So sind beispielsweise 2’-O-Aminoalkyl-Modifikationen ebenfalls im Fokus des
wissenschaftlichen Interesses.!*”’

2’-O-Aminoalkyl-Modifikationen ermoglichen einen teilweisen Ausgleich der negativen
Ladung eines RNA-Oligonucleotids. Durch den kationischen Charakter dieser Modifikation
kann ausserdem die Bindungsaffinitit bzw. die thermodynamische Stabilitit eines RNA-

RNA-Duplexes erhoht werden.!®!

(|) O\/\NH (I) O _~_NH;
0=p-0' 0=P-0
O O
6 7
Abbildung 7: Kationische Modifikationen: 2"-O-Aminoethyl 6 bzw. 2’-O-Aminopropyl 7

Hashimoto et al. konnten fiir eine Modifikation mit C5-(Aminohexyl)pyrimidinen zeigen,
dass die Geometrie von DNA-Duplexen hierdurch nicht gestort wird. Y Allerdings kann
bei solchartigen Basenmodifikationen, die in Richtung der groBen Furche eines Duplexes
zeigen, kein Gewinn der Duplexstabilitdt erzielt werden. Vielversprechender erscheinen
stattdessen Aminoalkylmodifizierungen in der kleinen Furche von Duplexen also am C2” der
Ribose.

Gerade fiir 2'-O-Aminopropyl-Modifizierte Ribonucleotide 7 konnten im Kontext von

antisense-Experimenten erhohte Nucleaseresistenz (bis zu 100facher Erhohung!) und eine
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%] Da die Aminopropylfunktion mit einem pKs-

Duplexstabilisierung beobachtet werden.
Wert von etwa 9 unter physiologischen Bedingungen protoniert vorliegt, sind positive
Auswirkungen einer solchen Modifikation auf die Hybridisierungseigenschaften auch sehr
naheliegend.’® Uber eine erhohte Bindungsaffinitit von 2’-O-Aminoethyl-modifizierten
DNA Duplexen wurde bereits vor mehr als 10 Jahren von Cuenoud et al. berichtet.*”

Der synthetische Zugang zu Aminoalkylmodifikationen erfolgt — d&hnlich wie zu anderen C2’-
Alkylethern (vgl. Abb. 6) —in der Regel durch eine nucleophile Substitution eines Alkylrestes
an der 2’-Hydroxyfunktion. Da die 2'-OH-Gruppe iiber die hochste Aciditit in einem
Nucleosid verfiigt (pKs ~ 12), ldsst sich diese vergleichsweise leicht deprotonieren.!®
Allerdings werden zu diesem Zweck nach wie vor recht harsche Bedingungen gewihlt: Neben
starken organischen Basen findet man in der Literatur liberwiegend den Einsatz von
Alkalimetallhydriden, wie zB. Natriumhydrid.®”) Weitere Details zu selektiven 2’-O-
Alkylierungen finden sich in Kap. 3.1.4.2. Griffey et al. wéhlten als Alkylierungsreagenz N-
(3-Brompropyl)phthalimid.[” Ein Vorteil dieser Syntheseroute liegt in der Verwendung des
Phthalimid-Restes, der gewissermallen als basenlabile Schutzgruppe fiir die y-Amino-
propylfunktion betrachtet werden kann. Allerdings wird schon hier berichtet, dass sich dieser
Phthalimidrest postsynthetisch nur schwer abspalten ldsst, weshalb man von den gingigen
Aufarbeitungsbedingungen nach erfolgter Oligonucleotidsynthese abweichen muss.[® Eine
selektive Maskierung der nucleophilen Aminofunktion ist jedoch unabdingbar, um in den
weiteren Syntheseschritten hin zum 3’-Phosphoramidit Nebenreaktionen zu unterdriicken. Als
sehr bewidhrte Aminoschutzgruppe hat sich daher auch die Trifluoracetylschutzgruppe heraus-
gestellt; sie wird unter milden Bedingungen mit Trifluoressigsdureanhydrid eingefiihrt und
kann nach erfolgter Oligonucleotidsynthese im Zuge der basischen Aufarbeitung simultan und
quantitativ entfernt werden.[ " Aufgrund der bereits erwdhnten harschen Bedingungen,
die zur Deprotonierung der 2'-OH-Funktion verwendet werden, ist nebenbei auch eine
durchdachte Schutzgruppenstrategie am restlichen Nucleosidgeriist vonndten. Insgesamt lésst
sich aber gerade dieser Syntheseschritt als ausbeutenlimitierend betrachten: Meistens lassen
sich 2’-Alkylreste nur in befriedigenden bis moderarten Ausbeuten (ca. 50 — 70 %) einfiihren.
Dies gilt insbesondere im Hinblick der weiteren Einfiihrung einer 2'-Aminoalkylfunktion — da
hierfiir wie bereits angedeutet weitere Schutzgruppen unerldsslich sind. In einer von Jin et al.

vorgestellten Synthese zur Einfithrung eines trifluoracetylgeschiitzen 2’-O-Aminoethylrests in

Uridin werden — ausgehend vom ungeschiitzen Uridin-Nucleosid 8 — 11 Synthesschritte
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vollzogen, um letztlich ein fiir die automatisierte Oligonucleotidsynthese nutzbares 2'-O-

Aminoethyl-modifiziertes Uridin-Phosphoramidit 9 zu erhalten.l’”

o
( B
N~ 0 N~ 0
HO o Gber 11 Stufen DMTFO o
4( O

OH OH o 0 N
SR
o)
JANESY
8 9
Abbildung 8: Synthese von 2'-O-Aminoethyluridin 9 mit Trifluoracetylschutzgruppe nach Jin et al.

Dies belegt, dass die Einfiihrung von 2’-O-Aminoalkylresten in Nucleosidbausteinen mit
hohem synthetischen Aufwand verbunden ist. Zumeist sind die Einfithrungbedingungen
harsch, die Aufreinigungsprozeduren komplex und die Ausbeuten bestenfalls moderat.

Saneyoshi et al. prisentieren 2005 einen synthetischen Zugang zur Einfiihrung einer 2’-O-
Cyanoethyl-Modifikation, die im Rahmen von Nuclease-Resistenz-Assays vielversprechende
Resultate lieferte.l’"! Das Besondere an der Darstellung dieser 2'-O-modifizierten Nucleosid-
bausteine liegt in den milden Bedingungen und den hohen erzielten Ausbeuten: Der Cyano-
ethylrest wird durch Additionsreaktion von Acrylnitril im Sinne einer Michael-Addition

eingefiihrt (s. Abb. 9).

BSG BSG
\g,o o ZCN \g,o o
T Cs,C0; T
Si-O  OH tert-Butanol Si-0 O\/\CN

Abbildung 9: Einfiihrung einer 2’-O-Cyanoethyl-Modifikation nach Saneyoshi et al.
B%Y = Schutzgruppenmaskierte Nucleobasen

Zwar handelt es sich bei dieser 2’-O-Modifikation um eine polarisierbare Nitrilfunktion; im
Rahmen der bereits diskutierten Strategie zur Einfilhrung von kationischen Modifikations-
motiven kann diese Funktionalitit aber keinen Beitrag leisten.

Aminoalkylmodifizierte Nucleosidbausteine besitzen neben den bereits diskutierten

Vorziigen einer Stabilisierung eines Oligonucleotidduplexes und der moglichen Verbesserung
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dessen zelluldrer Aufnahme bedingt durch den Ladungsausgleich zusédtzlich einen weiteren
synthetischen Vorteil: Eine eingefiihrte Aminofunktion ldsst sich unter geeigneten
Bedingungen weitergehend derivatisieren. Naheliegend ist vor diesem Kontext sicherlich die
mogliche Ausbildung einer Amidbindung durch Kupplung mit einem geeigneten
Carbonséurederivat. Ein solches Konzept zur weitreichenden Modifizierung der 2’-O-Position
von Nucleosidbausteinen findet sich in der Literatur nur kaum. Kazanova et al. stellen zwar
die mogliche Darstellung von 2’-O-Methylribonucleosiden, die einen a-Aminosédurerest in 2'-
Position enthalten, vor, ihre Syntheseroute geht allerdings ebenfalls von der bereits
erwihnten, umstindlichen Alkylierungsmethode am 2'-OH aus.’”? Ausserdem liuft diese
Route nicht iiber einen 2’-O-Aminoalkylrest, sondern vielmehr {iiber eine 2°-O-B-
Hydroxyethyl-Funktion 11, die mit N,N’-Disuccinimidylcarbonat in den Aktivester 12

umgewandelt wird, woran sich eine natiirliche a-Aminosdure basenkatalysiert kuppeln ldsst.

o)
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Abbildung 10: Kupplung von a-Aminoséuren an einen 2’-O-Alkyllinker nach Kazanova et al.

Allerdings konnte solch eine Modifizierungsmethode bislang nur fiir Uridin prisentiert
werden.

Von weiterem Interesse sind sicherlich solche Modifikationen, die sich postsynthetisch an ein
Oligonucleotid anbringen lassen. Auch in diesem Zusammenhang wéren 2’-O-Amino-
alkyllinker von praktischer Bedeutung: Eine solche Aminofunktion lieB sich gegebenenfalls

auch nach erfolgter Oligonucleotidsynthese unter  Peptidkupplungsbedingungen
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derivatisieren. Oligonucleotidkonjugate, die {liber ein solches Modifikationsmotiv verfiigen,
lassen sich jedoch iiberwiegend an den terminalen Enden von RNA bzw. DNA Oligomeren
finden; 2°-O-Verkniipfungen sind in diesem Zusammenhang noch unpopulir.”) Mehr
Einzelheiten hierzu finden sich in Kap. 3.1.5 des allgemeinen Teiles dieser Arbeit.

Zusammenfassend lédsst sich zur Darstellung 2'-O-modifizierter Nucleoside feststellen, dass
aufgrund der limitierenden Faktoren in der Synthese (mehrstufige Synthesen, dadurch
verminderte Ausbeuten) die Anzahl an erfolgsversprechenden Modfikationsmotiven
momentan recht iiberschaubar ist. Allerdings finden sich in der Literatur der letzten fiinf bis
zehn Jahre vermehrt neue Ansétze, 2’-O-modifizierte RNA-Nucleotide zugénglich zu
machen, die auch von medizinischem Interesse sein konnen. Es seien hierbei mit 2°-O-[2-
Amino)-2-oxoethyl]*,  27-O-[3-(N,N-Dimethylamino)propyl]'"!, 2’-O-{2-[N,N-(Dialkyl)-
aminooxyJethyl}'”” oder auch 2’-O-(Tetrazol-5-yl)ethyl’® nur einige genannt. Man erkennt
hinter diesen Modifikationsmotiven jeweils die Intention, eine protonierbare Funktionalitit
einzufiigen, um somit einen zusétzlichen Stabilitdtsgewinn des Oligomers bzw. verbesserte

Zellautnahme-Eigenschaften zu erlangen.

1.2.3 Universelle Nucleoside

Unter dem Konzept eines universellen Nucleosids versteht man die Verwendung eines
Nucleosid-Analogons, welches mit allen natiirlichen Nucleobasen eine etwa gleichstarke
Basenpaarung in einem Nucleinsiureduplex eingeht.””! Ein ideales universelles Nucleosid
sollte noch weiterhin gewissen chemischen sowie biologischen Anfoderungen gerecht

werden, diese wiren im Einzelnen:

e moglichst geringe Destabilisierung des gebildeten Duplexes
e sollen als Templat fiir die Polymerase dienen

e keine Inhibierung der Polymerase beim Einbau als Triphosphat

Bislang konnte noch kein universelles Nucleosid entwickelt werden, das alle diese

Anforderungen in befriedigendem Ausmal erfiillt. Allerdings existieren derzeit bereits einige
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vielversprechende Nucleosid-Analoga, die zumindest teilweise sehr gute Eigenschaften als
universelle Nucleoside zeigen.!™™

Bereits in den ersten Ansdtzen, artifizielle Nucleosidanaloga zu entwickeln, die von einer
universellen Natur sind, wurde versucht, das typische Wasserstoffbriickendonor- bzw.
Akzeptormuster in einem Nucleinséure-Duplex aufzubrechen.

Hierbei wurden Nucleosidanaloga entwickelt, welche die Struktur der natiirlichen Nucleoside
mit groBtmoglicher Ahnlichkeit nachbilden sollten, ohne aber in der Lage zu sein, polare
Wasserstoffbriickenbindungen zu bilden.”” Uberwiegend wurde sich in diesen Anldufen auf
DNA-Nucleoside mit erhohter Hydrophobizitét konzentriert — in erster Linie deshalb, da man
fiir universelle Nucleoside in DNA-Primern fiir die PCR und in der Sequenzierung grof3e

Anwendungsmdglichkeiten sah. In Abbildung 11 sind einige der ersten Kandidaten fiir

universelle DNA-Nucleosidanaloga dargestellt.
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Abbildung 11: Universelle DNA-Nucleosidanaloga
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3-Nitropyrrol 15 zeigte bereits eine sehr geringe Schwankungsbreite in den T.,-Werten
diverser DNA-Duplexe.™ ™ Dies konnte ebenso fiir das Nitroindolnucleosid 16 festgestellt
werden."™ Dass allerdings neben elektronischen Effekten auch sterische Faktoren eine
wichtige Rolle spielen, wurde bereits frith am Beispiel des 4-Nitrobenzimidazols 17 deutlich:
Die zu Adenin isostere Nucleobase bevorzugt bei der Duplexbildung Thymidin als Partner.!*"!
Auch das 3-Formylindolnucleosid 18 zeigt einige FEigenschaften eines universellen

5]

Nucleosids.® Zudem ldsst sich seine Aldehydfunktion postsynthetisch modifizieren,

wodurch sich eine breitere Anwendungsmoglichkeit dieses DNA-Nucleosidanalogons ergibt.
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Allen in Abb. 11 gezeigten Nucleosid-Analoga ist gemeinsam, dass sie kein klassisches
Wasserstoftbriickenbindungsmuster in DNA-Duplexen eingehen konnen. Stattdessen wurde
versucht, durch ein entspechendenes Substitutionsmuster die n- © - Wechselwirkungen zu
beeinflussen. Ein Phenylring alleine, wie in 1°,2"-Didesoxy-1"-phenyl-f-D-ribofuranose 19
kann aber offensichtlich keinen Beitrag zum n-Stacking leisten: Diese Modifikation bewirkt
eine ausgeprigte Destabilisierung eines Duplexes.™

Kool et al. berichten dagegen, dass 1°,2"-Didesoxy-1"-(2,4-difluortoluol-5-yl)-B-D-
ribofuranose 20 ein hervorragendes Mimetikum fiir natiirliches Thymidin darstellt.l””)
Demnach besitzt dieses Nucleosid-Analogon die praktisch identische Kristallstruktur wie
Thymidin. Ausserdem wird es als Ersatz fiir Thymidin sehr spezifisch in Templat-DNA-
Strangen eingebaut. Allerdings sind DNA-DNA-Duplexe, die 20 als universelles Nucleosid
beinhalten, deutlich weniger stabil als natiirliche Duplexe.

Durch das gestiegene Interesse an therapeutischen Oligonucleotiden (s. Kap. 1.1) sind in den
vergangenen Jahren auch die Untersuchungen von RNA-relevanten universellen Nucleosid-
analoga vorangetriecben worden. Im Arbeitskreis von Prof. Engels wurden in erster Linie
eingehende Untersuchungen mit fluorierten Nucleosidanaloga durchgefiihrt, wodurch sich
einige interessante Kandidaten von universellen Nucleosiden herauskristallisiert haben.

Die 1’-Desoxy-1'-(2,4-difluorphenyl)-B-D-ribofuranose 21 zeigt eine sehr geringe
Schwankung in den Tn-Werten eines RNA-Duplexes.*”) So liegt der Unterschied der
Schmelztemperaturen eines Duplexes aus 21 mit jeweils einem der vier natiirlichen
Nucleosiden innerhalb eines Bereiches von 0.5°C. Allerdings bewirkt dieses Nucleosid eine
signifikante Reduktion der themodynamischen Stabilitit eines Duplexes. Nichtdestotrotz
behdlt ein mit diesem Nucleosidanalogon mehrfach modifizierter siRNA-sense-Strang
Aktivitit in RNA-Interferenz-Tests bei.*® Dariiberhinaus kann er, wenn er an Position 7 im
sense-Strang inkorporiert wird, sogar eine Steigerung der RNAi-Aktivitit verursachen.*® In
thermodynamischen Stabilitétstest hat sich zudem das dreifach-fluorierte Pendant 22 als sehr
potentes Nucleosidanalogon herausgestellt.® Es bildet mit allen natiirlichen Nucleosiden
stabilere Duplexe als 21 — allerdings zeigt es eine groflere Schwankungsbreite der T,-Werte
und ist damit ,,weniger universell“. Im Gegensatz hierzu scheint das Nucleosid aus 4,6-
Difluorbenzimidazol 23 sehr gute Eigenschaften als universelles Nucleosid zu besitzen: Es
bildet vergleichsweise stabile Duplexe, eine geringe Schwankungsbreite der Tn,,-Werte und

konnte dariiberhinaus erfolgreich als Templat fiir die T7-RNA Polymerase getestet werden.””’
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In den jiingsten Untersuchungen wurden daher zu diesem Nucleosid 23 isostere
Nucleosidanaloga hergestellt und ebenfalls auf ihre thermodynamischen Eigenschaften hin
untersucht. Dabei haben sich vor allem das 4,6-Difluorindol-Nucleosid 24 sowie die 1'-
Desoxy-1~(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose 25 als mdgliche Alternativen zu 23 erwiesen.”"

Beide Nucleosidanaloga bilden stabilere Duplexe als das 4,6-Difluorbenzimidazolnucleosid
23.

OH OH OH OH OH OH
21 22 23
F
N
.o o
HO4 o HO4 o
OH OH OH OH
24 25

Abbildung 12: Universelle RNA-Nucleosidanaloga

An dieser Stelle sollte allerdings festgehalten werden, dass sédmtliche bislang hier
vorgestellten RNA-Nucleosid-Mimetika zu einer Destabilisierung eines RNA-Duplexes
fithren. Die hierbei ermittelten Schmelzpunkte liegen z.T. deutlich (ca. 10°C) unterhalb denen
natiirlicher Duplexen. Dennoch zeigen diese Nucelosidanaloga bereits vielversprechende
Eigenschaften als universelle Nucleoside und konnten — auch im Hinblick auf die bereits
vorgestellten Methoden einer weiteren Modifizierung an der 2’-Position — gewinnbringende
Kandidaten fiir den Einsatz in biologischen Assays bis hin zu medizinischen Untersuchungen
werden.

Da, wie bereits erwidhnt wurde, fluorierte Nucleosidanaloga wie z.B. das 2,4-Difluorphenyl
Nucleosid 21 in RNA-Interferenz Tests positive Resultate lieferten,®™ kann man davon
ausgehen, dass ein solches Modifikationsmotiv von den beteiligten Enzymen akzeptiert wird.
Zudem konnten diese Untersuchungen belegen, dass — zumindest an bestimmten Positionen

eines siRNA-Duplexes — ein signifikantes Wasserstoffbriickenmuster weit weniger notwendig
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ist, als bislang vermutet wurde. Vielmehr scheinen sterische Faktoren in der siRNA-
Erkennung ebenso wichtig zu sein. Insofern sind Nucleosidmimetika wie das 4,6-Difluor-
benzimidazol 23 oder auch das isostere 7N-Purin 25 potentiell sehr aussichtsreiche
Kandidaten als universelle Nucleoside.

Die Verwendung von universellen Nucleosidanaloga spielt gerade im Rahmen der RNA-
Interferenz eine grof3e Rolle: Diese Technik, die ein wertvolles Werkzeug gegen RNA-Viren
darstellt, lief sich auch fiir eine Bekdmpfung von HI-Viren einsetzen. Erste Ansitze fiir
derartige Strategien sind bereits in klinischer Untersuchung.”* Aufgrund der Tatsache, dass
das HI-Virus iiber eine besonders hohe Mutationsrate verfligt, ist eine erfolgsversprechende
Therapie auf siRNA-Basis sehr schwierig: Durch diese ,,Escape-Mutation* wird eine zunichst
geeignete siRNA schnell wirkungslos, da sich die entsprechende Ziel-mRNA durch Punkt-
mutationen einem Angriff entzichen kann.!”*°*

An dieser Stelle wire das Konzept der universellen Nucleosidanaloga von besonderem
Nutzen: Da bekannt ist, dass bestimmte Stellen einer viralen RNA besonders ausgepriagt zu
dieser ,,Escape-Mutation neigen, lieBen sich die universellen Nucleoside inbesondere an den
hierzu komplementdren Stellen einer erfolgsversprechenden siRNA einfiigen — wodurch auch
nach Mutation der mRNA noch eine RNAi-Aktivitit gewidhrleisten werden konnte.

Im Hinblick eines solchen Konzeptes zum therapeutischem Einsatz von universellen
Nucleosiden in der RNA-Interferenz wire freilich auch die weitreichende Modifizierung
solcher Nucleosidmimetika von grof8em Interesse: Aus synthetischer Sicht sind viele dieser
Nucleosidanaloga (vgl. Abb. 11 u. 12) fiir eine chemische Modifizierung — z.B. am C2'—
leichter zuginglich als die natiirlichen Vertreter. Dadurch wére neben der Ausnutzung des
universellen Charakters dieser Nucleoside auch eine Verbesserung z.B. der Zellaufnahme

oder eine Verldngerung der in vivo Serumhalbwertszeit moglich.
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2 Zielsetzung

RNA-Oligonucleotide stehen derzeit im Fokus medizinischer und pharmazeutischer
Forschungen. Mithilfe chemisch-synthetischer Modifizierungen erhofft man sich, die nach
wie vor bestehenden Hiirden bei der medizinischen Anwendung therapeutischer Oligo-
nucleotide iliberwinden zu konnen. In Anbetracht der Fiille an immer neuartigen
Modifikationsmotiven von synthetischen Oligonucleotiden zeigt sich, wie sehr die Suche
nach optimierten Oligonucleotiden im Hinblick ihrer mdglichen medizinischen Anwendung
von wissenschaftlichem Interesse ist.

Nachdem im Arbeitskreis von Prof. Engels bereits umfassend an fluorierten Nucleosiden

89: 93981 wodurch sich 1°-Desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-p-D-

geforscht wurde,!
ribofuranose 23 als potentieller Kandidat eines universellen Nucleosids fiir den Einsatz in
RNA-Oligonucleotiden herausgestellt hat,®” konnte zuletzt fiir das 2’-O-Aminoethyl-
modifizierte Derivat dieses Nucleosidbausteins 26 eine Steigerung in der Duplexstabilitdt von
RNA-Oligonucleotiden nachgewiesen werden.”” Diesen Befunden zugrundeliegend sollen
im Rahmen dieser Doktorarbeit neuartige 2’-O-Modifikationen am Beispiel des 4,6-
Difluorbenzimidazol-Nucleosidbausteins 23 entwickelt werden. Dabei soll die Entwicklung
neuer Methodiken zur Modifizierung an der 2’-O-Position generell ebenso im Mittelpunkt

stehen, wie die Darstellung ihrer Phosphoramidite als kupplungsfdhige Monomere fiir den

Einsatz in der RNA-Oligonucleotid-Festphasensynthese.

F F
N N-_-N N
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Abbildung 13: Bereits erprobte universelle Nucleosidanaloga

In erster Linie sind hierbei solche Modifikationsmuster von Interesse, die prinzipiell den

anionischen Charakter eines RNA-Oligomers herabsetzen und dadurch fiir eine bessere
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zelluldire Aufnahme Sorge tragen. Unter diesem Aspekt gilt es auch, lipophilen
Modifikationsmotiven, wie z.B. Fettsduren, Aufmerksamkeit zu schenken.

Ein weiterer Schwerpunkt liegt in der Synthese von modifizierten Oligonucleotiden, die
anhand bekannter und etablierter RNA-12mer Systeme unter Verwendung spektroskopischer
Methoden auf ihre thermodynamischen Eigenschaften hin untersucht werden konnen.
Dadurch lassen sich beispielsweise Riickschliisse auf den jeweiligen Einfluss der verwendeten
2’-O-Modifikation auf die Stabilisierung eines RNA-Duplexes ziehen. Schlieflich sollen nach
den o.g. Auswahlkriterien aussichtsreiche 2’-O-modifizierte universelle Nucleosidbausteine
in siRNA-Oligomere eingebaut werden. Diese sollen in biologischen Untersuchungen auf ihre
RNA-Interferenz-Aktivitdt hin untersucht werden — gleichzeitig soll eine mdgliche Steigerung
der Nucleaseresistenz sowie das Zellaufnahme-Vermdgen dieser modifizierten siRNAs
evaluiert werden.

AbschlieBend gilt es, die erzielten synthetischen Fortschritte auch an anderen universellen
Nucleosidanaloga zu erproben. Zu diesem Zweck wurde das dem 4,6-Difluorbenz-
imidazolnucleosid 23 isostere 7N-Purinnucleosid 25 herangezogen; dadurch soll die mogliche
Vielfalt der neuartigen 2’-Modifikationsmotiven sowie deren einfache Zuginglichkeit

aufgezeigt werden.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Chemische Synthesen

3.1.1 Synthese der Nucleosid-Bausteine

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollten — basierend auf vorangegangenen Arbeiten
im Arbeitskreis von Prof. Engels — bereits bekannte sog. universelle Nucleosid-Analoga
spezifisch an der 2'-O-Position der Ribose modifiziert werden.

Dabei standen vorwiegend solche Modifikationsmuster im Vordergrund, die moglicherweise
den anionischen Charakter eines RNA-Oligonucleotids herabsetzen, bzw. die Lipophilie
desselben erhohen und dadurch ein bessere zelluldre Aufnahme von Oligomeren, wie z.B.
siRNAs, ermoglichen konnten (vgl. Kap. 1.2).

Grundlage fiir die Auswahl der Nucleosid-Bausteine bildeten die Arbeiten von Parsch und
Klopffer, die sich mit der Selektion moglicher universeller Nucleobasen beschiftigten.® **)
Demnach zeigte vor allem die 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribo-
furanose 23, welche dem natiirlichen Nucleosid Guanosin 27 sterisch sehr dhnlich ist, eine

sehr gute Erfiillung des universellen Charakters.
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Abbildung 14: Natiirliches Guanosin 27, 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose
23, 1’-Desoxy-1'-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2 -(B-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 26

Dieser beruht iiberwiegend darauf, dass aufgrund der Substitution der Wasserstoft-
briickendonor- bzw. -akzeptorfunktionalititen durch Fluoratome keine klassischen Wasser-
stoffbriicken ausgebildet werden konnen. Wie Parsch und Engels zeigen konnten, fiihren
diese Fluorsubstituenten im aromatischen System der Nucleobase jedoch zu einer Erh6hung

99]

der Basenstapelungseigenschaften, des sog. n-Stackings.”” Ausserdem konnten durch
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Kristallstrukturanalysen Fluor-Wasserstoff-Wasserstoffbriicken nachgewiesen werden, die fiir

8] Aufgrund dieser thermodynamischen

eine zusitzliche Stabilitdt in RNA-Duplexen sorgen.
Untersuchungen des 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosids entwickelten Klopffer und Engels
modifizierte Hammerhead-Ribozyme, die aufgrund des FEinbaus ebenjenes universellen

[100) Bereits in

Nucleosids in der Lage sind, hdufig auftretende Punktmutationen zu tolerieren.
diesen Arbeiten wurde zuséitzlich ein 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosidbaustein verwendet,
der an der 2’-O-Position durch eine Aminoethyl-Gruppe modifiziert war (s. Abb. 14, 26).
Durch diese zusitzliche 2’-O-Aminoethyl-Modifikation lief§ sich ein zusétzlicher Gewinn in
der Duplexstabilitdt im Vergleich zum unmodifizierten 4,6-Difluorbenzimidazolnucleosid 23

erzielen (s. Kap. 3.3).

Darstellung von 4,6-Difluorbenzimidazol 32

Zur Darstellung von 4,6-Difluorbenzimidazol startet man ausgehend vom kéuflichen 2,4-
Difluoracetanilid 28 mit einer Nitrierungsreaktion. Hierbei erfolgt die Einfithrung der
Nitrogruppe in ortho-Position zur Acetyl-geschiitzten Aminofunktion unter Standard-
bedingungen mit Nitriersiure aus 65 %iger HNO; und konz. Schwefelsiure in Eisessig.'""
Durch die induktiven und mesomeren Effekte der bereits vorhandenen Substituenten wird
ausschlieflich das einfach nitrierte Produkt 29 in sehr guten Ausbeuten von iiber 85 %
erhalten. Anschlieend entfernt man unter sauren Bedingungen die Acetylschutzgruppe. Im
ndchsten Schritt erfolgt die Reduktion der Nitrogruppe zum Amin unter heterogener
Metallkatalyse bei Atmospédhrendruck. Hierfiir wird Platin(IV)oxid als Katalysator eingesetzt;
die Reduktion erfolgt unter Wasserstoffatmosphédre in absolutem Ethanol als protisches
Losungsmittel. Das auf diese Weise erhaltene 3,5-Difluor-2-aminoanilin 31 ist recht
luftempflindlich und wird daher nicht weiter aufgereinigt. Aufgrund seiner Reaktivitét setzt
man es direkt mit Ameisensdure zum gewiinschten 4,6-Difluorbenzimidazol 32 um. Diese
Ringschlussreaktion, der eine B-Eliminierung folgt, die schlieBlich zum gewiinschten Produkt
fiihrt, erfolgt unter Riickflusskochen und liefert das 4,6-Difluorbenzimidazol 32 in nahezu

quantitativer Ausbeute.!'!
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F F F
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31 32
Schema 1: Synthese von 4,6-Difluorbenzimidazol 32 ausgehend von 2,4-Difluoracetanilid 28

Die hohe Reinheit des Rohproduktes von 32, sowie dessen schlechte Loslichkeit im
Elutionsmittel, erlaubten es, das 4,6-Difluorbenzimidazol ohne weitere Aufreinigung direkt

einer Glycosilierungsreaktion zu unterwerfen.

7H-Purin als Nucleobase

Das Puringeriist findet sich in der Natur in vielen Verbindungen wieder; so bildet es z.B.
neben dem Pyrimidin das Grundgertist fiir die Bausteine der Nucleinséduren. Aulerdem leiten

sich wichtige Alkaloide vom Purin ab.l'”

Chemisch gesehen kann das Purin als
kondensiertes Ringsystem betrachtet werden, das sich aus dem Sechsring Pyrimidin und dem
Fiinfring Imidazol zusammensetzt. Unsubstituiertes Purin liegt in einem tautomeren

Gleichgewicht zwischen dem 7H-Purin 33b und dem 9H-Purin 33a vor (s. Abb. 2).

T —T
<ijN/) <HL” X F

33a 33b 32

Abbildung 15: Tautomeres Gleichgewicht zwischen 9H-Purin 33a und 7H-Purin 33b;
4,6-Difluorbenzimidazol 32, welches isoster zu 7H-Purin 33b ist.

Wie aus Abbildung 15 ebenfalls hervorgeht, ist das 7H-Purin 33b sterisch dem 4,6-
Difluorbenzimidazol 32 sehr dhnlich; so befinden sich beim 7H-Purin im Sechsring anstelle

der Fluorsubstituenten Stickstoffatome. J. Bozilovic hat in threr Arbeit mit Purinnucleosiden
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feststellen konnen, dass 7N-Purinnucleoside die Duplexstabilitit im Vergleich zum 4,6-
Difluorbenzimidazol-nucleosid um drei bis fiinf Grad Celsius erhéhen.”" Aufgrund dieser
empirisch gefundenen Resultate wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit der synthetische Teil

auch auf 7N-Purinribonucleoside ausgeweitet.

312  Glycosilierungsreaktion nach Vorbriiggen™** *

Zur Verkniipfung der Nucleobasen mit dem Zucker Ribose, der Glycosilierungsreaktion,
wurde nach den Vorgaben der Silyl-Hilbert-Johnson-Reaktion verfahren. Diese ist fiir Purine
und Benzimidazole die Synthesevorschrift der Wahl, und liefert B-N1-verkniipfte Nucleoside
in hohen Ausbeuten.

Der Mechanismus dieser C-N - Bindungskniipfungsreaktion soll im Folgenden am Beispiel
der Glycosilierung von 4,6-Difluorbenzimidazol 32 mit 1,2,3,5-Tetra-O-acetyl-p-D-
ribofuranose 35 erldutert werden. Im Falle der Darstellung des 1’-Desoxy-1"-(7-N-purin)-3-D-
ribofuranose-Bausteines 39 lassen sich die mechanistischem Betrachtungen iibertragen.

Wie aus Schema 2 ersichtlich ist, liegt das 4,6-Difluorbenzimidazol 32 in zwei tautomeren
Formen vor. So kann das N1-Proton zum N3-Stickstoff wandern, wodurch Verbindung 32b
entsteht. Das Gleichgewicht dieser Isomerisierung liegt allerdings weit auf der Seite des N1-
Isomers 32a, was sich vorwiegend durch das Fluorsubstitutionsmuster am aromatischen
Sechsring erkldren ldsst. Da im ersten Reaktionsschrift der Silyl-Hilbert-Johnson-Reaktion
eine Silylierung der Fiinfring-Stickstoffatome mit N,O-Bis(trimethylsilyl)-acetamid erfolgt,
werden aufgrund des beschriebenen tautomeren Gleichgewichts beide Isomere 34a und 34b

silyliert (s. Schema 2).
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Schema 2: Silylierung von 4,6-Difluorbenzimidazol 32 mit N,O-Bis(trimethylsilyl)-acetamid

Gleichzeitig setzt man 1,2,3,5-Tetra-O-acetyl-B-D-ribofuranose 35 mit der Lewissdure
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) um. Hierbei bildet sich das Kation 36 durch
einen intramolekularen Angriff der C2’-Acetylgruppe auf die C1-Position unter gleichzeitiger
Abspaltung der Cl-Acetylgruppe (s. Schema 3). Die Cl-Acetylgruppe wird dabei als
Trimethylsilylacetat abgefangen. Bedingt durch diesen Nachbargruppeneffekt steht der durch
den intramolekularen Angriff der C2-Acetylgruppe resultierende Fiinfring in o-Stellung am
Ribosering. Dadurch kann dieser nach Zugabe der silylierten Nucleobase 34a bzw. 34b das

stabilisierte Kation 36 nur von der B-Seite des Riboseringes nucleophil angreifen.
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Schema 3: Mechanistischer Ablauf der Glykosilierungsreaktion

Durch den nucleophilen Angriff wird das kationische Fiinfringsystem an der Ribose wieder

geoffnet und die Nucleobase wird kovalent tiber eine C-N-Bindung an die Ribose gebunden.



30 3. Allgemeiner Teil

Die Reaktion verlduft thermodynamisch kontrolliert und liefert reine B-Nucleoside. Das
Verhiltnis zwischen IN-Nucleosid 37a und 3N-Nucleosid 37b liegt im Falle des 4,6-
Difluorbenzimidazols bei etwa 16:1. So konnte auf die hier dargestellte Weise die gewiinschte
27,37,5"-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluorbenzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 37 in guten
Ausbeuten von ca. 80 % isoliert werden.

Eine Unterscheidung der beiden Regioisomeren gelingt mittels 2D-NMR-Spektroskopie. So
lassen sich im ROESY-Spektrum des gewiinschten N1-Isomers intensive Kreuzpeaks
zwischen H1" des Zuckers und dem H7 der Nucleobase detektieren. Weitere Details zur
Charakterisierung der beiden Regioisomeren sind ausfiihrlich in der Arbeit von Parsch
aufgefiihrt.*’]

Wihrend zur Synthese des 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosids 37 ausschlieBlich nach der
klassischen Literaturvorschrift von Vorbriiggen verfahren wurde, wurde flir die Synthese des
entsprechenden 7N-Purin-Nucleosids ein Syntheseprotokoll herangezogen, das eine mikro-
wellenunterstiitzte Glycosilierungsreaktion vorsah.!'%! Im Vergleich zur konventionellen,
thermischen Methode, bietet die mikrowellenunterstiitzte Vorbriiggen-Glycosilierung vor
allem in der Reaktionszeit Vorteile: Wihrend unter klassischen Bedingungen erst nach ca. 3
Stunden keine weitere Umsetzung mehr mittels Diinnschichtchromatographie beobachtet

werden kann, ist beim Einsatz der Mikrowelle bereits nach ca. 100 Minuten die Reaktion

weitestgehend beendet.
NN NN
% 3 y 3
38a <NLN <NLN
I.
et /Sll\ AcO o 39a
c o )
orf AcO  OAc
AcO HO@(O
N
N
4
36 <
~dio N N)
Si AcO o
NP 39b
38b LN
N Z AcO OAc
Schema 4: Entstehung der beiden regioisomeren Purin-Nucleoside 39a bzw. 39b.

Hinsichtlich Ausbeuten bzw. der Regioselektivititen lassen sich allerdings zwischen beiden
Methoden keine nennenswerten Unterschiede ausmachen: Die Produktverteilung dieser

Reaktion liegt sehr zu Ungunsten des gewiinschten 7N-Nucleosids weshalb liberwiegend (ca.
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70 %) 2°,3",5"-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(9-N-purin)-f-D-ribofuranose 39b als Nebenprodukt
entsteht. Diese Tatsache, sowie die durch die Ausmalle der Bestrahlungskammer limitierte
AnsatzgroBe fithrten dazu, dass die Glycosilierung mit kduflichem Purin mehrfach durch-
gefiihrt werden musste.

Wie schon bei der Synthese des 4,6-Difluorbenzimidazolnucleosids 37 erwihnt, lassen sich
auch beim Purin-Nucleosid 39 die beiden entstehenden Isomere durch zweidimensionale

NMR-Spektroskopie unterscheiden (s. oben).

3121 Deacetylierung

Die Deacetylierung der beiden Nucleosid-Bausteine 2°,3",5-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(7-N-
purinyl)-B-D-ribofuranose 39a bzw. 2°,3°,5'-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluorbenz-
imidazolyl)-B-D-ribofuranose 37a erfolgte nach Standardvorschrift durch Zugabe
katalytischer Mengen von Natriummethanolat in absolutem Methanol.'""! Bereits nach
wenigen Minuten sind die Acetylschutzgruppen quantitativ abgespalten und das 2°,3",5'-

ungeschiitzte Nucleosid 40 bzw. 41 ist fiir weitere Umsetzungen zugénglich.
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Schema 5: Deacetylierung des 4,6-Difluorbenzimidazol 37a bzw. 7N-Purin Nucleosids 39a
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3.1.3 Synthese des 2" -unmodifizierten Nucleosidbausteins 46

Um die in spdteren Kapiteln erwdhnten 2’-O-modifizierten Nucleosid-Bausteine auf den
Einfluss der 2'-Modifikation hin untersuchen zu koénnen, wurde auch das 3’-Phosphoramidit
des 2’-unmodifizierte 4,6-Difluorbenzimidazolbausteins, welches sich fir den Einbau in
RNA-Oligonucleotiden eignet, synthetisiert. Dadurch war es moglich, den jeweiligen Einfluss
der 2’-Modifikation z.B. auf thermodynamische aber auch strukturelle Eigenschaften hin mit
dem unmodifizierten Baustein direkt zu vergleichen. Beim 7N-Purin-Analogon wurde aus
Zeitgriinden aber vorwiegend aufgrund der geringen Menge an ungeschiitztem Nucleosid 39a
(vgl. 3.1.1) auf diese Syntheseroute verzichtet. Stattdessen wurden die analytisch erzielten
Resultate mit den Daten verglichen, die von J. Bozilovic im Rahmen ihrer Doktorarbeit erzielt

wurden.

3131 Orthogonale Blockierung der 2°- bzw. 5"-OH - Funktion

Um einen Nucleosidbaustein herzustellen, der sich fiir den Einsatz in der automatisierten
Oligonucleotidsynthese eignet, ist die orthogonale Blockierung der 2’- bzw. 5’-Hydroxy-
funktion der Ribose vonnéten. Da im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit auf die

klassische Phosphoramidit-Methode!'**' "]

zuriickgegriffen wurde, wurde die 5’-Hydroxy-
funktion mit einer sdurelabilen Schutzgruppe, die im Laufe der Oligonucleotidsynthese mit
Trichloressigsdure (TCA) abgespalten wird, selektiv blockiert. Als Standardschutzgruppe fiir
diesen Zweck hat sich die 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylgruppe (DMTT) etabliert.!!'* 1) Sie
bietet den Vorteil, dass das im Laufe der Oligonucleotidsynthese abgespaltene DMTr-Kation
im sichtbaren Bereich von 498 nm absorbiert, was sich zur spektroskopischen Bestimmung
der Kupplungsaubeute nach jeder DMTr-Abspaltung nutzen lisst (vgl. Kap. 3.2.1).['¢]

Die Einfihrung der DMTr-Schutzgruppe gelingt durch 4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl-
chlorid in 1.3 dquivalentem Uberschuss in Pyridin als Losungsmittel. Triethylamin wird als
Hilfsbase zugesetzt; das Pyridin sorgt zudem dafiir, dass das wéihrend der Reaktion
entstechende HCI als Pyridiniumchlorid abgefangen wird, wodurch sich eine mogliche

Rickreaktion unterdriicken lésst.
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Schema 6: 5’-Dimethoxytritylierung von 1°-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-p-D-ribo-
furanose 40.

Die hohe Selektivitdt der Dimethoxytriphenylmethy-Schutzgruppe zur 5’-OH- Funktion der
Ribose lésst sich durch die erhohte Reaktivitit des primidren Alkohols im Vergleich zu den
sekunddren Alkoholen am 2’- bzw. 3 -Kohlenstoffatom erkldren. In der Regel lassen sich bei
dieser Reaktion Ausbeuten von 70 — 85 % erzielen, wobei zu erwihnen ist, dass eine
Nebenreaktion, wie etwa eine 3’-Dimethoxytritylierung, nicht beobachtet wurde.

Zur Maskierung der 2’-Hydroxyfunktion wurde auf die in der Nucleosidchemie bewihrte tert-
Butyldimethylsilyl Schutzgruppe (TBDMS) zuriickgegriffen.['!” '1®]

Die 2'-O-TBDMS - Blockierung erfolgte mittels Zugabe von tert-Butyldimethylchlorsilan
(1 M in THF) in einer Mischung aus absolutem Pyridin und absolutem THF (1:1) bei
Raumtemperatur. Um die Ausbeute an erwiinschtem 2’-Produkt zu erhohen, wurde der

Reaktionsmischung Silbernitrat zugesetzt.!'"”!

F F
! .ol !
¢ ¢ 4
N F N F N F
DMTrO 0 TBDMSCI, AgNO; DMTrO o . DMTrO 0
Pyridin/THF
e
\

HO OH HO O

42 43a 43b

Schema 7: Einfiihrung der TBDMS-Schutzgruppe

Bei dieser Reaktion entsteht immer ein Gemisch aus beiden Regioisomeren, 2'-O-TBDMS-
43a und 3'-O-TBDMS-Nucleosid 43b (s. Schema 7). Aufgrund der Migrationsstendenz der
TBDMS-Gruppe in Richtung 3’-OH-Funktion,!"** '*!! verliuft die Blockierungsreaktion eher
zu Gunsten des unerwiinschten 3’-O-silylierten Produkts 43b. Letztlich miissen beide

isomeren Produkte durch préparative HPLC aufgetrennt werden; eine eindeutige
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Unterscheidung ist dann mit Hilfe '"H-'"H-COSY-NMR Spektroskopie méoglich. Auf diese
Weise konnten 41 % des gewiinschten 2°-O-TBDMS-geschiitzten Nucleosids 43a isoliert

werden.

3.1.3.2 Phosphitylierung

Zur Synthese von kupplungsfahigen Nucleosid-Bausteinen fiir die Oligonucleotidsynthese
bedarf es reaktiver Phosphitylierungsreagenzien, die in einer selektiven Substitutionsreaktion
mit der 3’-Hydroxyfunktion der Ribose zum Phosphoramidit reagieren. Die im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Reagienzen zur Darstellung der jeweiligen Phosphoramidite sind in

Abbildung 16 dargestellt.

Y\'\( PONGZN Y\Nf O~
Cl \(Nj/

44 45

Abbildung 16: Verwendete Phosphitylierer; 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44,
2-Cyanoethyl-N,N,N’,N’-tetraisopropylphosphoramidit 45

In der Regel wurde auf das 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 zuriickgegriffen.
Im Vergleich zum 2-Cyanoethyl-N,N,N",N’-tetraisopropylphosphoramidit 45 ist es um einiges
reaktiver, da das Chloratom im Gegensatz zum Diisopropylamin als bessere Abgangsgruppe
fungiert."'? Fiir eine Phosphoramiditsynthese mit 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphor-
amidit 44 wurde das 2’-,5"-blockierte Nucleosid 43 in absolutem Acetonitril geldst und mit
sym-Collidin sowie N-Methylimidazol als Aktivator versetzt. Nach Abkiihlung der Losung
auf 0°C wurde langsam der Phosphitylierer hinzugesetzt; mittels DC-Kontrolle lief3 sich der
Verlauf der Phosphitylierungsreaktion gut verfolgen. Nachdem das Edukt abreagiert war,
wurde kurz auf Raumtemperatur erwérmt und schlieBlich die Reaktion durch Zugabe weniger
Milliliter 0.01 M Zitronensdure-Lsg. gequencht. Dieser Schritt — wie auch das weitere
Extrahieren mit 0.01 M Zitronensdure-Lsg. — diente der Protonierung des Collidins, welches

sich auf diese Weise mit der wiéssrigen Phase vom Produkt abtrennen lief.!'*
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Schema 8: Synthese des Phosphoramidits 46 mit 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44

Es sei an dieser Stelle schon erwéhnt, dass sich die Synthese des 7N-Purin-Amidits 110
schwieriger gestaltete; so wurde bei der Amiditsynthese von 110 nach Standardprotokoll
iiberwiegend das hydrolysierte H-Phosphonat erhalten, welches sich nicht mehr zum Einsatz
fiir die automatisierte Oligonucleotidsynthese unter Standardbedingungen eignet. Weitere
Details sind in Kap. 3.1.5 beschrieben.

2-Cyanoethyl-N,N,N",N’-tetraisopropylphosphoramidit 45 wurde lediglich zur Synthese des
2’-O-modifizierten Bausteins 102 eingesetzt (s. 3.1.4.6). Wie schon erwéhnt, ist dieses
Reagenz weniger reaktiv, woraus eine ldngere Reaktionsdauer resultiert. Gleichzeitig ist diese
Synthese allerdings weitaus weniger empfindlich gegeniiber hydrolytischer H-Phosphonat-
bildung. Zudem kann auf sym-Collidin als Hilfsbase verzichtet werden, wodurch sich eine

[123] wie

leichtere Aufreinigung des Amidits ergibt. Allerdings zeigen sowohl Literaturangaben
auch Erfahrungswerte im Umgang mit diesem Phosphitylierer, dass hierbei z.T. deutlich
geringere Ausbeuten an Phosphoramiditen trotz ldngerer Reaktionszeit erzielt werden,
weshalb {iberwiegend o.g. Reagenz 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 zum
FEinsatz kam. In Schema 9 ist exemplarisch eine Phosphitylierung mit 2-Cyanoethyl-

N,N,N",N’-tetraisopropylphosphoramidit 45 dargestellt.
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Schema 9: Synthese des  Phosphoramidits 102 mit 2-Cyanoethyl,N,N,N",N’-tetraisopropyl-

phosphoramidit 45

Bei sédmtlichen Phosphitylierungsreaktionen entstehen die entsprechenden Phosphoramidite
als Diastereomerenpaar. Die Diastereomeren unterscheiden sich nur leicht in ihrer chemischen
Verschiebung im *'P-NMR und lassen sich durch einfache chromatographische Methoden
nicht trennen. Da jedoch beide Isomere in der Oligonucleotid-Festphasensynthese eingesetzt
werden konnen — letztlich geht die stereochemische Information am Phosphoratom durch die
Oxidation zum Phosphat verloren (vgl. Kap. 3.2) — konnte auf eine aufwéndige Isolierung der
Diasteromeren verzichtet werden.

Die bei Phosphitylierungen entstehenden unerwiinschten Hydrolyseprodukte, die sog. H-
Phosphonate, lassen sich im *'P-NMR aufgrund ihres im Vergleich zum Phosphoramidit
hochfeldigeren Shifts (6 = ca. 15 — 5 ppm) einfach erkennen. Meistens konnte die Entstehung
dieser flir die Phosphoramidit-Kupplungschemie am Synthesizer —unbrauchbaren
Nebenprodukte der Phosphitylierungsreaktion durch schnelle Reaktionsfithrung sowie durch

strikten Ausschluss von Wasser wihrend der Reaktion gut unterdriickt werden.

OR' ® R’ OR! OR!
T L=
R20” “N(RY), H(R %o HN(R3)2 R20” “OH R20” SO

47 48

H

Schema 10: Mechanistische Entstehung eines H-Phosphonats 48 aus Hydrolyse eines Phosphoramidits 47



3. Allgemeiner Teil 37

3.14 Einfihrung von 2"-O-Modifikationen an Nucleosidbausteinen

Zur gezielten Modifizierung der 2’-Position der Ribose in Nucleosiden ist es notwendig,
zuvor die 3’- bzw. 5'-OH Funktion zu blockieren, um unerwiinschte Nebenreaktion zu
verhindern.

Samtliche, im Folgenden dieser Arbeit diskutierten 2’-O-Modifikationen basieren auf der
simultanen Blockierung der 3°-,5"-OH Funktion mit der 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-

1241 Diese bietet die gleichzeitige Einfiihrung einer

diyl (TiPDS) Schutzgruppenstrategie.
Silyl-Schutzgruppe (sog. Markiewicz-Schutzgruppe) fiir die 3’- bzw. 5'-Hydroxyfunktion der

Ribose.

3.14.1 Synthese und Einfiihrung der Markiewicz-Schutzgruppe!**”

Zur Einfilhrung der Markiewicz-Schutzgruppe bedient man sich des 1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxandichlorids 53, welches synthetisch gut zugédnglich ist. Ausgehend von
Isopropylbromid 49 und Magnesium wird das Grignardreagenz 50 hergestellt, das mit
Trichlorsilan umgesetzt wird. AnschlieBende Hydrolyse liefert das Diisopropylsilanol 51,
welches schlieBlich unter Erwdrmen zum Dimeren Disiloxan 52 kondensiert. Im letzten
Schritt erfolgt die Chlorierung des 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxans 52 mit einer Chlorgas-
gesittigten Tetrachlorkohlenstofflosung. Insgesamt konnte nach fraktionierter Destillation im
Olpumpenvakuum das gewiinschte 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 53 in 89 %iger

Ausbeute, bezogen auf das Disiloxan 52, synthetisiert werden.

Et,0 HsiCl he
Y eomg ——— Y >~Si—OH
Br A 45 min MgBr W
4h, 10% HCI

49 50 51

Y Y

51 Mo°I5|eb >/§i\01§i\{ Cl, / CCly }S.i‘o/s.i
100°C, 2 h b ¢ ac

52 75% 53 89%

Schema 11: Synthese von 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 53

Die simultane Blockierung der 3’-, 5'-OH-Funktion der Nucleosidbausteine 40 bzw. 41 mit

der Markiewicz-Schutzgruppe erfolgt durch langsame Zugabe von 1,1,3,3-Tetraisopropyl-
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disiloxandichlorid 53 zu den in absolutem Pyridin geldsten Edukten.!'” Nach 4 h Riihren bei
Raumtemperatur ldsst sich kein Edukt mehr mittels Diinnschichtchromatographie nachweisen.
Zudem ist das Fortschreiten der Reaktion durch das stetige Ausfallen an Pyridiniumchlorid
gut zu beobachten. Nach Aufarbeitung wurden die gewlinschten Produkte 54 bzw. 55 in in

sehr guten Ausbeuten von 87 % bzw. 80 % erhalten.

F

, Si—o-Si , N
B Y& © éll\( ~ B B'= ¢ :©\
53 s°10 T F

HOT ¢ :
Pyridin Y 0 nannnan
OH OH \(Si—o OH .
N
", = (10
40 = g’ 54=5"=87% NN
41 =8 55=B2=80% |
Schema 12: Einfiihrung der Markiewicz-Schutzgruppe an die Nucleosidbausteine 40 bzw. 41

Die Bildung eines 9-Ring-Disiloxan-Systems bedingt durch Migration der Schutzgruppe im
cis-Diol-System der Ribose (3'-OH zum 2°-OH) wurde nur bei sehr langen Reaktionszeiten
(Riihren tiber Nacht) beobachtet.

Die Abspaltung der Markiewicz-Schutzgruppe erfolgt — wie bei Silyl-Schutzgruppen tiblich —
durch Fluorid-lonen. Als Standardreagenz hat sich eine Losung aus Tetrabutylammonium-
fluorid in THF (1 M), welche kommerziell erhiltlich ist, etabliert.'** Im Falle eines 2’-O-
Cyanoethyl-modifizierten Bausteins 72 reicht allerdings die Basizitit der Fluorid-lonen aus,
um den Cyanoethylrest nach einem B-Eliminierungsmechanismus abzuspalten.*" In diesem
Fall lasst sich die Markwiewicz-Schutzgruppe unter Erhaltung des 2’-O-Cyanoethyl-Restes

mit NEt;«3HF quantitativ entfernen (vgl. Kap 3.1.4.3).7!

3.1.42  2-O-Alkylierungen!®”

Den synthetisch frithest bekannte Zugang zu 2’-O-Modifikationen von Nucleosiden bot die
einfache Alkylierung der 2’-Hydroxyfunktion. So war beispielsweise die erste durchgefiihrte

Modifizierung an der Ribose eines Nucleosidbausteins die 2'-Methoxy-Modifikation, wobei

127]

mit Methyliodid als Alkyierungsreagenz gearbeitet wurde.! Broom und Robins

synthetisierten Mitte der sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts 2'-O-Methyladenosin durch

[128]

Umsetzung von Adenosin mit Diazomethan in wéssrigem Dimethoxyethan; Kinoshita et
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al. entwickelte etwa fiinfzehn Jahre spiter die Darstellung von 2’-O-Methylnucleosiden durch
Trimethylsulfoniumhydroxid als Alkylierungsmittel.['?* 1%

Alle Alkylierungsreaktionen besitzen die Gemeinsamkeit, dass mit starken Basen zur
Deprotonierung der 2'-OH-Funktion gearbeitet werden muss. Zwar ist die 2 -Hydroxylgruppe
mit einem pKs-Wert von ~ 12 die acideste im nucleosidischen System, dennoch lassen sich in
der Literatur nur wenige Methoden zur selektiven 2’-OH-Deprotonierung finden.'® Daher
kommen entweder Alkalimetallhydroxide zum Einsatz — Reese et al. stellten Mitte der
sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts die Alkylierung von 3°,5"-Di-O-trityluridin mit
Benzylchlorid in Gegenwart von Kaliumhydroxid vor''*'! — oder aber man bedient sich starker
organischer Basen wie z.B. 2-tert-Butylimino-2-diethylamino-1,3-dimethylperhydro-1,3,2-
diazaphospholin (BDDDP).!"** Sehr weit verbreitet sind auch Alkalimetallhydride wie
Natriumhydrid."** % Insgesamt ist an dieser Stelle zu erwihnen, dass sich durch
neuentwickelte Schutzgruppenstrategien, wie z.B. die in Kap. 3.1.4.1 vorgestellte
Verwendung der Markiewicz-Schutzgruppe, die Ausbeuten sowie die Vielfalt an 2'-O-
Modifikationen immens steigern lieen.

Entscheidende Motivation fiir die Entwicklung neuer 2’-O-modifizierter Nucleosidbausteine
ist in erster Linie die Optimierung von Oligonucleotiden fiir den biologischen bzw.
medizinischen Einsatz. So zeigte sich z.B., dass sich gerade 2’-modifizierte RNAs besonders
fir den Einsatz in der Antisensetechnologie eignen.” '**! Ebenso bieten 2’-modifizierte

37381 Weitere Ansatzpunkte und

siRNAs neue Ansétze fiir die RNA-Interferenz-Technologie.[
Strategien fiir den Einsatz 2’-modifizierter Oligonucleotide wurden bereits in der Einleitung
in Kap. 1.2.2 diskutiert.

Gerade in den letzten Jahren wurde daher viel iiber neue 2'-O-modifizierte RNA-Nucleoside

berichtet — auf einige soll im Folgenden nédher eingegangen werden.

2’-O-Aminoethyl - Nucleoside

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwédhnt, erhdlt man den Zugang zu 2’-O-Aminoethyl
modifizierten Nucleosiden durch eine Alkylierung der 2'-OH-Gruppe; als Standardreagenz
hierfiir hat sich Bromessigsiuremethylester ebtabliert.®”! Auf diese Weise wurde auch bereits
der 2’-O-Aminoethyl-modifizierte 4,6-Difluorbenzimidazolbaustein 56 in der Arbeitsgruppe

von J.W. Engels synthetisiert (Schema 13).% '°!
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Schema 13: Reaktionssequenz ausgehend von 3°,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-

desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-f-D-ribofuranose 54; zunichst erfolgt die 2°-
Alkylierung zu 55, anschliefend die Reduktion mit LiBH, zu Verbindung 56.

Die hierbei verwendete Synthesekaskade beginnt mit besagter nucleophiler Substitution von
Bromessigsduremethylester nach vorheriger Deprotonierung der 2’-Hydroxyfunktion mit
Natriumhydrid. Aufgrund seiner elektronenziehender Substituenten ist das Alkyierungs-
reagenz befahigt, bereits bei Raumtemperatur mit dem Alkoholat zu reagieren. Allerdings
werden unter diesen Bedingungen selten Ausbeuten von {iber 65 % erzielt.

Man erhélt das 2 -alkylierte Derivat 55, welches eine Esterfunktion innehat. Diese kann unter
milden Bedingungen und hohen Ausbeuten mit Lithiumborhydrid in einem Ld&sungs-
mittelgemisch aus THF/Methanol (4:1) zum priméren Alkohol 56 reduziert werden.

Eine solche Reaktionssequenz ist auch auf natiirlich Nucleoside iibertragbar, bedarf allerdings
aufgrund der zusitzlichen funktionellen Gruppen an der Nucleobase weiterer Schutzgruppen
und ist daher weit weniger trivial.['*

Um ausgehend vom 2’-B-Hydroxyethyl-Nucleosid 56 zum gewiinschten 2’-O-f3-Aminoethyl
—Baustein 59 zu gelangen, ist eine weitere Substitutionsreaktion vonndten. Nachdem bis vor
einigen Jahren noch ein recht aufwindiger Syntheseweg vom 2’-O-f-(Paratoluol-
sulfonsdure)ethyl-Nucleosid 57 iiber das entsprechende 2’-B-Azidoethyl-Nucleosid 58 und
schlieBlich eine katalytische Hydrierung der Azidfunktion zum primiren Amin 59 als
Methode der Wahl bestand, konnte durch die Umsetzung im Sinne einer Mitsunobu-
Reaktion!"*”! das Intermediat 56 in ein Phthalimid-geschiitztes Amin 60 iiberfithren; auf diese
Weise wurde auch zusétzlich direkt eine fiir die weiteren Synthesen notwendige Schutzgruppe
fir die Aminofunktion eingefiihrt.”” Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der 2’-O-
Aminoethyl-Baustein 60 nach letztgenannter Methode durch Umsetzung von 56 mit

Phthalimid hergestellt.
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Schema 14: Synthese von 4,6-Difluorbenzimidazol-2’-O-aminoethyl-Nucleosiden. Reagenzien Route 1):
a) TsCl, DMAP, NEt; ; b) NaN3;, DMF ; ¢) PdC, H, ; Reagenzien Route 2): i) Phthalimid,
PPh;, DEAD.

Wie aus Schema 14 ersichtlich ist, bietet die Reaktionsroute 2) eine Verkiirzung des
Syntheseweges hin zum geschiitzten 2’-O-Aminoethyl Derivat 60 um drei Reaktionsschritte.
Dabei ist die Ausbeute an 3°,5-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(j3-
phthalimidoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-p-D-ribofuranose 60 mit bis
zu 87 % durch die ldngere Route 1) sicherlich nicht zu iibertreffen. Allerdings zeigte sich,
dass die Phthalimidschutzgruppe, die nach erfolgreicher Oligonucleotid-Festphasensynthese
unter basischen Bedingungen labil ist, nach Standardprotokoll (NH3/EtOH, 40°C, 24 h) nicht
quantitativ abzuspalten ist. Letztlich musste das Aufarbeitungsprotokoll zur Entschiitzung der
RNA-Oligonucleotide in sofern gedndert werden, als dass man das CPG-gebundende
Oligomer fiir mindestens 48 h in Ammoniak/Methanol bei 40°C inkubieren muss.!"*"

Im nachfolgenden Schema 15 ist der Mechanismus der Mitsunobu-Reaktion von Verbindung

56 mit Phthalimid dargestellt.
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Schema 15: Vorschlag zum Mechanismus der Reaktion von 37,5-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-

1,3-diyl)-2"-O-(B-hydroxyethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-3-D-
ribofuranose 56 mit Phtalimid unter Mitsunobu-Bedingungen.

Smicius und Engels konnten fiir alle vier natiirlichen Nucleoside — Adenosin, Guanosin,
Cytidin und Uridin — einen neuen Zugang zur 2’-O-Aminoethyl-Modifizierung

(381 1m Mittelpunkt steht hierbei eine direkte Alkylierung eines 3°,5 -Markiewicz-

entwickeln.
geschiitzten Nucleosidbausteins 61, der auch an der Nucleobase mit ausgewihlten
Schutzgruppen blockiert ist. Die Alkylierung dieser Verbindungen erfolgt erneut unter
Deprotonierung mit Natriumhydrid in absolutem THF als Losungsmittel. Als Alkylierung-
sreagenz wird Phthalimidoethyltriflat eingesetzt. Unter diesen Bedingungen lieBen sich die
entsprechenden 2’-O-Phthalimidoethyl-Derivate in Ausbeuten zwischen 18 % (fiir N°N°-

dibenzoylgeschiitztes Adenosin) und 65 % (fiir Uridin) herstellen.
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Schema 16: Direkte Alkylierung der Nucleoside-Baustein 60 a-e mit Phthalimidoethyltriflat.

Im Rahmen dieser Arbeit fand diese Methode allerdings keine Anwendung; 3°,5°-O-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 60 wurde ausschlieBlich nach o.g. Methode unter
Mitsunobu-Bedingungen hergestellt.

60 wurde iiber drei Stufen mit einer Gesamtausbeute von 30 % in das entsprechende 3’-O-

Phosphoramidit 64 iiberfiihrt.
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Schema 17: Synthese von 3°-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5-O-(4,4"-dimethoxy-

triphenylmethyl)-2’-O-(B-phthalimidoethyl)-1'-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-
B-D-ribofuranose 65 ausgehend von Verbindung 60. Reagenzien: a) TBAF in THF, 40 min.;
b) DMTrCl, Pyridin, NEt;, 17 h; ¢) 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit, sym-
Collidin, N-Methlimidazol, CH;CN, 45 min, 0°C.

Zunichst erfolgt die Abspaltung die 3°,5'-Markiewicz-Schutzgruppe mit TBAF in THEF,
anschlieBend wird die 5’-Hydroxyfunktion selektiv mit 4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl-
chlorid blockiert (vgl. Kap. 3.1.3.1). Schlielich erhélt man das gewiinschte Phosphoramidit
65 durch Umsetzung von 64 mit 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 (vgl.
3.1.3.2). Dieser Baustein wurde zur automatisierten Oligonucleotidsynthese am Synthesizer

eingesetzt (vgl. Kap. 3.2).
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Zugang zur 2'-O-Guanidiniumethyl Modifikation

Im Kontext der Suche nach kationischen 2’-O-Modifikationen fiir den Einsatz zur siRNA-
Synthese préisentierten Prakash et al. 2004 den Zugang zu 2’-O-[2-(Guanidinium)ethyl]-
modifizierten Oligonucleotiden.!®” Da die Guanidinium-Gruppe einen pK-Wert von 12.5
besitzt, liegt sie iiber einen weiten pH-Bereich protoniert vor. Odadzic et al. konnte speziell
fiir Adenosin einen optimierten Syntheseweg zur 2'-O-[2-(Guanidinium)ethyl]-Modifikation
aufzeigen, bei dem — wie im vorherigen Kapitel gezeigt — das N,N’,N"’(Tri-tert-butyl-
oxycarbonyl)guanidin unter Mitsunobu-Bedingungen an eine 2’-O-B-Hydroxyethyl —
Funktion gekniipft wurde.!*®!

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf analoge Art und Weise auch die 3°,5'-O-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-N,N",N "’ (tri-tert-butyloxycarbonyl)guanidino-
ethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-f-D-ribofuranose 67 hergestellt und
schlieBlich iiber drei weitere Stufen in das entsprechende Phosphoramidit 70 iiberfiihrt

(Schema 18).

5910 BocHN\n/NHBoc DEAD %0
T ' NBoo THF T NBoo

8§i-0 O Vo
\( ! ~"OH MW Si-O O\/\NJ\NHBoc
300 W, 1bar, 80°C oc
56 66 67 82 %
F
N
1. TBAF / THF, 1h, Raumtemp. ¢ ]@\
2. DMTrC, Pyridin, NEt;, 17 h, Raumtemp. N F
3. CEPA-CI, sym-Collidin, DMTrO7_o
N-Methylimidazol, CH;CN NBoc
70 min, O°C ™ Raumtemp. —( FO O\/\NJ\NHBOC
67 N-R Boc
o)
NN 70 52%
Uber drei
Stufen
Schema 18: Synthese des 2’-O-2-[tri(Boc)-guanidinium]-ethyl-modifizierten Bausteins 67 unter

Mitsunobu-Bedingungen und weitere Synthese zum analogen 3’-O-Phosphoramidit 70

Auch bei dieser Umsetzung unter Mitsunobu-Bedingungen wurde mit Mikrowellen-
unterstiitzung gearbeitet (s.0.), wobei das Produkt 67 in sehr guter Ausbeute von 83 %
erhalten wurde. Die Abspaltung der Markiewicz-Schutzgruppe, die nachfolgende DMTr-
Blockierung der 5°-OH-Funktion sowie abschlieBend die 3"-O-Phosphitylierung erfolgten in
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einer Gesamtausbeute von 52 % und fiihrten zum Amidit 70, welches sich als monomerer

Baustein fiir den Einsatz in der Festphasen-Oligonucleotidsynthese eignet.

3.14.3 EinfUhrung einer 2°-O-Cyanoethyl Modifikation via Michael-Addition

Wie in Kap. 3.1.4.2 diskutiert, findet die Einfithrung von 2’-O-Modifikation in Nucleosiden
in der Regel unter harschen Bedingungen statt; zumeist ist der Einsatz von starken Basen
vonndten und nicht selten werden toxische Alkylierungsreagienzen verwendet.

Eine interessante Alternative boten 2005 Saneyoshi et al., die von der Einfithrung einer 2°-O-
Cyanoethylfunktion in alle vier natiirlichen RNA-Nucleoside berichteten.””" Eine solcher 2'-
Substituent besitzt aufgrund seiner Sterik Ahnlichkeit zur bereits erwiihnten 2"-O-Aminoethyl
Funktion. Durch ihre Polarisierbarkeit kann die Nitrilfunktion ausserdem auch einen Beitrag
zur Duplexstabilisierung leisten und — vielmehr noch — hinsichtlich der Stabilitdt von RNA-
Oligonucleotiden gegen den enzymatischen Abbau durch Nucleasen bietet sie ebenfalls
vielversprechende Ansétze.

Der synthetische Zugang zur 2’-O-Cyanoethyl Funktion liegt in der Addition von Acrylnitril
an die deprotonierte 2’-Hydroxyfunktion gemif3 einer Michael-Addition. Die Schwierigkeit
dieses synthetischen Ansatzes liegt einerseist in der Selektivtit zur 2°-OH Gruppe,
andererseits in der Unterdriickung einer moglichen Mehrfachaddition des Elektrophils
Acrylnitril. Da Michael-Additionen von Alkoholen mit Acrylnitril normalerweise starker

139 \var die Suche nach alternativen

Basen zur Aktivierung der Alkoholfunktion bediirfen,!
Methoden zur Deprotonierung der 2°-OH Funktion von Nucleosiden unumginglich.
Saneyoshi et al. setzten schlielich nach umfangreichen Testsynthesen Caesiumcarbonat als
Base ein, die, bei Umsetzung mit 20fachem UberschuB an Acrylnitril, das gewiinschte
Produkt lieferte. Allerdings erhielt man noch immer ein Gemisch aus einfach- und mehrfach
addiertem Produkt, was sich mechanistisch durch das intermediér auftretende Carbanion in o-
Position zur Cyanogruppe erkldren lieB (s. Schema 19). Dieses kann als Ausgangspunkt fiir
einen weiteren Additionsschritt mit dem im UberschuB vorliegenden Acrylnitril dienen und
somit zu unerwiinschten verzweigten Nebenprodukten bis hin zu Polymeren fithren. Um
dieses Problem zu bewiltigen, setzten Saneyoshi et al. tert-Butanol als Losungsmittel ein.
tert-Butanol ist mit seinem pKs-Wert von etwa 18 gerade noch sauer genug, um als

Protonenlieferant fiir das intermedidre Carbanion zu dienen. Dariiberhinaus ist das

entstehende tert-Butyl-Anion nicht ausreichend nucleophil, um den Reaktionsablauf zu
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storen. Auf diese Weise konnten Saneyoshi et al. geschiitztes Uridin in 95 %iger Ausbeute
selektiv zum 2’-O-Cyanoethyl Derivat umsetzen. Nach dieser Vorschrift wurden daher auch
37,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimid-

azolyl)-B-D-ribofuranose 54 bzw. das analoge 7N-Purin Derivat 55 einer Michael-Addition

mit Acrylnitril unterworfen.

B2

\(.,o o \g,o
% Ty

50 0 A i
ERSw |

N N N\j \(_,O o Mehrfachaddition
B'= </ B2= </ | SI\
T F NN b 0

72=B"=83%
73=B2=81%

Schema 19: Mechanismus der Michael-Addition von Acrylnitril an die deprotonierte 2’-Hydroxyfunktion

Wie aus Schema 19 ersichtlich ist, fungiert Acrylnitril als Michael-Akzeptor beim Angriff des
Alkoholats. Intermedidr wird, wie bereits erwihnt, ein Carbanion gebildet, das durch ein
Proton (in diesem Fall aus dem Ldsungmittel tert-Butanol herrithrend) abgefangen wird,
wodurch letztlich das 2’-cyanoethylierte Produkt entsteht. Als mogliche Nebenreaktion ist die
Mehrfachaddition von Acrylnitril dargestellt. Auf diese Weise konnten die 2'-O-
cyanoethylierten Produkte 72 bzw. 73 in Ausbeuten von 83 % bzw. 81 % isoliert werden.?

Zusiétzlich sei noch zu bemerken, dass bei den im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten
2’-O-Modifikationen auf weitere Schutzgruppen an der Nucleobase verzichtet werden konnte,
da sowohl das 4,6-Difluorbenzimidazol 32 als auch das 7N-Purin 33 nicht iiber reaktive

funktionelle Gruppen verfiligen.

> Anmerkung: Die Ausbeuten der Michael-Addition héingen wesentlich von der Beschaffenheitdes eingesetzten
Acrylnitrils ab. So konnten die erzielten Ausbeuten nur beim Einsatz von frisch destilliertem Acrylnitril
erreicht werden.
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Synthese von 3’-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin)-5°-O-(4,4 dimethoxytri-
phenylmethyl)-1"desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(-cyanoethyl)-p-D-ribo-
furanose 76

Ausgehend vom 2’-O-cyanoethylierten Nucleosidbaustein 72 lie3 sich durch eine dreistufige
Synthese das entsprechende 3’-Phosphoramidit 76 herstellen. Hierbei findet allerdings, wie
bereits in 3.1.4.1 angedeutet, die Abspaltung der Markiewicz-Schutzgruppe nicht unter
Standardbedingungen, d.h. mit Tetrabutylammoniumfluorid in THF, sondern mit einer
Losung aus Triethylamin Trihydrofluorid (NEt;*3HF) in THF statt.’!! Dieses Reagenz
reagiert — im Gegensatz zu TBAF — nicht basisch und kann daher keine B-Eliminierung des
2’-0O-Cyanoethyl-Rests einleiten. 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(j3-
cyanoethyl)-B-D-ribofuranose 74 wird anschlieBend an der 5’-Position mit der DMTr-
Schutzgruppe blockiert und schlieSlich geméaf der in Kap. 3.1.3.2 vorgestellten Prozedur zum

Phosphoramidit umgesetzt.

F F F F
N N N N
.o $T S0 &L
\( N F N E N F N F

Si,O fo) NEtz3HF HO o DMTrCI  DMTrO o CEPA-CI DMTrO o

Y o THF Pyridin, NEt, sym-Collidin
si-0 O N-Methylimidazol
\( i ~"cN HO OV\CN HO OV\CN GH,CN 30 0\/\CN
N’P\o
)\ _\~CN
72 74 90% 75 86% 76 71%

Schema 20: Synthese des 2'-O-cyanoethylmodifizierten Phosphoramidits 76 aus 72 in drei Stufen

Das Phosphoramidit 76 wurde ebenfalls fiir die Oligonucleotidsynthese am RNA-Synthesizer
herangezogen. Im Zuge der Aufarbeitung des RNA-Oligomers bleibt die 2'-O-Cyanoethyl
Modifkation im Gegensatz zur ebenfalls basenlabilen B-cyanoethyl-Schutzgruppe am
Phosphoratom erhalten. Die Modifikation ist sowohl gegen die Behandlung mit
Ammoniak/Ethanol (3:1), als auch gegen NEt;*3HF, welches zur Entfernung der {ibrigen 2’-

Silylschutzgruppen verwendet wird, inert."'**!
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3.1.4.4 Zugang zur 2°-O-Aminopropyl Modifikation

Neben der Moglichkeit, durch die Michael-Addition mit Acrylnitril eine 2’-O-Cyanoethyl
Modifikation zu erhalten, die schlieBlich auch als Phosphoramidit fiir die Oligo-
nucleotidsynthese Verwendung finden kann (vgl. 3.1.4.3), ldsst sich die Nitrilfunktion durch
eine Reduktion freilich auch in ein primdres Amin {iberfiihren. Auf diese Weise ist ein 2’-O-
Aminopropyl-modifizierter Nucleosidbaustein zuginglich, welcher ansonsten nur durch die
bereits in Kap. 3.1.4.2 angesprochenen Alkylierungsmethoden darzustellen ist.*> ¢ %!
Allerdings ist solch eine Reduktion mit dem Nucleosidbaustein 72 bzw. mit Nucleosiden im
Allgemeinen nicht trivial, da die Stabilitdt sdmtlicher verwendeten Schutzgruppen fiir diese
Reaktion in Betracht gezogen werden mufB. Im Falle der 3°,5"-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyl-
disiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-1 -desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-[3-D-
ribofuranose 72 wie auch fiir das 7N-Purin-Analogon 73 ist aufgrund des Fehlens von
Schutzgruppen an der Nucleobase die Auswahl moglicher Reduktionsbedingungen sicherlich
leichter. Dennoch schlug ein erster Versuch der Uberfiihrung der Nitrilfunktion in ein
primdres Amin in Verbindung 72 mit Lithiumaluminiumhydrid fehl; hierbei konnte
ausschlieBlich das Produkt der B-Eliminerung, also Verbindung 54, isoliert werden. Wéhrend
mit Lithiumborhydrid keine Reaktion erzielt wurde, gelingt die Reduktion jedoch als
Hydrierungsreaktion mit 30 bar Wasserstoffdruck im Autoklaven unter Raney-Nickel-
Katalyse glatt und man erhélt das gewiinschte Produkt 77 bzw. auch das analoge 7N-Purin-

Derivat 78 in quantitativer Ausbeute und hervorragender Reinheit.

F F

Nj©\
</
N F Raney-Nickel

\(/O o Hy (30 bar) \<,o o
Ys'\o NH5 / Methanol YS'\O

\(\Si_o O\/\CN 8. Raumtemp \(\Si_o O\/\/NHZ

72 77 quant.

Schema 21: Raney-Nickel-katalysierte Reduktion der Nitrilfunktion zum priméren Amin

Insgesamt ist somit die Einflihrung einer 2’-O-Aminopropylfunktion ausgehend vom

Markiewicz-geschiitzten Nucleosid 54 in zwei Stufen mit hervorragender Gesamtausbeute
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von liber 80 % mdglich. Im nédchsten Reaktionsschritt muss nun die Aminofunktion mit einer

geeigneten Schutzgruppe blockiert werden.

Trifluoracetyl-Schutzgruppenstrategie fiir den 2’-O-Aminopropyl Baustein 77

Um unerwiinschte Nebenreaktionen der primiren Aminofunktion zu verhindern, muss diese
fiir den weiteren Syntheseweg orthogonal blockiert werden. Hier bietet sich eine basenlabile
Schutzgruppe wie die Trifluoracetylschutzgruppe an, da diese unter den Bedingungen der
nachfolgenden Syntheseschritte inert bleiben sollte.l'*” '*!! Dariiberhinaus ldsst sie sich im
Zuge der Oligonucleotid-Aufarbeitung leicht und quantitativ mit wéssriger Ammoniak-
Losung abspalten.!'*”!

Die Trifluoracetylschutzgruppe wird durch die Reaktion des freien Amins 77 mit
Trifluoressigsiureanhydrid in leichtem UberschuBl eingefiihrt. Als Ldsungsmittel wird
absolutes Pyridin verwendet. Um ein zu schnelles Abreagieren des reaktiven Anhydrids zu

vermeiden, wird das Trifluoressigsdureanhydrid zundchst unter Kiihlung langsam zugesetzt.

SchlieBlich ldsst man bis zum Ende der Reaktion allméhlich auf Raumtemperatur erwérmen.

F F

N N

«fi </f>
F F

N N
\(_,oj o TFA-Anhydrid \(./Oj :o:
YSl\ —_— YS'\
o) Pyridin @] H

§-0 O._~_NH, 0°C— Raumtemp. 5i-0 o\/\/N\ﬂ/cF3
~ ~ I
77 79 75%
Schema 22: Blockierung der 2’-O-Aminopropyl-Funktion von 77 mit Trifluoressigsdureanhydrid

Unter diesen Bedingungen lie sich die Aminofunktion durch die Trifluoracetylgruppe

schiitzen und man erhielt Verbindung 79 in 75 %iger Ausbeute.

Synthese von 3’-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4"-dimethoxy-
triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-trifluoracetamid-
opropyl)-B-D-ribofuranose 82
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Da die Trifluoracetylschutzgruppe unter den Standardbedingungen zur Synthese eines 3’-
Phosphoramidits inert ist, konnte der gewlinschte Baustein 82 gemil3 oben beschriebener
Syntheseroute hergestellt werden. Hierfiir erfolgte nach Entfernen der 3°,5'-Markiewicz-
Schutzgruppe mit TBAF in THF die Einfiilhrung der DMTr-Schutzgruppe an der 5'-
Hydroxyfunktion und schlieBlich die Phosphitylierungsreaktion mit 2-Cyanoethyl-
diisopropylchlorphosphoramidit 43 (Schema 23).

§i-0 O _~_N__CF; OH O._~_N.__CF;
- I T
79 80 73 %

pmMTrCl DMTrO— o CEPA-CI DMTIO— o
80 e P ——
Pyridin, NEt; H sym-Collidin , H

OH O _~_N \n/CFg N-Methylimidazol

CHZCN N—
o) 3
81 74% 82 61%
Schema 23: Synthese von 3°-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin)-5"-O-(4,4"-dimethoxy-

triphenylmethyl)-1’-desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-
trifluoracetamidopropyl)-p-D-ribofuranose 82 ausgehend von Verbindung 79

Das 2’-O-Aminopropyl-Phosphoramidit 82 wurde ebenfalls mittels automatisierter Oligo-
nucleotidsynthese in RNA-Oligomere eingebaut (s. Kap. 3.2).

3.1.4.5 Versuch der Synthese 2"-O-verzweigter Modifikationen

Da wie bereits in Kap. 2 erwidhnt ein wesentlicher Aspekt dieser Doktorarbeit in der
Herstellung neuartiger, kationischer 2’-O-Modifikationen zur moglichen Verbesserung der
Zellaufnahme von RNA-Oligonucleotiden (siRNAs) bestand, sollte nun ausgehend vom
bereits bestehenden Zugang zur 2'-O-Cyanoethyl-Modifikation (vgl. 3.1.4.3) weitere
Synthesewege zur Herstellung ebenjener Modifizierungen erprobt und optimiert werden.

Daher wurde ausgehend von 37,5-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(p3-
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cyanoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 72  versucht,
Verzweigungen mit kationischem Charakter an die bereits bestehende 2’-O-Modifikation zu
kniipfen. Ein erster Ansatz bestand in der Addition von n-Propylamin an die Nitrilfunktion
der 2’-O-Cyanoethyl Modifikation unter Kupfer(I)chlorid Katalyse.!'*! Auf diese Weise
sollte sich die Nitrilfunktion von 72 in eine Amidin-Funktion 83 umwandeln lassen, wobei
sich durch das delokalisierte System die Moglichkeit der Protonierung unter physiologischen

Bedingungen ergeben konnte.

F

N | N

4 j©\ ~NH </Nj©\
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72 83
Schema 24: Versuch der Umsetzung von 72 mit n-Propylamin zu Verbindung 83

Um zur gewiinschten Amidin-Zielverbindung 83 zu gelangen, wurden verschiedene
Bedingungen getestest. Wahrend z.B. beim Riithren unter Raumtemperatur in absolutem
Ethanol als Losungsmittel keine Reaktion stattfand, konnte beim mikrowellenunterstiitzten
Ansatz mit THF als Losungsmittel Produktbildung via ESI-MS-Kontrolle im rohen
Reaktionsansatz beobachtet werden; allerdings liel sich das gewlinschte Produkt 83 nicht
isolieren. Letztlich wurde dieser Syntheseweg nicht weiter verfolgt.

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, aus 3°,5"-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-
diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose
77 durch eine weitere Michael-Addition mit Acrylnitril zum 2’-O-Propyl-N-(dicyanoethyl)-
Derivat 84 zu gelangen. Dieses konnte nach erneuter Reduktion zum Di-N-propylamin-
Derivat 85 als Ausgangspunkt fiir eine erneute Michael-Addition mit Acrylnitril sein und eine
wiederholte Addition von Acrylnitril wéare méglich.

Durch solch eine Abfolge von Additions-Reduktions Zyklen liee sich eine — je nach Anzahl
der durchgefiihrten Zyklen — hochverzweigte, kationische Seitenketten-Modifizierung an der

[143, 144

2’-O-Funktion des Nucleosidbausteins einfiihren. 1 Da solche dendrimerischen Molekiile

derzeit auch als mogliche Carrier-Systeme flir den Transport von Nucleinsduren in Zellen
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bzw. Zellgeweben getestet werden (vgl. Kap. 1.2.1), wire solch eine kovalent an ein

Oligonucleotid gebundene Seitenkettenmodifikation von groBem préparativen Interesse.!*”!
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Schema 25 : Michael-Additions-Reduktions -Kaskadenzyklus zur Synthese hochverzweigter 2’-O-

Modifikationen

Wie auch Schema 25 ersichtlich ist, traten bei dieser Syntheseroute schon recht friih
Schwierigkeiten auf: Obwohl schon im ersten Schritt bei der Michael-Addition von
Acrylnitril an 77 in protischerem Losungsmittel (Methanol, pKs = 15.5) gearbeitet wurde, war
eine spontane Zyklisierung des Produkts 84 zum Nebenprodukt 86 in hohem MalBlie zu
beobachten. Ausserdem traten in diesem Reaktionsschritt neben dem zweifach addierten auch
nur einfach addiertes Produkt auf, was sich chromatographisch nur schwer abtrennen lieB3.
Trotz einiger Versuche, diese Syntheseroute so zu verbessern, dass zumindest das Di-N-
propylamin-Derivat 85 in befriedigendem Mal3e erhalten werden konnte, zeigten sich die
genannten Schwierigkeiten als zu massiv, weshalb auch von diesem Ansatz Abstand

genommen wurde.

3.1.4.6 Kupplung von Carbonsaurederivaten an den 2"-O-Aminopropyllinker unter
Peptidkupplungsbedingungen

Eine einfache Mdglichkeit, weitere Modifizierungsmotive an den 2’-O-Aminopropyllinker
von 3°,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1"-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benz-imidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 zu kniipfen, bietet die Kupplungs-
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reaktion von Carbonsdurederivaten an das primdre Amin unter Ausbildung einer
Amidbindung. Da in Verbindung 77 lediglich die y-Amino-Gruppe am 2’-Linker als reaktive
funktionelle Gruppe zur Verfligung steht, sollte eine Umsetzung mit einer aktivierten
Carboxylgruppe, wie sie in der Peptidsynthese eingesetzt wird, selektiv moglich sein.

In Abbildung 17 sind einige der gebrduchlichsten Kupplungsreagenzien zum Aufbau der

Amidbindung dargestellt.!'*”!
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Abbildung 17: Strukturen einiger iiblicher Kupplungsreagenzien

Durch den Einsatz dieser Kupplungsreagenzien wird einerseits die Carboxylgruppe in eine
weitaus reaktivere Spezies iiberfiihrt (s. Schema 26) andererseits verhindern diese Reagenzien
das unerwiinschte Racemisieren der Kupplungskomponenten und unterdriicken zudem
Nebenreaktionen.

Zur Kupplung eines Carbonsdurederivates an die 2’-O-Aminopropyl-Funktion wurde mit
Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)!'* als Kupplungs-
reagenzien gearbeitet;!'*’”! bei der in Kap. 3.1.5 diskutierten Festphasenkupplung an
Oligonucleotiden fand auch das Uroniumsalz O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat (HBTU)!'**  gemeinsam mit 1-Hydroxybenzotriazol

(HOBt) Anwendung.
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Aus nachfolgendem Schema ldsst sich der Mechanismus der Carboxyl-Aktivierung mit DIC /

HOBt entnehmen.

Schema 26: Mechanismus zur Aktivierung einer Carbonsdure mit DIC und HOBt

Hierbei erfolgt zunédchst der Angriff der Carboxylgruppe an das Carbodiimid. Im zweiten
Schritt reagiert das Intermediat mit HOBt schlielich zu einem Aktivester. Die zusitzliche
Entstehung eines Harnstoffderivates stellt die treibende Kraft der Aktivierungsreaktion dar.
Unter Zuhilfenahme dieser in der Peptidkupplungschemie gebrduchlichen Methode zur
Kniipfung von Amidbindungen, wurden verschiedene Carbonsdurederivate an die Amino-
funktion von 3°,5'-0O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1'-
desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-imidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 gekuppelt.

Kupplung von N,-tert-Butyloxycarbonyl-N,-trifluoracetyl-L-lysin

Aufgrund seiner basischen, protonierbaren Aminoseitenkette sowie der Tatsache, dass es sich
um eine in Organismen ubiquitdr vorhandene, proteinogene Aminosdure handelt, kommt
Lysin als mogliche Kupplungskomponente sehr gut in Frage. Freilich miissen hier sowohl die
o- als auch die Seitenkettenaminofunktion durch Schutzgruppen vor mdglichen
Nebenreaktionen, wie z.B. einer Homokupplung, maskiert werden. Da N,-tert-Butyloxy-
carbonyl-N-trifluoracetyl-L-lysin durch die Fa. Fluka kommerziell erhéltich ist, wurde dieses
geschiitzte Lysin-Derivat zum Zwecke der Kupplung an die Aminofunktion von 3°,5"-O-
(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-

difluor-1-N-benz-imidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 eingesetzt. Die durch die tert-Butyloxy-

carbonyl (Boc)!"*! Schutzgruppe blockierte a-Aminofunktion sollte im Verlauf der Synthese
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zum Phosphoramidit 92 geschiitzt bleiben, in Folge der sauren Behandlung im Rahmen der
DMTr-Abspaltung wihrend der automatisierten Oligonucleotidsynthese wird dann jedoch die
sdurelabile Boc-Schutzgruppe entfernt und das freie a-Amin liegt wieder vor (vgl. 3.1.5).

Die Trifluoracetylschutzgruppe, die die Seitenkettenaminofunktion maskiert, wird, wie bereits
in Kap. 3.1.4.4 erwidhnt, im Zuge der basischen Aufarbeitung des Oligonucleotids
abgespalten.

! o< {1,
F DIC N F

N
\;/O o HN/RO o) HOBt \(_,o fo)
Y p * )\/\/\ /U\ YSI\

2 HoOC N~ “CF CH,Cl, o} y  NHBoc

\(\Si_o O _~_NH; H ¢ 72 h, Raumtemp. \(\Si—o O\/\/N\H/K/\/\NHTFA
o}
77 88 89 quant.
Schema 27: Kupplung von N,-tert-butyloxycarbonyl-N,-trifluoracetyllysin 88 an Nucleosidbaustein 77

unter Peptidkupplungsbedingungen

Die Kupplungsreaktion von 77 mit Ny-tert-Butyloxycarbonyl-Ng-trifluoracetyllysin 88 erfolgt
unter Peptidkupplungsbedingungen mithilfe der Kupplungsreagienzen DIC und HOBt in
absolutem Dichlormethan. Alle Komponenten wurden &quimolar eingesetzt. Nach 72 h
Riihren bei Raumtemperatur sind die Edukte abreagiert und man erhilt das Kupplungsprodukt
89 in quantitativer Ausbeute. Da es bereits in hoher Reinheit vorliegt, konnte auf eine Saulen-
chromatographie verzichtet werden und das Rohprodukt wurde direkt in der néchsten Stufe
eingesetzt. Aus dem Kupplungsprodukt 3°,5-0O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-
O-(y-N-(Ng-tert-butyloxycarbonyl-N-trifluoracetyllysinamidopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-

difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 89 konnte nach einer drei Stufen umfassenden
Synthese das entsprechende 3’-O-Phosphoramidit 92 in einer Gesamtausbeute von 36 %

erhalten werden (Schema 28).
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F 1. TBAF/THF, 1h, Raumtemp. F

N 2. DMT(CI, Pyridin, NEt3, 17 h, Raumtemp. N
< ¢
N F 3. CEPA-CI, sym-Collidin, N .
\;,o o N-Methylimidazol, CHsCN MO o
i ’
70 min, 0°C —>Raumtemp.
Y ) y NHBoc P by NHBoc

SO O NHTFA —~ O O~UN NHTFA
I )= 5 4<N~P\O I
\on
89 gp  36%ber3Stufen
Schema 28: Synthese von 3°-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5-O-(4,4"-dimethoxy-

triphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(Nq-tert-butyloxycarbonyl-N,-trifluoracetyllysinamidopropyl)-
1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 92 aus 89 in drei Stufen

Dabei konnte auf die bereits in Kap. 3.1.3.2 beschriebenen Synthesemethoden
zuriickgegriffen werden. 37-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4’-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(Nq-tert-butyloxycarbonyl-N-trifluoracetyl-L-lysin-

amidopropyl)-1'-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 92 konnte
somit auch als kupplungsfidhiger Baustein zur RNA-Oligonucleotidsynthese herangezogen

werden (s. Kap. 3.2).

Kupplung von 5-Carboxyspermin

Nachdem durch die Kupplung eines geschiitzten Lysin-Derivats bereits ein zusétzlicher
Gewinn an kationischem Charakter der 2’-O-Modifikation des universellen
Nucleosidbausteins 23 erzielt werden konnte, galt die Suche nach weiteren potentiellen
Kupplungskomponenten zur Steigerung der positiven Ladung an der Seitenketten-
modifikation.

Als vielversprechendes Molekiil kam das durch die Fa. Polyplus-transfection/Frankreich® zur
Verfiigung gestellte S-Carboxyspermin[lso] in Betracht. Hierbei handelt es sich um ein durch
eine Carboxylgruppe derivatisiertes Spermin-Analogon. Spermin ist ein natiirlich
vorkommendes Polyamin, welches aufgrund seiner polykationischen Eigenschaften

stabilisierend auf Nucleinsiduren wirkt.'>!"1%%

So konnte es beispielsweise bereits in
Ribosomen, tRNA sowie in Viren nachgewiesen werden, wo es wahrscheinlich die DNA

bzw. RNA stabilisiert.'”™ Seit einiger Zeit werden bereits Spermin bzw. Poly-

3 Polyplus-transfection SA, Boulevard Sébastien Brant, BP 90018, 67400 Illkirch, France
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sperminkonjugate als mogliche Carrier-Molekiile fiir den Zellaufhahme-Transport von
Nucleinsduren verwendet.!'>> % Allerdings wird in diesen Ansitzen das entsprechende
Spermin-Konjugat iiberwiegend an das 5'-Ende eines Oligonucleotidstrangs bzw. an das
Phosphatriickgrat gebunden.!'>”) Durch die zusitzliche Carboxylgruppe ist das 5-Carboxy-
spermin ein geeignetes Edukt zur Kupplung mit 3°,5°-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-
diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose
77. Von der Fa. Polyplus-transfection konnte direkt das komplett Boc-geschiitze 5-
Carboxyspermin 93 (s. Abbildung 18) bezogen werden. Es liegt als racemisches Gemisch

beider mdglicher Stereoisomere vor.

HZN/\/\”/\/\/H\/\/NHZ N 0 YO H
HO%/\/N\/\/NTOK
(@] (@]
Spermin 93  (Boc),-5-carboxyspermin

Abbildung 18: Strukturen von Spermin bzw. (Boc),-5-Carboxyspermin 93

Der synthetische Zugang zum geschiitzten 5-Carboxyspermin 93 wurde von Behr
entwickelt.">” Ausgehend von der a-Aminoséure Ornithin wird mittels Michael-Addition mit
Acrylnitril Ng,N;s-Bis(2-cyanoethyl)ornithin hergestellt, welches sich nach Raney-Nickel-
katalysierter Hydrierung zum Ng,Ns-Bis(3-aminopropyl)ornithin umsetzen 1d6t; dies
entspricht bereits dem 5-Carboxyspermin. Nachfolgend werden alle priméren und sekundéren
Aminofunktionen durch die Boc-Schutzgruppe maskiert, wodurch man das N,,Ns-Bis(tert-
butyl-carbamoyl)-N,,Ns-bis(3-[tert-butyl-carbamoylamino]propyl)ornithin, also (Boc)s-5-
Carboxyspermin 93, erhdlt. Da dieses Reagenz durch die Fa. Polyplus-transfection in
ausreichender Menge zur Verfiigung gestellt wurde, wurde eine Synthese von 93 im Rahmen
dieser Doktorabeit nicht durchgefiihrt.

Die Kupplung mit 77 fand abermals unter den in Kap. 3.1.4.6 vorgestellten Bedingungen statt.
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N N
SO e S e
N F DIC N F

\(./O KL ~ o
\rSI\ °© + NBoc g o _Hoet \'/Si\ o
o) Q HO\IHM/\/N\/\/NHBOC CH,Cl, 0 BooN Boc

§i-0 O NH , §i-0 O N N NHBoc
)_ N2 o 72 h, Raumtemp \( | T \L(L‘%/\/ ~N
77 93 94 quant.
Schema 29: Kupplung von (Boc)s-5-Carboxyspermin 93 an Nucleosidbaustein 77 unter Peptid-
kupplungsbedingungen

Auch bei dieser Kupplungsreaktion konnte das Produkt 94 in hoher Reinheit und quantitativer
Ausbeute erhalten werden — es wurde daher ohne weitere Aufreinigung direkt in den nichsten
Syntheseschritt eingesetzt. Dieser bestand wiederum aus der Abspaltung der Markiewicz-
Schutzgruppe mit TBAF in THF. AnschlieBend wurde die 5°-DMTr-Schutzgruppe
aufgezogen bevor im letzten Schritt die Umsetzung zum 3°-O-Phosphoramidit 97 erfolgte.

Die komplette Synthesekaskade ist in Schema 30 abgebildet.

F F

N 1. TBAF / THF, 1h, Raumtemp. N
¢ . NHBoc 2. DMT(CI, Pyridin, NEts, 17 h, Raumtemp. <N . NHBoc

N
\glo o /H 3. CEPA-CI, sym-Collidin, MO o J)
| ] o
\r % HBocN N-Methylimidazol, CH;CN BocN

Boc 70 min, 0°C —=Raumtemp. H Boc
Si-0 O N N~ NHBoc 0 o N N~ _NHBoc
\()% ~ To])“ﬂ—./\/ *(N_P\sf N To])%‘
— o
94 CN' 97 449 uber drei Stufen
Schema 30: Synthese von 3’-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5-O-(4,4"-dimethoxy-

triphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(N,Ns-bis(tert-butyl-carbamoyl)-N,,Ns-bis(3-[tert-butylcarb-
amoylamino]propyl)ornithin)propylamid)-1°-desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-f3-
D-ribofuranose 97 aus 94 in drei Stufen

Auch dieses Phosphoramidit wurde am Oligonucleotid-Synthesizer in RNA-Oligomere
eingebaut (s. Kap. 3.2). Wie bereits erwéhnt, werden samtliche Boc-Schutzgruppe im Laufe
der automatisierten Oligonucleotidsynthese durch die Behandlung mit Trichloressigsdure

(TCA) sauer abgespalten, wodurch man ein kationisch modifiziertes Oligomer enthilt.
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Kupplung von Laurinsiure

Um im Kontrast zum polykationischen Spermin-Derivat 94 ein ungeladenes, aber sterisch
ahnlich anspruchsvolles Molekiil an den 2'-O-Aminopropy-Linker von 77 zu kuppeln, wurde
die Fettsdure Laurinsdure (Dodecansédure) 98 als Kupplungskomponente gewihlt.

Das es sich um eine gesittigte Fettsdure ohne weitere funktionellen Gruppen handelt, waren
hierbei weitere Schutzgruppen nicht notwendig. Die Laurinsdure konnte daher unter den

bekannten Bedingungen (s.o0.) an das primire Amin gekuppelt werden.

N
o !
N F DIC N F
\;,o 0 HO CHs HOBt \g\,o ioﬁ
T 9 ' Wg Criacl oé' o O s CH
Si—0 O _~_NH; 72 h, Raumtemp. - ~ 3
~ pya T,
77 98 99 71%
Schema 31: Kupplung von Laurinsdure 98 an den Nucleosidbaustein 77 unter Peptidkupplungs-
bedingungen

Bei dieser Kupplungsreaktion musste das Rohprodukt nach der Aufarbeitung
sdulenchromatogrpahisch aufgereinigt werden, da die Reinheit fiir ein direktes Einsetzen im
folgenden Syntheseschritt nicht ausreichte. Wahrscheinlich fand die Kupplung hierbei nicht

ganz vollstindig statt, da noch freie Laurinsiure als Verunreinigung vorlag.

E F

</N 1. TBAF / THF, 1h, Raumtemp. <,N:©\
N F 2. DMTrCI, Pyridin, NEt3, 17 h, Raumtemp. N F
\/,,o o 3. (iPrN),PO(CH,),CN 45 DMTIO4 o
YS'\ 4,5-Dicyanoimidazol
o] H H

Si-0 O ~_N CHs 3 h, Raumtemp. O O _~UN CH3
5 H ~ I
— ey
99 102 37 % Uber drei Stufen
Schema 32: Synthese von 3’-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4’-dimethoxy-

triphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(dodecanamidopropyl))-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-
imidazolyl)-B-D-ribofuranose 102 aus 99 in drei Stufen
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Nach dem Entfernen der 3°-,5"-Markiewicz Schutzgruppe mit TBAF in THF erfolgte die 5°-
DMTr-Schiitzung und schlieBlich die Synthese zum 3’-O-Phosphoramidit 102. Bei der
Phosphitylierung wurde an dieser Stelle 2-Cyanoethyl-N,N,N",N’-tetraisopropylphosphor-
amidit 45 (s. Abbildung 16) als Phosphitylierungsreagenz eingesetzt, was eine deutliche
Verldangerung der Reaktionszeit zur Folge hatte (vgl. Kap. 3.1.3.2). Schlieflich konnte auch
auf diese Weise das Amidit 102 mit zufriedenstellender Ausbeute von 63 % hergestellt
werden und war fiir den weiteren Einsatz in der Oligonucleotidsynthse zugénglich. Die

Gesamtausbeute der drei Synthesestufen ausgehend vom Kupplungsprodukt 99 lag bei 37 %.

3.15 Einfihrung von 2°-O-Modifikationen an der festen Phase

Der zweifelsohne eleganteste Weg, 2’-O-modifizierte Oligomere zu erhalten, liegt in der
Modifizierung von Oligonucleotiden an der festen Phase.” '*® ') Dieser Ansatz bietet die
Moglichkeit einer kombinatorischen Modifizierung von Oligonucleotiden mit geeigneten 2’-
O-Seitenketten, die sich anschlieBend z.B. auf ihre thermodynamischen Eigenschaften hin
analysieren lassen oder sich auch fiir den Einsatz in biologischen Systemen (siRNA-Synthese)
anbieten.

Uberwiegend finden Festphasenmodifikationen von Oligonucleotiden am 3'-, bzw. am 5'-
Terminus des Oligonucleotidstrangs statt..”>" °% '] Hierbei entstehen Bindungen zwischen
einem Oligonucleotid und dem Konjugat z.B. durch die Ausbildung von Amidbindungen,
Disulfidbriicken oder diverse Esterbriicken (Phosphorester, Thioester etc.).!””! Sehr hiufig, da
vergleichsweise leicht zugénglich, ist die Konjugation an das 5'-Ende eine Oligonucleotids
nach dessen Festphasensynthese; nach Abspaltung der 5'-DMTr-Schutzgruppe liegt eine
aktivierbare Hydroxyfunktion vor. AuBlerdem ldsst sich eine maskierte nucleophile oder
elektrophile Gruppierung an das Oligonucleotid mittels standardisierter Phosphoramidit-
Kupplungschemie kniipfen — so ist z.B. eine N-DMTr-6-aminohexyl-Derivatisierung denkbar.
Hier liegt nach vollendeter Festphasenoligonucleotidsynthese eine freie Aminofunktion am
5’-Ende des Oligomers vor, an die weitere Konjugate unter Ausbildung einer Amidbindung

gekniipft werden konnen (s. Schema 33).
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DMTFHN/\/\/\/O_Z_O fo) 2.+ R-COOH HN/\/\/\/O_(FI;_O o
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Schema 33: Moglichkeit zur Einfiihrung einer 5'-Modifikation am Oligonucleotid mittels N-DMTr-6-

aminohexyl-Derivatisierung. SG = Schutzgruppe

Um das 3’-Endes eines Oligomers postsynthetisch zu modifizieren, muss aufgrund der
Tatsache, dass in der Regel die automatisierte Festphasensynthese vom 3’- zum 5’-Ende
vollzogen wird, mit bereits modifiziertem Festphasenmaterial (solid-support) gearbeitet
werden. Hierbei liegt z.B. das zur Synthese von Oligonucleotiden héufig eingesetzte CPG
(controlled-pore-glass)-Material mit bereits modifizierten Seitenketten vor. So ist beispiels-
weise kommerziell erhiltliches Aminoalkyl-modifiziertes CPG-Material fiir diese Zwecke
einsetzbar, an welches sich entsprechende Konjugate kovalent ankniipfen lassen. Niheres
hierzu wird in Kap. 3.1.6 erlédutert.

Die kovalente Anbringung von Biokonjugaten, wie beispielsweise Peptide, an die 2'-O-
Position der Ribose wird weitaus seltener durchgefiihrt, als am 3’- bzw. 5’-Ende eines
Oligomers. Als moglicher Grund hierfiir ist auf der einen Seite sicherlich der schwierigere
Zugang zu aktivierbaren Strukturmotiven an der 2’-O-Funktion zu nennen; auf der anderen
Seite bedarf es dann noch der richtigen Schutzgruppenstrategie und Kupplungsmethode im
Laufe der Oligonucleotidsynthese. Im Falle der vorliegenden Arbeit wurde bereits ein
einfacher Zugang zu 2’-O-Aminopropyl-modifizierten universellen Nucleosidbausteinen
aufgezeigt. Eine weitere Uberlegung war an dieser Stelle nun die Moglichkeit einer
zusitzlichen, postsynthetischen Modifizierung dieses Nucleosidbausteins nach erfolgter
Oligonucleotidsynthese. Als methodische Grundlage wurde die Boc-Schutzgruppenstrategie
fiir diesen Nucleosidbaustein gewidhlt. Mit dieser Schutzgruppe sollte es moglich sein, einen
geschiitzen 2’-O-Aminopropylbaustein in ein RNA-Oligomer einzubauen. Im Laufe der
automatisierten Oligonucleotidsynthese wiirde das Amin wieder freigesetzt werden und
stiinde somit einer weiteren Kupplungsreaktion mit einem Carbonsdurederivat — dhnlich wie
in Kap. 3.1.4.6 — zur Verfligung.

Zunichst wurde daher nach erfolgter Reduktion zum primédren Amin die 3°,5°-O-(1,1,3,3-

Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-
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imidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 einer Blockierung durch die Boc-Schutzgruppe unter-

1990 Im ersten Ansatz erfolgte die Blockierung der 2'-O-Aminopropyl-Funktion von

worfen.
77 durch Zugabe von Di-tert-Butyldicarbonat (Bocanhydrid) in absolutem Pyridin unter

Zusatz von Triethylamin.

F
N N
SN S,
\<,o :o: >Lo)ko)J\oJ< \(./0 0
Si Si
Y Q Pyridin w/ \O‘S'~o H

Si-0 O _~_NH, NEt,

o_~_N_o
20h, 0°C — RT \()— I \K
77 103 71%
Schema 34: Umsetzung des freien Amins aus 77 mit Di-tert-Butyldicarbonat zu 103

Die Einfilhrung der Boc-Schutzgruppe gelingt auf diese Weise in 71 %iger Ausbeute.
Allerdings liel sich der Syntheseweg vereinfachen und die Ausbeute an Boc-geschiitztem
Nucleosid 103 deutlich steigern, indem ausgehend vom 2’-O-Cyanoethyl-modifizierten
Baustein 72 die Boc-Schiitzung in situ wéihrend der Raney-Nickel-katalysierten Hydrierung
durchgefiihrt wurde (Schema 35).

Boc,0 F

B"? Raney-Nickel B"? N
~ o Hz (30 bar) ~ o B'= ¢
- o - o N .

YSI\O Methanol YSI\O H

éi_o (OGN 5 h, Raumtemp éi—O O ~N 0 e
~ on = T N
BZ = 4
72=8' 103 =8"=98% <NLN
73=8 104 =82=78% |
Schema 35: Simultane Reduktion und Boc-Blockierung der 2'-O-Cyanoethyl-Funktion

Diese Methode wurde auch fiir den 7N-Purin-Baustein 73 verwendet. In beiden Féllen musste
nach erfolgter Hydrierung im Autoklaven das Rohprodukt sdulenchromatographisch
aufgereinigt werden — die gewiinschten 2’-O-Boc-aminopropyl-Nucleosidbausteine 103 bzw.
104 konnten auf diese Weise in guten bis sehr guten Ausbeuten von 98 % bzw. 78 % isoliert

werden. Nachfolgend lieBen sich die Boc-geschiitzten Nucleosid-Bausteine 103 bzw. 104
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nach der bereits ausfiihrlich behandelten Syntheseroute in drei Stufen zu den entsprechenden

3’-O-Phosphoramiditen umsetzen.

B2 B'2
o
\rSi\ © TBAF Ho7 o
Oéi—o 0\/\/H 0 THF HO O N_ o
~ TN
= T T
103 =8’ 105=B"=87%
104 =2 108=B2=80%
B2 B'2
105 =B pmTrcl  DMTO— o CEPALCI DMTrO o
108=82 Pyridin, NEt H sym-Collidin H
’ HO 0\/\/N\[r0 N-Methylimidazol —( fo O\/\/NTO
0 CH4CN 4{‘_\0 \’<
N
106 =B'=79% 107 =B"=81%
109=8%2=83% 110=82=77%
Schema 36: Synthese von 3°-O-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4"-dimethoxy-

triphenylmethyl)-1’-desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tert-butyloxy-
carbonylpropyl)-B-D-ribofuranose 107 bzw. dem 7N-Purin analogon 110 ausgehend aus 103
bzw. 104 in drei Stufen

Beide Phosphoramidite wurden in der RNA-Oligonucleotidsynthese eingesetzt. Die
sdurelabile Boc-Schutzgruppe wird im Laufe der Synthese zusammen mit den 5'-DMTr-
Schutzgruppen durch Behandlung mit Trichloressigsdure (3 %ig in Dichlormethan)
abgespalten, wodurch die Aminofunktion an dem 2’-O-Propyllinker frei wird. Aus
nachfolgendem Schema ist die acidolytische Abspaltung der Boc-Schutzgruppe zu

entnehmen.

/\®

(0] H %SH
>L JoorR T >Lf\ |
O ” O/I\H,R

OH
@
My + OJ\H,R 4>/K + CO2;  H4N-R

Schema 37: Mechanismus der acidolytischen Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

Nach beendeter Oligonucleotidsynthese am Synthesizer wurde somit ein komplett geschiitztes

RNA-Oligomer erhalten, welches ein selektiv ungeschiitztes primires Amin am modifizierten
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Nucleotid trdgt. Hieran konnten nun weitere Kupplungsreaktionen analog zu den bereits
diskutierten Kupplungen mit Carbonsdurederivaten unter Peptidkupplungsbedingungen (vgl.
Kap. 3.1.4.6) durchgefiihrt werden. Wie erwidhnt, befindet sich das RNA-Oligonucleotid noch
kovalent an das CPG-Festphasenmaterial gebunden; fiir die durchgefiihrten Kupplungs-
reaktionen mussten daher spezielle Bedingungen gewédhlt werden, die die Kupplung an der
festen Phase ermdglichen.

Entsprechend bestehender Literaturvorschriften wurde zur Aktivierung des Carbonsdure-

derivats eine Kombination aus HBTU/HOBt verwendet.!'¢!]

o
Q
FmocHN NHFmoc N FmocHN NHFmoc
j/\/\/\/ y o - N, j/\/\/\/
N 7ok

Schema 38: Mechanismus der Peptidkupplung unter Verwendung von HBTU und HOBt

Hierbei wird die Carbonsdurekomponente, in Schema 38 ist exemplarisch Ng,N¢-Di-Fmoc-L-
Lysin dargestellt, mit dem Uroniumsalz HBTU und dem Additiv HOBt in einem Gemisch aus
absolutem DMF und absolutem Dichlormethan vorgelegt. Anschliefend erfolgt die
Deprotonierung der Carbonsdurekomponente durch N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA),
wodurch sich als Zwischenstufe das reaktive O-Acyl-Uroniumsalz bildet. Dieses reagiert mit
dem deprotonierten HOBt zum Aktivester, der sich letztlich mit dem freien Amin zur

gewiinschten Amidverbindung umsetzt.!"*%!
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Schema 39: Festphasenkupplung von N,,N.-Di-Fmoc-L-Lysin an ein Oligonucleotid

Da das Oligonucleotid noch kovalent an das CPG-Festphasenmaterial gebunden ist, findet die
Kupplung unter heterogenen Bedingungen statt. Daher wird der Reaktionsansatz in einem
Schiittelinkubator fiir 72 h unter leichter Erwdrmung (ca. 35°C) geschiittelt. Problematisch ist,
dass sich der Verlauf der Kupplungsreaktion nicht z.B. mittels Diinnschichtchromatographie
verfolgen ldsst. Es hat sich daher empirisch herausgestellt, dass eine Reaktionszeit von 72 h
fiir eine vollstdndige Kupplung vonnéten ist.

Anschliefend wird das CPG-Festphasenmaterial mehrmals mit DMF und Dichlormethan
gesplilt, um die enstandenen Nebenprodukte vom Oligonucleotid-Konjugat abzuwaschen.
Nachfolgend fahrt man mit der bei der Oligonucleotidsynthese gewohnten Aufarbeitung fort
(vgl. Kap. 3.2.2); d.h., man spaltet das Oligomer unter basischen Bedingungen (wéssr.
Ammoniak/Ethanol 3:1) vom Festphasenmaterial ab und entfernt gleichzeitig sédmtliche
basenlabile Schutzgruppen. Hierbei werden auch die Aminoschutzgruppen der Kupplungs-
komponente entfernt. Wie im o.g. Fall wurde hier auf die Fmoc-Strategie zuriickgegriffen.
Unter den genannten Bedingungen findet somit auch die B-Eliminierung statt, die zur

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe fiihrt (Schema 40).
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Schema 40: Mechanismus der basischen Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Nach dieser Prozedur konnten diverse Oligonucleotid-Konjugate (s. Tab. 2 - 5) in unter-
schiedlichen Léangen synthetisiert werden. Nebenreaktionen wie z.B. eine mogliche
Esterbildung zwischen der freien 5°-OH-Gruppe des Oligomers und der Carbon-
sdaurekomponente konnten nicht beobachtet werden. Die intermedidre Bildung solcher
Esterkondensate ist wahrscheinlich, allerdings findet im Zuge der Aufarbeitung die
aminolytische Verseifungsreaktion aufgrund der basischen Bedingungen statt, weshalb solche

Nebenprodukte letztlich nicht isolierbar auftreten.
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Abbildung 19: MALDI-Massenspektren zweier mittels Festphasensynthese hergestellter Oligonucleotide.
Links: Lysin-Kupplung an DFBi-Nucleosid (Strang U9, Vgl. Tab. 2; ber. Masse: 3838,12
g/mol, gef. Masse: 3838,40 g/mol); Rechts: Lysin-Kupplung an 7N-Purin-Nucleosid (Strang
P1 Tab. 4; ber. Masse: 3804,12 g/mol, gef. Masse: 3802,85 g/mol).

Abbildung 19 zeigt zwei MALDI-Massenspektren von hergestellten Oligonucleotiden, an
denen jeweils analog zu Schema 39 Lysin gekuppelt wurde. Bei dem Spektrum links fand die
Kupplung an ein 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosid statt (Oligomer U9). Beim Spektrum
rechts wurde an die 2'-O-Aminopropyl-Modifikation des 7N-Purin-Nucleosids gekuppelt
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(Oligomer P1). Hier ist aufgrund der geringeren Konzentration der Probenlosung das Signal-
Rausch-Verhiltnis recht ausgeprégt. Bei beiden Spektren lédsst sich jedoch der Molpeak des

gewiinschten Oligonucleotid-Konjugats sehr gut erkennen.
3.1.6 Modifikation von LCAA-CPG - Festphasenmaterial

Nach den bisher vorgestellten Methoden, dem Einbau modifizierter Nucleosidbausteine in
RNA-Oligonucleotide bzw. der postsynthetischen Modifikation von Nucleotiden an der festen
Phase, lassen sich RNA-Oligomere an beliebigen Positionen auf unterschiedliche Weise
modifizieren. Eine Ausnahme besteht allerdings in der gezielten Modifikation am 3’-Ende
eines Oligonucleotids; da die konventionelle automatisierte Oligonucleotidsynthese

beginnend mit dem an der festen Phase (hdufig CPG-Material,®!

s.0.) gebundenen ersten
Nucleosidbaustein vom 3’-Ende zum 5°-Ende hin verlduft, ist eine gezielte Modifizierung am
3’-Ende eines Oligomers in erster Linie durch Derivatisierung des CPG-Festphasenmaterials

77191 Eine géingige Methode, CPG-Festphasenmaterial zu derivatisieren, geht von

moglich.!
der Verwendung von kduflichem LCAA-(Long chain amino alkyl)-CPG-Material aus (s.
Schema 41). Die freien terminalen Aminogruppen der Alkylketten lassen sich mit
Bernsteinsdureanhydrid unter Zusatz von Dimethylaminopyridin (DMAP) zu freien
Carbonséduren aktivieren. Anschliefend findet eine Veresterung z.B. mit modifizierten
Nucleosiden iiber die freie 3'-OH-Funktion unter geeigneter Aktivierung der Carbonsdure
statt. Als quantitativer Nachweis zum Erfolg der Aktivierung ldsst sich eine kleine Menge des
aktivierten CPG-Materials mit Ninhydrin-Losung behandeln. Im Vergleich zum nicht-
aktivierten LCAA-CPG, bei dem die freien Aminofunktion durch den Farbstoff tief lila

angeféarbt werden, bleibt das aktivierte CPG-Festphasenmaterial farblos.

(o}

H
HZN\/\/\/\NH oﬁo HOJ\/\I‘/N\/\/\/\NH
A o A

N ~

0" "o Q - . e} H o~ "o 0

HZN\/\/\/\H/O\)\/O\/\/SH_ DMAP HOJV\"/N 0\)\/0\/\/S|i_

o) Pyridin \/\/\/\ﬂ/ Ie)
o h 17 h, Raumtemp. o o) ~

111 112

Schema 41: Aktivierung von LCAA-CPG mit Bernsteinsdureanhydrid
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst 5°-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-
17-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tri-fluoracetamidopropyl)-p-D-ribofuranose 81
auf die beschriebene Weise an LCAA-CPG-Festphasenmaterial gebunden. Als Synthese-
vorschrift wurde ein Protokoll aus Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry her-

angezogen.!'®”!

o y N
HOJ\/\W S NH </
N E

o " (6] O/&O \Cl) & DMTrO fe)
. +
— G
H Ok/\ﬂ/ N v\/\/\Wo\/K/o\/\/s” y
o o} O~ OH O\/\/N\H/C':s

o]
112 81

DIC Pyridin
DMAP | NEt,

DFBi

Q H
DMTrO O)WNV\/\/\NH

DFEBi o ~

LM T o (e
OJK/\WN\/\/\/\[(O\)\/O\/\/SH_ £
DMTrO 5 o

Schema 42: Kupplung von 57-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-
imidazolyl)-2"-O-(y-N-trifluoracetamidopropyl)-p-D-ribofuranose 81 an aktiviertes LCAA-
CPG-Festphasenmaterial 112

Als Solvens fiir diese heterogene Kupplungsreaktion wurde absolutes Pyridin verwendet. Zur
Aktivierung der Saurefunktionen wurde Diisopropylcarbodiimid eingesetzt; ausserdem
wurden DMAP und Triethylamin zugesetzt. Das Gemisch wurde im Rundkolben unter
Argonatmosphire flir 20 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nachdem sé@mtliche Reagenzien
nach der Kupplungsreaktion durch diverse Waschschritte abgespiilt worden sind, wurde nicht
abreagiertes Nucleosid sowie nicht umgesetztes aktiviertes LCAA-CPG-Material 112 durch
Capping an unerwiinschten Nebenreaktion gehindert. Der Erfolg der Kupplungsreaktion ldsst
sich durch die sog. Beladung des LCAA-CPG-Festphasenmaterials mit dem Nucleosid
ermitteln. Hierfiir wird die saure Abspaltung der DMTr-Schutzgruppe vom gekuppelten

Nucleosid photometrisch erfasst; das Tritylkation, welches ein Absorptionsmaximum bei
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einer Wellenldnge von 498 nm besitzt, ldsst sich mittels nachfolgender Formel zur

Berechnung der Beladung des CPG-Materials heranziehen:

Volumen X Absorption N 1000
3 Masse

Beladung =

Wobei gilt: Volumen in mL, Absorption bei A = 498 nm, ¢ = Extinktionskoeffizient der DMTr-Gruppe (76 mL

em” pmol™) und Masse = Einwaage an CPG-Material in Gramm

Fiir das Kupplungsprodukt 113 konnte eine Beladung von ~ 35 umol/g ermittelt werden, was
im Vergleich zu kduflichem CPG-Material mit natiirlichen Nucleosiden (z.B. CPG-Material
von ChemGenes, ca. 42 pumol/g) eine sehr gute Kupplungsausbeute repréisentiert.

Dies konnte auch durch den Einsatz des derivatisierten CPG-Materials in der Oligo-
nucleotidsynthese belegt werden. Mit diesem derivatisiertem CPG-Festphasenmaterial wurde
eine 12mer - Oligonucleotidsynthese gestartet (Oligomer U13, Tab. 2, Kap. 3.2.2).

In nachfolgender Abbildung ist das MALDI-Massenspektrum dieses Oligomers dargestellt.

7B Ident:1 SMO(1,T11) PRD(IL,5, T
LDI- Parents Bpl:1641 TIC:48912
s JH 447 B ents.

B-JUL-2008 0
a Noise:20

Abbildung 20: MALDI-Massenspektrum des Oligomers U13. Die Synthese wurde mit dem aus dem
Nucleosid 81 hergestellten CPG-Festphasenmaterial 113 durchgefiihrt und beinhaltet daher
eine 4,6-Difluorbenzimidazol-2'-O-aminopropyl-Modifikation am 3’-Ende. Berechnete
Masse: 3710.05 g/mol, gefundene Masse: 3709.54 g/mol. vgl. Tab. 2.
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Nach dieser gelungenen CPG-Derivatisierung wurde versucht, einen mit Spermin
modifizierten Nucleosidbaustein nach gleicher Methode an LCAA-CPG-Festphasenmaterial
zu binden. Wie schon beim 2’-O-Aminopropyl-Baustein 81, miissen hierbei die Amino-
funktionen durch basenlabile Schutzgruppen blockiert werden, um unerwiinschte
Nebenreaktionen wahrend der Kupplung mit dem aktivierten CPG-Festphasenmaterial
auszuschlieen. Im Falle des Spermins wurde das (Fmoc)s-5-carboxyspermin 114 zur
Kupplung eingesetzt. Es wurde, wie auch schon das analoge Boc-Derivat, von der Fa.
Polyplus-transfection bezogen (s.0).

Zunichst fand die drei Stufen umfassende Synthese des Kupplungsbausteins 116, 5°-O-(4,4"-
Dimethoxytriphenylmethyl-2"-O-(y-N-(Ny,Ns-bis(9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N,Ns -
bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl|Jaminopropyl)ornithin)propylamid)-1"-desoxy-1’-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-pB-D-ribofuranose, ausgehend von 37°,5-O-(1,1,3,3-Tetra-
isopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-
imidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 und (Fmoc)s-5-carboxyspermin 114 statt (Schema 43).

F F

N NHFmoc N
</Nj©\ H\ </ NHFmoc
F DIC N F
\gfo ) HOB ~o o
i + NFmoc _— Si Fmoc
T o fmee CHCI e N Fmoc
HOT‘/L%/\/N\/\/NHFmoc 2Clz o]

\ H |
Si—0  O._~_NH, 72 h, Raumtemp. Si-0 o\/\/N\[(L%/\/N\/\/NHFmoc
¥ i ~
o)
77 114 115 quant.

F

N
</ NHFmoc
N F

DMTrO

1. NEtg3HF, 60 min, Raumtemp. o Fmoc
2. DMTIC, Pyridin, NEts, 17 h, Raumtemp. HoN Fmoc
115 HO O_~_N N._~_ NHFmoc
\g/L“‘«/\/
117
Schema 43: Synthese von 5°-0-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl-2"-O-(y-N-(Ng,N;s-bis(9-H-fluoren-9-yl-

methoxycarbonyl)-N,,Ns-bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl]Jaminopropyl)ornithin)-
propylamid)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 117

Die Kupplung des Fmoc-geschiitzen 5-Carboxyspermins 114 mit dem Nucleosid 77 verlief

erneut glatt in quantitativer Ausbeute, wobei abermals auf eine chromatographische
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Aufreinigung verzichtet werden konnte. Im anschlieBenden Syntheseschritt, der Abspaltung
der Markiewicz-Schutzgruppe mit Fluorid, musste, wie schon beim 2'-O-Cyanoethyl-Derivat,
vgl. Kap. 3.1.4.3, mit Triethylamin Trihydrofluorid gearbeitet werden, da die Basizitit von
Tetrabutylammoniumfluorid ausreicht, um die Fmoc-Schutzgruppe teilweise abzuspalten.!'®®
Die abschlieBende 5'-DMTr-Blockierung fand wieder unter den gewohnten Reaktions-
bedingungen statt. Insgesamt konnte das gewiinschte Nucleosid 117 mit einer
Gesamtausbeute von 58 % liber drei Stufen erhalten werden.

Die Kupplung dieses Nucleosidbausteins 117 an das aktivierte LCAA-CPG-Festphasen-
material 112 wurde analog zu obiger Vorschrift durchgefiihrt. Allerdings wurde auf den
Cappingschritt mit Piperidin verzichtet, um eine unerwiinschte Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppen zu vermeiden.

Letztlich konnte jedoch mit dem (Fmoc)s-5-carboxylspermin-Derivat 117 keine befriedigende
Beladung des CPG-Materials erreicht werden — eine mit diesem Festphasenmaterial gestartete
Oligonucleotidsynthese schlug daher fehl. Die nach obiger Formel errechnete Beladung
konnte hierbei mit <25 pumol/g beziffert werden.

Sehr wahrscheinlich ist der sterisch anspruchsvolle 2’-O-Aminopropylspermin-Substituent
inklusive der raumgreifenden Fmoc-Schutzgruppen so groB3, dass eine Kupplungreaktion sehr
stark gehindert ist. Da ein positiver Ninhydrin-Test mit dem bereits gekuppelten LCAA-CPG-
Derivat 117 dariiberhinaus darauf hindeutet, dass freie Aminofunktionen vorhanden sind, lasst
sich davon ausgehen, das im Laufe der Kupplungsreaktion die sehr basenlabile Fmoc-

Schutzgruppe wohl auch teilweise abgespalten wurde.

3.2 Synthese von Oligonucleotiden

Die 3’-Phosphoramidite von Nucleosidbausteinen, wie sie in Kap. 3.1 dieser Arbeit
dargestellt sind, eignen sich zum Einsatz in der automatisierten Synthese von langkettigen
Oligonucleotiden. Sowohl bei DNA-, als auch bei RNA-Oligmeren handelt es sich um
Biopolymere, die aus der sich wiederholenden Kondensationen einzelner Nucleotide
entstehen und in der Abfolgesequenz der einzelnen Nucleotide und in der Gesamtlidnge

variieren.
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In den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts gelang durch die Entwicklung der
Oligonucleotid-Festphasensynthese ein wesentlicher Durchbruch in der Herstellung von
DNA- bzw. RNA-Oligomeren. Letsinger et al. entwickelten dabei basierend auf die wenige

[167]

Jahre zuvor von Merrifield vorgestellte Festphasensynthese fiir Polypeptide™ °'* einen Zugang

zu Oligonucleotiden, der im Vergleich zu der homogenen Synthese deutliche Vorteile

besitzt.'% 167

So bietet die Festphasensynthese kiirzere Synthesezeit, effizientere
Kupplungen und dadurch hohere Ausbeuten der langketten Molekiile, die zudem in hoher

Reinheit isoliert werden konnen.
3.2.1 Automatisierte Festphasensynthese von Oligonucleotiden

Als weiterer Fortschritt in dieser Technologie kann die von Beaucage und Caruthers

[109, 112

eingefiihrte automatisierte Festphasensynthese betrachtet werden. I Hierbei wird auf die

auch noch heutzutage am héufigsten eingesetzte Phosphoramidit-Methode zur Herstellung

108 1111131 Dabej wird ein orthogonal

von Oligonucleotiden an Synthesizern zuriickgegriffen.|
geschiitzes 3’-Nucleosidphosphoramidit in Gegenwart eines Aktivator (hdufig 1H-Tetrazol)
mit der 5'-Hydroxyfunktion eines am Festphasenmaterial gebundenen Nucleosids zu einem

Phosphittriester umgesetzt.

DMTrO BaseSC
SG (e}

SG B
pMTro C?ase Ho fe) e 1. 1H-Tetrazol
+ 2. Oxidation ? OTBDMS

? OTBDMS O OTBDMS — 0=P-0 BaseSC
! o}
/LN,P\O/\/CN é N
P O OTBDMS
Schema 44: Ablauf ein Kupplung mittels Phosphoramidit-Methode, SG = Schutzgruppe

Als Festphasenmaterial kommt iiberwiegend das bereits schon erwihnte CPG-Material''®"

(spherische Glaskiigelchen mit einer PorengréBe zwischen 500 und 1000 A) aber auch sog.

1701 7um Einsatz.

"Tentagel" (Polystyrol-Polymerkiigelchen)!
Der erste Nucleosidbaustein einer Oligonucleotidsynthese ist iiber die 3’-OH-Funktion

kovalent mittels eines basenlabilen Linkers mit dem Festphasenmaterial verbunden.
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Die automatisierte Oligonucleotid-Festphasensynthese verflauft in der Regel — entgegen der
biologischen Synthesen von Nucleinsdure durch Polymerasen — von 3°—5’- Richtung. Die
Synthese kann duch einen Syntheszyklus beschrieben werden, der durch die Entschiitzung der
5’-Hydroxyfunktion des ersten Nucleosids an der festen Phase mit 3 %iger Trichloressigsdure
in Dichlormethan gestartet wird. Der Synthesekreislauf wird so lange wiederholt, bis die
gewlinschte Lange des Oligonucleotids erreicht worden ist.

In nachfolgender Abbildung ist ein solcher Festphasensynthesezyklus nach der Phosphor-

amiditmethode, wie er auch im Rahmen dieser Arbeit Anwedung gefunden hat, dargestellt.

Abspaltung vom Trager / Entschutzung

Oligonucleotid

SG
DMTrO Base
o

SG
DMTrO Base
o

O O-SG
+TCA
O 0O-SG
0=P-0 BaseSC Detrltyllerung
o O
Oxidation NG >
1,/H,0 O 0O-SG
SG
DMTrO Base
(0]
SG
O 0O-sG HO Base
IlD—O BaseS® o)
|
(o)
NG _w O 0-SG
O 0O-sG
Aktivierung mit
1H-Tetrazol
N-N
Capping N Y
N
AcO Kupplung |l|
SG
ACO face DMTO Base
(o)
O O-SG

Abbildung 21: Synthesezyklus der Phosphoramidit-Methode
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Wie bereits beschrieben, wird der zweite Phosphoramidit-Nucleosidbaustein nach
Aktivierung mit 1H-Tetrazol an die freie 5’-OH-Funktion des ersten Bausteins gekuppelt.
Vermutlich reagiert das Tetrazol (pKgs = 4.9)!""" dabei zunichst als Siure und protoniert das
Nucleosid am Phosphor- oder Stickstoffatom der 3"-Amiditfunktion. Dieses Kation kann dann
mit einem zweiten Tetrazol-Molekiil zum Tetrazolid reagieren; das Tetrazolid greift nun als
sehr reaktive Spezies die 5'-OH-Funktion des tragergebundenen Nucleosidbausteins an — und
unter Abspaltung von 1H-Tetrazol wird das erste dimere Oligonucleotid ausgebildet. Dieser
von Dabhl et al. postulierte Mechanismus betrachtet das Tetrazol sowohl als sauren, wie auch
als nucleophilen Katalysator.!'"

Fiir die nachfolgende Kupplungsreakton wird das zu aktivierende Phosphoramidit in 50 bis
100fachem Uberschuss eingesetzt. Es bildet sich ein Phosphortriester, in dem das
Phosphoratom die Oxidationsstufe +III besitzt. Zuvor findet das sog. capping, also das
Maskieren von nicht abreagierten 5’-Hydroxyfunktionen durch Zusatz von Acetanhydrid statt.
Auf diese Weise werden Nebenreaktionen unterdriickt und eine Synthese von Fehlsequenzen
findet praktisch nicht mehr statt. Im anschlieBenden Schritt wird der dreiwertige Phosphor
durch Zugabe von lod in einem Wasser/Pyridin-Gemisch zum fiinfwertigen Phosphor
aufoxidiert. Das auf diese Weise entstandene erste Kupplungsaddukt steht fiir eine weitere
Kupplung im Synthesezyklus zur Verfiigung.

RNA-Oligonucleotidsynthesen lassen sich auf die Weise in Kupplungsausbeuten von 98 bis
99 % durchfiihren, womit sich Oligomere in Léngen bis zu 100 Nucleotiden (nt) herstellen

161 Dije mathematische Beziehung zwischen der Gesamtausbeute eine Oligo-

lassen.
nucleotidsynthese und der durchschnittlichen Kupplungsausbeute ldsst sich durch folgende

Formel beschreiben:

N-1

GA—[KA] x 100 %
~ 1100 0

Wobei gilt: GA = Gesamtausbeute ; KA = Kupplungsausbeute, N = Liange des Oligomers.

Diese Kupplungsausbeuten gelten jedoch in erster Linie fiir die Verwendung unmodifizierter,
natiirlicher Nucleosidbausteine; durch den Einsatz von anderen Nucleosidanaloga — erst Recht

durch die Verwendung von Nucleosidbausteinen, die iiber eine teilweise sterisch
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einfluBreiche Modifizierung an der 2’-Funktion der Ribose verfligen — verringern sich die
Kupplungsausbeuten.

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Oligonucleotide wurden nach o.g.
Phosphoramidit-Methode im 1 upmol-Maflstab an einem Syntheseautomaten der Fa.
PerSeptive Biosystems (Modell: Expedite 8905) hergestellt.

Fiir die Synthesen kamen selbst zu befiillende Synthesesdulchen der Fa. Eurogentec zum
Einsatz. Es wurden die standardisierten Syntheseprotokolle fiir RNA-Synthesen verwendet —
fiir natiirliche Nucleosidbausteine wurde eine Kupplungszeit von ca. 12 Minuten eingehalten;
bei modifizierten Nucleosidbausteinen wurde i.d. Regel sog. ,,double coupling™ verwendet,
wodurch sich die Kupplungszeit fiir diesen Baustein auf 30 Minuten verldngerte. Alle RNA
Oligonucleotidsynthesen wurden im sog. ,,DMTr-Off*-Modus durchgefiihrt, d.h. sie endeten
mit der Abspaltung der 5'-O-DMTr-Schutzgruppe am letzten Nucleosidbaustein.

Die Effizienz der einzelnen Kupplungsreaktionen im Laufe der Oligonucleotidsynthese
konnten mittels eines im Synthesautomaten integrierten Trityl-Monitor verfolgt werden.
Dieser misst nach dem Zyklus die Abspaltung des Tritylkations photometrisch bei A = 498
nm. Hierdurch ldsst sich in etwa die Ausbeute eines Kupplungsschrittes nachverfolgen; am
Synthesizer ldsst sich ein graphischer Plot, das sog. Tritylprotokoll, als Balkendiagramm
anzeigen. In Abbildung 22 sind exemplarisch die Tritylprotokolle verschiedener RNA-
Synthesen abgebildet.
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Abbildung 22: Exemplarische Trityl-Protokolle; A): 21mer mit DFBi-2’-O-(Boc)-Aminopropyl -
Modifikation 107, B): Pyrimidinreiches 12mer mit DFBi-2’-O-(Boc)-Aminopropyl —
Modifikation 107, C): Purinreiches 12mer mit 7N-Purin-2’-O-(Boc)-Aminopropyl —
Modifikation 110. Die Modifikationen wurden an Position ,,7* eingebaut; 5 = Adenosin.

Um nach erfolgter Oligonucleotidsynthese am Synthesizer ein ungeschiitztes, entsalztes
RNA-Oligomer zu erhalten, miissen einige postsynthetische Aufarbeitungsschritte erfolgen —

diese sollen im Folgenden Erwdhnung finden.

3.2.2 Aufreinigung und Analytik der synthetisierten RNA-Oligomere

Im ersten Schritt der Aufarbeitung eines synthetisierten RNA-Oligonucleotids erfolgt die
basische Abspaltung von der festen Phase simultan mit der Deblockierung sémtlicher
basenlabiler Schutzgruppen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Behandlung des CPG-
gebundenen Oligomers mit einem Ammoniak-Ethanol-Gemisch (3:1) fiir 24 h bei 40°C
gewidhlt.'®! Dabei erfolgte neben der aminolytischen Esterspaltung vom Trigermaterial
(zumeist werden hierbei Succinyl-Linker gespalten)'®* ' auch die Entfernung der
basenlabilen Nucleosidschutzgruppen, wie sie bei den natiirlichen Nucleosidbausteinen

verwendet werden (z.B. iso-Butyryl, Acetyl, Benzoyl) sowie die Abspaltung der f3-
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Cyanoethyl-Schutzgruppe am Phosphat. Dariiberhinaus erfolgt in diesem Schritt auch die
Abspaltung basenlabiler Aminoschutzgruppen an der 2’-O-Modifikation. Wéhrend die
Trifluoracetylschutzgruppe, wie sie z.B. beim 2’-O-Aminopropyl-Baustein 107 bzw. 110
angewendet wurde, unter den genannten Bedingungen quantitativ abzuspalten ist, reichen die
gleichen Konditionen nicht aus, um die Phthalimidoschutzgruppe des 2’-O-Aminoethyl-
Nucleosids 65 vollstindig zu entfernen. Hierbei musste die Inkubationszeit im
Ammoniak/Ethanol-Gemisch auf bis zu 48 h verldangert werden.

Nach dem Abtrennen der Oligoribonucleotid-Losung vom CPG-Material und dem Einengen
dieser Losung in der Vakuumzentrifuge (SpeedVac), erfolgt die Abspaltung der Fluorid-
labilen Schutzgruppen — also iiberwiegend die 2'-O-TBDMS-Schutzgruppen. Bis zu diesem
Zeitpunkt kann auf eine sterile Behandlung der RNA-Oligomere weitestgehend verzichtet
werden, da Nucleasen in erster Linie die freie 2'-OH-Funktion fiir den Abbau von RNA
bendtigen.”® Die Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppen erfolgt durch Zusatz einer
Triethylamin-Trihydrofluorid-Losung unter sterilen Bedingen und Erwérmung (60°C) fiir 90
Minuten.['7>- 176!

SchlieBlich kann das ungeschiitzte Oligonucleotid durch Zugabe von n-Butanol ausgefillt
werden. Das RNA-Pellet wird kurz getrocknet und kann mittels Anionenaustauscher-HPLC
gereinigt werden. Die Anionenaustauscher-HPLC Trennung ist neben der priparativen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) die Standardmethode zur Reinigung von RNA-
Oligomeren."””> '*1 Hierbei werden die einzelnen Oligonucleotid-Fragmente nach ihren
Ladungsunterschieden aufgetrennt. Das negativ geladene Phosphatriickgrat eines Oligo-
nucleotids interagiert mit auf den auf der stationdren Phase immobilisierten kationischen
Gruppen. Die gebundenen Oligonucleotide lassen sich dann mit einem Gradienten von
steigender lonenstirke (Salzgehalt) von der Trennsédule spiilen, wobei das ldngste Oligomer
zuletzt eluiert wird. Als Elutionsmittel wurde ein steriles Gemisch aus Wasser (pH = 8.0) und
1 M LiCl-Lésung verwendet; das Wasser wurde zuvor mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandelt und autoklaviert, um frei von RNAsen zu sein.!”]

Mit dieser Trennmethode lassen sich die gewiinschten RNA-Oligomere in guten Ausbeuten
und hoher Reinheit von den synthesebedingten Abbruchsequenzen abtrennen. Allerdings
zeigten sich bei vermehrt kationisch modifizierten RNA-Oligomeren auftretende
Schwierigkeiten bei der Trennung. Bedingt durch die Modifikation, mit der ein Teil der
negativen Ladung der RNA neutralisiert wird, veréndert sich die ansonsten fiir die jeweilige

Oligomerenldnge typische Retentionszeit hin zu kiirzerer Verweildauer auf der Trennséule.
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Dadurch konnte beobachtet werden, dass sich in Fraktionen gleicher Retentionszeit
unterschiedlich lange RNA Fragmente (Abbruchsequenz und modifiziertes Oligomer mit
gleicher Ladung) befanden.

Nachfolgend sind einige exemplarische HPLC-Chromatogramme abgebildet.
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Abbildung 23: HPLC-Chromatogramme von modifizierten RNA-12meren. Der Peak, der das gewiinschte
12mer reprisentiert, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Oben links: Laurinsiure-
Modifikation (A12), Oben rechts: Lysin-Modifikation nach Festphasenkupplung (A9), Unten
links: Aminopropyl-Modifikation (A4), Unten rechts: Lysin-Modifikation (U8).

Aus obiger Abbildung lassen sich sehr gut die erwéhnten Verschiebungen der unterschiedlich
modifizierten 12mere erkennen. Wéhrend das Oligonucleotid mit der lipophilen Laurinséure-
Modifikation (oben links) mit einer Retentionszeit von ca. 22 min eluiert wird, 14sst sich das
Aminopropyl-modifizierte 12mer (unten links) bereits nach 18 min von der Sdule spiilen. Bei
den beiden Lysin-modifizierten Oligonucleotiden (oben rechts bzw. unten rechts) ist der
vergleichsweise geringe Unterschied der Retentionszeiten in erster Linie durch die
unterschiedlichen Sequenzen der 12mer-Stridnge (einmal der purinreiche Strang, oben; einmal
das pyrimidinreiche 12mer, unten) zu erkliren.

Das nach Anionenaustauscher-HPLC erhaltene Oligonucleotid gewiinschter Lange ist bedingt

durch den verwendeten Elutionsgradienten durch groBe Mengen an Salz verunreinigt. Im
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letzten Schritt der Oligonucleotid-Aufreinigungsprozedur muss daher noch eine griindliche
Entsalzung der RNA-Probe mittels Gelfiltration erfolgen. Fiir diesen Zweck wurden
kéufliche, bereits vorgepackte Sephadex-G25-Entsalzungssdulchen der Fa. Eurogentec
verwendet. Das Trennprinzip der Gelfiltration beruht auf der groBenabhédngigen Diffusion
der Probenmolekiile in Poren der stationdren Phase. Die polymeren Trennmaterialien, wie
z.B. Sephadex G25, besitzen mikroskopische Poren, in welche die Salzionen hinein
diffundieren, wihrend die groflen Oligonucleotid-Molekiile ausgeschlossen bleiben und somit
rasch eluiert werden. Die nach der Entsalzung erhaltenen Fraktionen haben unterschiedliche
Salzgehalte. Fiir die Charakterisierung mittels Massenspektrometrie sowie fiir die spektros-
kopischen Untersuchungen und die biologischen Anwendungen wurden jeweils die reinsten,
salzarmsten Fraktionen verwendet.

Die Quantifizierung der entsalzten RNA-Probe erfolgt mittels UV-Spektroskopie. Dabei wird
die optische Dichte (OD), also die Extinktion, der Probe bei einer Wellenldnge von 260 nm
am Photometer ermittelt."””) Bei bekannten Extinktionskoeffizent kann nach dem Lambert-

Beerschen Gesetzt die Konzentration der Probe wie folgt ermittelt werden:

C=OD260/8-d

Mit: ¢ = Konzentration der RNA in pg/mL, OD,4y = optische Dichte der Probe bei A =260 nm, € =
Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke (1 cm)

Als generelle Faustregel ldsst sich sagen, dass 1 ODg etwa 33 pg/mL RNA entspricht.

Als wichtigste Nachweismethode zum Erfolg der durchgefiihrten Oligonucleotidsynthesen
wurde die Massenspektrometrie herangezogen. Zur Charakterisierung von RNA-Oligo-
nucleotiden hat sich vor allem die MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization

time-of-flight)-Massenspektrometrie etabliert.!30-182

Diese Methode ermoglicht die
unfragmentierte Analyse von Oligonucleotiden mit hoher Empfindlichkeit.

Weitere Einzelheiten zur Quantifizierung der synthetisierten Oligonucleotide sind dem
experimentellen Teil, Kap. 5.3 zu entnehmen.

Aus Abb. 24 kann man die MALDI-MS-Spektren zweier synthetisierter, modifizierter RNA-

Oligomere entnehmen.
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Abbildung 24: MALDI-MS - Spektren von modifizierten RNA-12meren;
links: 2"-O-AP-Arginin Modifikation, Strang: A10, ber. Masse: 4170.52 g/mol, gef. Masse:
4171.62 g/mol. Rechts: 2’-O-AP-Laurinséure Modifikation, Strang A12, ber. Masse:
4196.62 g/mol, gef. Masse: 4202.92 g/mol.

Fiir die Oligonucleotid-Konjugate, die mittels Festphasenkupplung hergestellt wurden (vgl.
Kap. 3.1.5) erfolgte grundsitzlich eine analoge Aufarbeitung. Da allerdings nach beendeter
automatisierter Oligonucleotidsynthese am Syntheziser die Kupplung eines Carbonsdure-
derivats an das festphasengebundene Oligomer erfolgte, mussten leichte Anderungen bei der
Entfernung der Schutzgruppen vorgenommen werden.

Die basische Abspaltung der Schutzgruppen erfolgte hierbei zumeist fiir bis zu 30 h in
Ammoniak/Ethanol (3:1) bei 40°C — vor allem dann, wenn die Kupplungskomponente selbst

auch basenlabile Schutzgruppen, wie z.B. Fmoc, besaB.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf die oben beschriebene Weise zwei Arten von RNA-
Oligonucleotiden hergestellt: Zum einen RNA-12mere, die als Modellsystem zur
spektroskopischen Untersuchung des Einflusses der jeweiligen Modifikation auf die
thermodynamische Stabilitdt eines RNA-Duplexes dienten. Zum anderen wurden RNA-
21mere als sog. siRNAs (vgl. Kap. 3.4) synthetisiert, in die verschiedene 2’-O-
Modifikationen inkorporiert wurden. Diese sollten in biologischen Assays auf ihre
biologischen Eigenschaften hin untersucht werden. Zu diesem Zweck kam ausschlieBlich das
4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosid zum Einsatz.

Fiir die thermodynamischen Untersuchungen des Einflusses der 2’-O-Modifikationen auf
einen Duplex wurden zwei 12mer - Stringe gewihlt, die sich fiir diesen Zweck in den letzten

Jahren im Arbeitskreis von Prof. Engels etabliert haben. % %% %]
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Es handelt sich dabei um jeweils einen pyrimidin- und einen purinreichen Strang mit

folgenden Sequenzen:

3’-UUCUUUCUUUUC-5’
5'-AAGAAAGAAAAG-3’

Pyrimidinreicher Strang (U1):
Purinreicher Strang (A1):

Die modifizierten Nucleoside wurden jeweils in der Mitte der Strange (fett u. kursiv markierte
Base) eingebaut. In Tabelle 2 sind die synthetisierten pyrimidinreichen RNA-12mere mit den

jeweiligen Modifkationen und dem gemessenen Molgewicht dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die synthetisierten pyrimidinreichen RNA-12mere; Alle Modifikationen
besitzen 4,6-Difluorbenzimidazol als Nucleobase. AE = aminoethyl, AP = aminopropyl, CE
= cyanoethyl, GE = guanidinoethyl, Spe = Spermin, Lys = Lysin, Arg = Arginin, Laur =
Laurinsiure. Lys' bzw. Arg' = herkomml. Synthese; Lys” bzw. Arg” = Festphasenkupplung

Kirzel Sequenz Modifikation Ma?sDZ]ber. Masislsz]gef.
Ul |3'-UucCuUuUcCUuUUuuC-5 keine 3609.11 3606.96
U2 |3'-UuUC UUX CUU UUC - 5' 2'-OH 3652.99 3647.51
U3 |3-uUucuuxcuuuuc-5| 2-O-AE 3696.04 3713.34
U4 |3 -uUucuuxcuuuuc-5| 2-0O-AP 3710.05 3706.01
U5 |3 -uucuuxcuuuuc-5| 2-0-CE 3706.02 3704.05
U6 |3 -uUucuuxcuuuuc-5| 2'-O-GE 3738.32 3737.43
U7 |3'-UUCUUX CUUUUC-5'| 2°-O-AP-Spe 3938.25 3956.22
U8 |3'-UUCUUXCUUUUC-5 |2-0-AP-lys' | 3838.12 3837.70
U9 |3'- UUC UUX CUU UUC - 5' | 2'-0-AP-Lys 3838.12 3838.40
U10 |3'-UUC UUX CUU UUC -5'|2-0-AP-Arg’|  3866.12 3888.44
U1l |3'-UUC UUX CUU UUC -5 | 2-0-AP-Arg” |  3866.12 3860.24
Ul2 [3'-UUCUUX CUUUUC-5"|2-O-AP-Laur | 3892.22 3892.77
Ul3 |3'-xuCcuuucuuuuc-5| 2'-0-AP 3710.05 3709.54

Fiir das Oligomer U4, welches das 4,6-Difluorbenzimidazolnucleosid mit einer 2’-O-
Aminopropyl-Modifikation beinhaltet, wurde der Nucleosidbaustein 82 in die RNA
Festphasensynthese eingesetzt. Fiir die RNA-Oligomere U7, U8, U10 und U12 wurde die in
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Kap. 3.1.4.6 diskutierte Syntheseroute angewendet; die Oligomeren U1l und U12 wurden
nach der in Kap. 3.1.5 beschriebene Methode der Festphasenmodifikation hergestellt. Die
MALDI-MS-spektrometrische Analyse zeigt, dass U8 und U9 sowie U10 und U11 die gleiche
molare Masse besitzen, weshalb davon auszugehen ist, dass es sich um die gleichen
Oligonucleotide handelt.

Bei dem Oligomer U13 kam das nach Kap. 3.1.6 beschriebene CPG-Derivat mit 5°-O-(4,4’-
Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tri-
fluoracetamidopropyl)-B-D-ribofuranose 113 zum Einsatz. Beginnend mit diesem
modifizierten CPG-Festphasenmaterial wurde eine 12mer Synthese gestartet, wodurch sich
das gewiinschte, am 3’-Ende modifizierte RNA-Oligomer in guter Ausbeute herstellen lieB3.

Nachfolgend sind sdmtliche purinreiche 4,6-Difluorbenzimidazol-2’-O-modifizierten 12mere

aufgelistet.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die synthetisierten purinreichen RNA-12mere; Alle Modifikationen besitzen
4,6-Difluorbenzimidazol als Nucleobase. AE = aminoethyl, AP = aminopropyl, CE =
cyanoethyl, GE = guanidinoethyl, Spe = Spermin, Lys = Lysin, Arg = Arginin, Laur =
Laurinsdure. Lys' , Arg', Laur' = herkomml. Synthese; Lys>, Arg®, Laur® =
Festphasenkupplung

Kirzel Sequenz Modifikation Ma?sDZ]ber. Masils)z]gef.
Al | 5'- AAG AAA GAA AAG - 3' keine 3935.54 3937.01
A2 | 5 - AAG AAX GAA AAG - 3' 2°-OH 3957.39 3956.75
A3 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' 2-0-AE 4000.44 3999.35
A4 | 5 - AAG AAX GAA AAG - 3' 2-0-AP 4014.45 4007.19
A5 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' 2-0-CE 4010.42 4028.02
A6 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' 2°-0-GE 4042.72 4043.23
A7 | 5 - AAG AAX GAA AAG - 3' | 2'-O-AP-Spe 4242.65 4249.27
A8 | 5 -AAG AAX GAA AAG - 3 | 2-O-AP-Lys' | 414252 4141.36
A9 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2°-O-AP-Lys’ 4142.52 4148.90
Al0 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2°-O-AP-Arg' |  4170.52 4171.64
All | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2-O-AP-Arg’ |  4170.52 4184.77
Al2 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2'-O-AP-Laur'| 4196.62 4202.92
Al3 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2"-O-AP-Laur’|  4196.62 4213.44
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Auch bei dieser Synthesereihe wurde fiir das Oligonucleotid A4 der Nucleosidbaustein 82
verwendet. Wie schon fiir die pyrimidinreichen Strdnge, wurde auch hier bei den RNA-
Oligomeren A7, A8, A10 und A12 die in Kap. 3.1.4.6 diskutierte Syntheseroute angewendet;
die Oligomeren All, Al2 sowie Al3 wurden ebenfalls mittels Festphasenkupplung nach
bereits erfolgter Oligonucleotidsynthese hergestellt (s. Kap. 3.1.5).

Fiir sémtliche hergestellten RNA-Oligonucleotide ldsst sich feststellen, dass es nicht immer
moglich war, den Molpeak des ungeladenen Oligomers [M+H] zu detektieren. Stattdessen
konnten in den MALDI-Spektren nicht selten verschiedene Salzaddukte gefunden werden.
Uberwiegend wurde das einfach geladene Natriumaddukt, sowie das ebenfalls einfach
geladene Ammoniumaddukt des entsprechenden Oligomers detektiert. Beim Oligomer A7,

dem Spermin-Addukt, wurde als 100 %-Peak das zweifache Natriumaddukt gefunden.

Da die Synthesestrategie der Festphasenkupplung nach erfolgter Oligonucleotidsynthese auch
auf den 7N-Purin-Baustein 110 ausgeweitet wurde (vgl. Kap. 3.1.5), konnten somit auch
purin- und pyrimidinreiche RNA-12mere, die diesen 7N-Purin Baustein inklusive einer 2'-O-

Modifikation beinhalteten, hergestellt werden.

Tabelle 4: Synthetisierte Oligonucleotide mit dem 7N-Purinbaustein 109. Alle Stringe wurde nach der
in Kap. 3.1.5 vorgestellten Festphasenmethode hergestellt. Lys = Lysin, Arg = Arginin
Kirzel Sequenz Modifikation Ma?sDz]ber. Masilsjz]gef.
P1 |3'-UUCUUX CUUUUC-5'| 2°-O-AP-Lys 3804.12 3802.85
P2 |3 -UUCUUX CUUUUC-5'| 2’-O-AP-Arg 3832.12 3830.26
P3 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2°-O-AP-Lys 4108.52 4126.03
P4 | 5'- AAG AAX GAA AAG - 3' | 2'-O-AP-Arg 4136.52 4132.49

Wie bereits erwédhnt, wurden neben den RNA-12meren auch 2 Imere hergestellt, mit denen im
Rahmen einer Projektkooperation (EU-RIGHT — Projekt) die biologischen Eigenschaften der
modifizierten siRNA-Stringe untersucht werden sollten.

Als Targetsequenz wurde eine siRNA gewdhlt, die gegen ein etablierte Sequenz aus der eGFP
mRNA gerichtet ist.!'** '*3! Alle Modifikationen wurden in den antisense-Strang (auch guide-

Strang genannt) dieser siRNA mit folgender Sequenz eingebaut:
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3’-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCA-5’

Der Einbau der modifizierten universellen Nucleosidbausteine erfolgte an der Stelle des
letzten Adenosin-Nucleosids am 5’-Ende der Sequenz. Dieser Idee liegt zugrunde, dass an
dieser Position zum einen Modifikationen besonders gut toleriert werden, zum anderen sich
eine Destabilisierung des siRNA-Duplexes, bedingt durch den Einbau des nicht-natiirlichen
Nucleosids, von Vorteil fiir die leichtere Entwindung des Duplexes durch das Enzym Dicer

%0-38 Dadurch konnte sich die spezifische Aufnahme des antisense-Stranges durch

auswirkt.!
den RIS-Komplex erhohen, wodurch sich eine Steigerung des RNAi-knock-down erzielen

lieBe." In Tabelle 5 sind die fiir diese Zwecke hergestellten siRNA-antisense-Stringe

aufgefiihrt:

Tabelle 5: Synthetisierte siRNA-21mere aus der antisense — Sequenz von eGFP. Alle Modifikationen
besitzen 4,6-Difluorbenzimidazol als Nucleobase. AP = Aminopropyl, CE = Cyanoethyl, Lys
= Lysin, Arg = Arginin, Laur = Laurinsiure.

Kirzel Sequenz Modifikation Ma?sDZ]ber. Mas[sDz;gef.
AS1 | 3'-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCA-5 keine 6641.99 6648.04
AS2 | 3'-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5 2°-0-AP 6719.90 6735.62
AS3 | 3'-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5 2-0-CE 6715.87 6721.39
AS4 3’-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2-O-AP-Lys 6847.57 6845.70
AS5 3"-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2'-O-AP-Arg 6875.97 6822.91
AS6 3"-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2'-O-AP-Laur 6905.07 6912.59

Fiir das 21mer AS2 wurde — wie schon bei den entsprechenden 12meren (s.0.) — der
Nucleosidbaustein 82 mit einer Trifluoracetylgeschiitzten 2’-O-Aminopropyl-Modifikation
verwendet. Beim 21mer AS5 wurde die Arginin-Modifikation gemdfl der in Kap. 3.1.5
vorgestellten Festphasensynthese nach erfolgter Oligonucleotidsynthese an den 2'-O-
Aminopropyl-Linker angekniipft. Das Tritylprotokoll dieser Synthese ist in Abbildung 22,
links, dargestellt. Im MALDI-Massenspektrum konnte als 100 %-Peak das zweifache
Natriumaddukt detektiert werden.
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3.3 Spektroskopische Untersuchungen der Oligonucleotide

Die in Kap. 3.2 vorgestellten synthetisierten RNA-12mere wurde zu spektroskopischen
Untersuchungen herangezogen. Dadurch sollte der Einfluss der unterschiedlichen 2'-
Modifikationen innerhalb der pyrimidin- bzw. purinreichen Sequenzen untersucht werden.

Es fanden zwei wichtige Methoden zur Untersuchung von Oligonucleotiden Anwendung:

l.: UV-Spektroskopie zur Aufnahme von Schmelzkurven

2.: CD-Spektroskopie zur Analyse der Sekundér- und Tertidrstruktur

Beide Methoden werden im Folgenden kurz vorgestellt und die erzielten Ergebnisse werden

diskutiert.

3.3.1 UV-Spektroskopie

Unter Zuhilfenahme der UV-Spektroskopie lassen sich wichtige Erkenntnisse iiber die
thermodynamische Stabilitit eines Nucleinsidure-Duplexes gewinnen. So 14sst sich mit dieser
Methode der sog. Schmelzpunkt (T,,) eines Duplexes ermitteln. Unter dem Schmelzpunkt
eines Duplexes versteht man die Temperatur, bei der genau die Hilfte der Molekiile einer
Probe noch als Duplex vorliegen; die andere Hélfte ist bei dieser Temperatur schon
aufgeschmolzen und liegt folglich als Einzelstrang vor.'” Der T,-Wert ist daher ein
charakteristischer Parameter flir die thermodynamische Stabilitit eines Duplexes und ein
wichtiges meBbares Kriterium. Dieser MeBmethode liegt die Anderung der Extinktion im
Laufe des Ubergangs vom Doppel- zum Einzelstrang zugrunde. Durch die Erhohung der
Temperatur im Laufe einer Messung wird der RNA-Duplex aufgeschmolzen wobei sich durch
die Anderung der Basenstapelungswechselwirkungen der Nucleobasen auch deren Extinktion
verindert. Bei einem Ubergang von der geordneten Struktur (Duplex) in eine ungeordnete
Struktur (Einzelstrang als Knduel) nimmt die Extinktion zu — man spricht hierbei von der sog.
Hyperchromizitit. Beim Auftragen der Temperatur gegen die Extinktion verlduft dieser
Ubergang nicht linear, sondern bildet einen sigmoidalen Kurvenverlauf, an dessen

Wendepunkt sich der bereits erwihnte Tp,-Wert, also der Schmelzpunkt des RNA-Duplexes
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befindet. Dieser Schmelzpunkt ist im wesentlichen von der Liange, der Sequenz, aber auch
von der Salzkonzentration und dem pH-Wert der Probenldsung abhingig."®” So steigt der
Schmelzpunkt etwa mit der Salzkonzentration der Losung. Desweiteren ist das Ausmal} der
Anderung der Extinktion wellenlingenabhingig. Das Hypochromizititsmaximum eines A-T-
Basenpaares liegt etwa bei 260 nm, wihrend es bei G-C-Basenpaaren bei 276 nm liegt.!'®]
Aus diesem Grund findet die Aufnahme der Schmelzkurven in diesem Wellenldngenbereich
statt.

Charakteristisch flir das Schmelzen von Nucleinsdurestrukturen ist die Kooperativitit dieses
Prozesses.'™ Demnach iibt ein Nucleosid direkten EinfluB auf die Konformation seines
Nachbarn aus. Wird daher ein Basenpaar durch die Erhéhung der Temperatur getrennt, so
16sen sich auch die Wasserstoffbriickenbindungen des Nachbarpaares schnell auf; dies
bewirkt einen dem Offnen eines ReiBverschlusses dhnlichen Effekt der Aufbrechung des
Duplexes. Eine wichtige Folge der Kooperativitit des Schmelzvorgangs ist die Tatsache, dass
kurze Oligonucleotid-Komplexe entweder nur in komplett geordneten, nativen Strukturen,
oder aber in ginzlich ungeordneten, denaturierten Strukturen vorliegen konnen. Dieser
Befund wird allgemein als ,,Alles-oder-Nichts“-Modell bezeichnet und bildet eine wichtige
Grundlage in der theoretischen Beschreibung zur Thermodynamik der Schmelzvorgangen von
Oligonucleotiden."™®” Grundsitzlich lisst sich sagen, je hoher der gemessene Schmelzpunkt
eines Nucleinsdure-Duplexes ist, desto stabiler ist auch seine Struktur. Durch bestimmte
Annahmen und Kalkulationen, die im Rahmen des ,,Alles-oder-Nichts“-Modells getroffen
werden kénnen, lassen sich auch die thermodynamischen Gréfen AH®, AS” sowie AG? als gute
Niherungen ermitteln.!'*!

Fiir eine exakte T,,-Wert Bestimmung und vor allem fiir eine gute Vergleichbarkeit der daraus
gewonnenen thermodynamischen Daten muss die Aufnahme der Schmelzkurven unter
standardisierten Bedingungen stattfinden. Alle im Folgenden vorgestellten Messresultate
wurden in einer Pufferlosung mit 10 mM Phosphat- und 140 mM Natriumchloridkonzentration
bei einem pH-Wert von 7.0 aufgenommen. Alle Messungen wurden an einem
Spectralphotometer (Mod. V650) der Fa. Jasco durchgefiihrt. Zur Auswertung der Messungen
wurde die Software SpectraManager Vers. 2.0 von Jasco verwendet.

Die exakte Vorgehensweise fiir das Aufnehmen einer Schmelzkurve mit einem modifizierten
RNA-12mer aus Tab. 2, 3 od. 4 ldsst sich aus Kap. 5.3 im Experimentellen Teil entnehmen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene RNA-12mere, wie sie in Kap. 3.2.2 vorgestellt

worden sind, fiir die UV-spektroskopischen Untersuchungen herangezogen. Es handelt sich
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dabei um nicht selbstkomplementiire Oligonucleotide, weshalb der Ubergang vom Duplex zu
den Einzelstrangen stets von bimolekularer Natur war. Bei jeder durchgefiihrten Messreihe
wurde als Referenz ein Duplex aus den beiden unmodifizierten 12meren Al und Ul
mitgemessen. Hierbei handelt es sich um einen Watson-Crick match Duplex — also um einen
RNA-Duplexstrang, der iiber das natiirliche Hybridisierungmuster von A-U bzw. G-C

Basenpaaren verfligt.
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Abbildung 25: Gemessene Schmelzkurve des unmodifizierten Duplexes aus Ul und Al. Der ermittelte

Schmelzpunkt liegt bei 44.7°C.

Abbildung 25 zeigt die gemessene Schmelzkurve des Duplexes aus den beiden 12mer-
Strangen Al und U1, die beide unmodifiziert sind. Nach Berechnung des Schmelzpunktes,
was mithilfe der Software SigmaPlot 8.0 erfolgte, wurde fiir diesen Duplex — und damit fiir
das Watson-Crick A-U - Basenpaar — ein Ty,-Wert von 44.7°C ermittelt. Ausgehend von
diesem Wert wurde fiir alle im Folgenden diskutierten monomodifizierten RNA-12mer-
Strange der Temperaturunterschied (ATy) zum A-U Basenpaar angegeben. Insgesamt sollte
durch die durchgefiihrten Messungen in erster Linie der Einflul des unterschiedlichen 2’-O-
Substitutionsmusters der monomodifizierten RNA-12mere auf die thermodynamische
Stabilitit untersucht werden. Als Grundlage dienten die in den Arbeiten von Parsch®” und
Klopffer® beschriebenen Ergebnisse, nach denen das 4,6-Difluorbenzimidazol - Nucleosid
als universelles Nucleosid betrachtet werden kann (sieche auch Kap. 1.2.3). Ebenso wurde
bereits die 2’-O-Aminoethyl-Modifikation beim 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosid in

diesem Kontext untersucht;”” fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde
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dennoch der gleiche Nucleosidbaustein 65 synthetisiert und als Modifikation in die 12mer-
Sequenzen inkorporiert (A3 bzw. U3).

Da aufgrund der von Klopffer erzielten Resultaten davon ausgegangen werden kann, dass eine
2’-O-Modifikation den universellen Charakter des 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosids nicht

weiter beeintrichtigt,”" %

wurden diesbeziiglich keine weiteren Untersuchungen
unternommen. Es fanden daher ausschlieBlich die Untersuchungen der RNA-12mere aus Tab.
2 bzw. 3 statt, in denen diese mit dem jeweiligen unmodifizierten komplementiren 12mer-
Strang (entweder Al oder U1l) zum Duplex hybridisiert wurden.

Aus den ermittelten T,-Werten konnten ausserdem weitere thermodynamische Daten
bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde die in der Arbeit von J. Parsch erlduterte Methode

nach dem van’t Hoff Plot angewendet.!*”!

Hierbei kann ausgehend von einer graphischen
Auftragung von R In K gegen 1/T (R = ideale Gaskonstante; K = Gleichgewichtskonstante am

Punkt T = Ty,) durch die Gleichung:

RInK=-AH’ 1/T + AS°

die Anderung der freien Enthalpie -AH" als Steigung der Geraden sowie die Anderung der
Entropie AS° als deren Ordinatenabschnitt ermittelt werden.!'®”’ Da im Rahmen dieser
Methode einige Ndherungen getroffen werden bzw. das Anfitten der Kurve auf Kosten von
Genauigkeitsverlusten verlduft, sind die thermodynamischen Werte, die auf diese Weise
erhalten werden, Fehler behaftet. In erster Linie ist ein Vergleich dieser Werte nur innerhalb
eines unter gleichen Bedingungen gemessenen Datenensembles moglich. Selbst dann bieten
diese Daten nur eine grobe Abschitzung der vorliegenden Zustandsidnderung des Duplexes.
Aus den AS”bzw. AH’ — Werten kann man zudem die Anderung der freien Energie AG” durch
die Formel

AG®= AH’- TAS®

berechnet werden. Dieser Wert kann als ,,Anderung der Stabilititsenergie* des Uberganges
vom geordneten Zustand in den ungeordneten Zustand angesehen werden und liefert damit
ein — wenn auch nicht absolutes — MaB fiir die Stabilitdt eines Duplexes. Die Bestimmung der
Schmelzpunkte sowie die Berechnung der thermodynamischen Daten erfolgte durch

computerunterstiitzte Anpassung unter Verwendung des Programms SigmaPlot 8.0.!'%")
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In Tabelle 6 sind sdmtliche thermodynamischen Werte fiir die modifizierten pyrimidinreichen

Strange dargestellt.

Tabelle 6: Schmelzpunkte und daraus ermittelte thermodynamische Daten der RNA-Duplexe aus den
monomodifizierten pyrimidinreichen 12meren mit jeweils unmod. Gegenstrang (Al);
T =298 K, Fehler fiir AH°und TAS® *5 %, AG® 8 %.

Tm-Wert AT, AH° TAS’ AG®
Kiirzel | Modifikation [°C] [°C] [kcal/mol] | [kcal/mol] | [kcal/mol]

Ul keine 447 +02 | ----- 98.3 84.3 14.0
U2 2-OH 28.5+0.2 16.2 82.7 73.6 9.1
U3 2-0O-AE 27.3+0.2 17.4 67.8 59.2 8.6
U4 2°-0-AP 27.6 £0.4 17.1 73.3 64.4 8.9
U5 2-0O-CE 28.5+05 16.2 86.5 77.1 9.4
U6 2-0-GE 27.4+0.2 17.3 70.1 61.4 8.7
u7 2'-O-AP-Spe 27.3+03 17.4 68.9 60.9 8.0
U8 2'-O-AP-LyS1 28.3+0.2 16.4 77.2 68.3 8.9
U9 2'—O—AP—Lys2 28.4+0.4 16.3 79.0 69.9 9.1
ul0 2'-O-AP-Arg1 28.5+03 16.2 82.5 73.6 8.9
Ull 2'-O-AP-Arg2 28.1+04 16.6 86.2 77.2 9.0
ul2 2"-O-AP-Laur* 29.4+0.4 15.3 91.1 81.5 9.6

Im Vergleich der T,,-Werte von Tabelle 6 fillt auf, dass diese innerhalb der modifizierten
Strange U2 bis U12 kaum signifikant voneinander abweichen. Wéhrend iiberraschenderweise
gerade die sterisch anspruchsvolle 2’-O-Aminopropyllaurinsdure-Modifikation (Duplex
U12/A1) mit 29.4°C den hochsten T,,-Wert innerhalb dieser Reihe besitzt, liegt der T,,-Wert
der Spermin-Modifikation (Duplex U7/Al) — zusammen mit der Aminoethyl-Modifikation
(Duplex U3/Al) — mit 27.3°C am niedrigsten, weicht aber nur um 2.1°C von der Laurinsdure-
Modifikation ab. Alle anderen monomodifizierten Stringe befinden sich mit ihrem T,,-Wert
innerhalb dieser Spanne. Zwischen der 2'-O-Aminoethyl, der 2'-O-Aminopropyl und der 2’-
O-Cyanoethyl-Modifikation lassen sich daher ebenfalls keine wesentlichen Stabilisierungs-
unterschiede ausmachen. Insgesamt jedoch destabilisieren sédmtliche monomodifizierten
Oligonucleotide den RNA-Duplex erheblich; im Vergleich zum unmodifizierten Duplex aus
U1/Al liegt die durchschnittliche Destabilisierung dieser MeBreihe bei 16.6°C. Selbst der

Duplex aus dem 2’-O-unmodifizierten 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosid U2/Al weicht im
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Tm-Wert nicht von den 2’-O-modifizierten Duplexen ab. Dieser Befund steht im Einklang mit
dem von J. Bozilovic gefundenen T,,-Wert von 28.4°C fiir das gleiche Basenpaar aus dem
4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosid und dem natiirlichen Adenosin.”"!

In Abbildung 26 sind die gemessenen T,-Werte aus Tab. 6 als Balkendiagramm graphisch

dargestellt.
50
mAvs. U
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H2'-OHvs. A
— 40
oo 35 B aminoethyl vs. A
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Abbildung 26: Balkendiagramm zu den T,,-Werten aus Tab. 6. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden
die Werte der unterschiedlich hergestellten Lysin bzw. Arginin-Modifikationen (U8, U9 bzw.
U10, U11) gemittelt und vereinigt.

Da auch simtliche 2’-O-modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazol-Bausteine in purinreiche
RNA-12mere eingebaut wurden (s. Tab. 3), wurde nach deren Hybridisierung mit dem
unmodifizierten Gegenstrang Ul von diesen Duplexen ebenfalls Schmelzkurven auf-

genommen. Die dadurch erhaltenen Resultate finden sich in Tabelle 7 wieder.
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Tabelle 7: Schmelzpunkte und daraus ermittelte thermodynamische Daten der RNA-Duplexe aus den
monomodifizierten purinreichen 12meren mit jeweils unmod. Gegenstrang (Ul); T =298 K,
Fehler fiir AH° und TAS® £ 5 %, AG® 8 %.

Tm-Wert AT, AH° TAS® AG°
Kiirzel | Modifikation [°C] [°C] [kcal/mol] | [kcal/mol] | [kcal/mol]

Al keine 44702 | - 98.3 84.3 14.0
A2 2’-OH 30.5 + 0.6 14.2 87.5 775 10.0
A3 2-0-AE 28.3+04 16.4 83.4 74.8 8.6
Ad 2°-0O-AP 29.0+03 15.7 77.8 69.0 8.8
A5 2°-0-CE 29.8+0.6 14.9 74.1 64.9 9.2
A6 2°-0-GE 30.2 +0.3 14.5 74.3 65.1 9.2
A7 | 2°-0-AP-Spe | 253:05 19.4 87.2 78.7 8.5
A8 | 2-O-AP-lys' | 30.3:0s5 14.4 88.6 79.5 9.1
A9 | 2-0-AP-lys’ | 29.9:05 14.8 90.5 81.2 9.3
A10 | 2°-O-AP-Arg’ | 29.1:02 15.6 76.9 68.0 8.9
A1l | 2-0-AP-Arg’ | 29.0:03 15.7 79.1 70.0 9.1
A12 | 2-O-AP-laur' | 29.4:0.2 15.3 81.4 725 8.9

Auch bei dieser Messreihe fillt auf, dass die Abweichungen der T,,-Werte innerhalb der
einzelnen Modifikationen duf3erst gering ausfallen. Der hochste Tr-Wert dieser Reihe konnte
fiir das 2’-O-unmodifizierte DFBi-Nucleosid (Duplex A2/U1) mit 30.5°C ermittelt werden.
Der niedrigste Schmelzpunkt wurde fiir die 2'-O-Aminopropyl-Spermin-Modifikation
(Duplex A7/Ul) mit 25.3°C erhalten. Erneut ldsst sich jedoch feststellen, dass alle
monomodifizierten Duplexe im Vergleich zum unmodifizierten Duplex U1/Al iiber eine
deutlich Destabilisierung verfiigen (Mittelwert ATy,: 15.5°C). Dieser Wert liegt jedoch um
etwa 1°C niedriger, als bei der Messrethe der monomodifizierten pyrimidinreichen
Oligonucleotide. Sehr wahrscheinlich sorgen die Basenstapelungswechselwirkungen inner-
halb des purinreichen 12mers mit dem Purin-Analogon 4,6-Difluorbenzimidazol fiir eine
bessere Uberlappung der n-Bindungen. Im Gegensatz dazu ist das n-stacking im purinreichen
12mer durch den Einbau dieses universellen Nucleosidbausteins gestort, weshalb sich dieser
Unterschied in der Destabilisierung dieser Duplexe feststellen ldsst. Dieser Effekt ist zwar
recht gering, kann jedoch offensichtlich nicht durch 2’-O-Modifikationen egalisiert werden.
Der niedrige Ty,-Wert der Spermin-Modifikation (Duplex A7/U1) lésst sich vermutlich auf
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die Storung der helicalen RNA-Struktur durch den sperrigen 2'-O-Rest des modifizierten
Nucleosidbausteins zuriickfiihren; weshalb er innerhalb dieses Oligomers im Vergleich zum
pyrimidinreichen 12mer starker ins Gewicht fillt, kann allerdings nicht beantwortet werden.

Ein Balkendiagramm der gemessenen T,-Werte von Tab. 7 findet sich in nachfolgender

Abbildung 27 wieder:

50
45 HAvs. U
'06' 40 H2'-OHvs. U
— 35 B aminoethyl vs. U
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& 25 - B cyanoethyl vs. U
20 - guanidinoethyl vs. U
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Abbildung 27: Balkendiagramm zu den T,-Werten aus Tab. 7. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden
die Werte der unterschiedlich hergestellten Lysin bzw. Arginin-Modifikationen (A8, A9 bzw.
A10, All) gemittelt und vereinigt.

Auch mit den 7N-Purin-Nucleosidbausteinen wurden — wie schon in Kap. 3.1.5 bzw. 3.2.2
erwihnt — 12mere mit 2'-O-Modifikationen hergestellt. Dabei handelte es sich jeweils um ein
purin- bzw. ein pyrimidinreiches RNA-12mer mit einer 2'-O-Aminopropyllysin und einer 2'-
O-Aminopropylarginin-Modifikation (s. Tab. 4). Diese 12mere wurden ebenfalls mit dem
unmodifizierten Gegenstrang (entweder Al oder Ul) zum Duplex hybridisiert und es wurde
der Anstieg der Extinktion in Abhdngkeit von der Temperatur gemessen. Die hierdurch
erhaltenen Schmelzkurven sind in Abbildung 28 dargestellt. Alle daraus gewonnen Daten sind

in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Abbildung 28: Schmelzkurven fiir die 7N-Purin-modifizierten 12mer Duplexe (vgl. Tab. 8)

Tabelle 8: Schmelzpunkte und daraus ermittelte thermodynamische Daten der RNA-Duplexe aus den
monomodifizierten 12meren mit dem 7N-Purin-Baustein. P1 und P2 wurden jeweils mit Ul
hybridisiert, P3 und P4 wurden mit Al hybridisiert. T = 298 K, Fehler fiir AH® und TAS®
+5 %, AG® 8 %.

) Top-Wert ATy, AH’ TAS® AG°
Kiirzel | Modifikation [°C] [°C] [kcal/mol] | [kcal/mol] | [kcal/mol]
P1 2°-0-AP-Lys 36.5+04 8.2 73.8 62.3 11.5
P2 2’-O-AP-Arg 45.2 +0.3 0.5 89.8 73.9 15.9

P3 2'-0-AP-Lys 33.2+03 115 83.1 73.6 9.5
P4 2’-O-AP-Arg 40.6 +0.3 4.1 90.1 77.4 12.7

In dieser MeBreihe besitzen alle modifizierten Duplexe hohere Schmelzpunkte und damit eine

hohere Stabilitit als die analog modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazol-Oligonucleotide (vgl.

Tab. 6 bzw. 7). Besonders der Duplex aus P2/Ul, der eine 2’-O-Aminopropylarginin

Modifikation trigt, besitzt mit 45.2°C den hochsten aller hier gemessenen Schmelzpunkte.

Dieser liegt sogar noch etwas hoher, als der des unmodifizierten Duplexes aus U1/Al

(44.7°C). Wird dieselbe Modifikation in den pyrimidinreichen Strang inkorporiert (P4) und

mit dem unmodifizierten purinreichen Gegenstrang Al hybridisiert, liegt der Schmelzpunkt

mit 40.6°C zwar immernoch recht hoch, ist aber doch 4.6°C unterhalb des Duplexes aus
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P2/Ul. Dieser Befund ldsst sich ebenfalls durch die bereits erwidhnte verringerte Stabilitdt
aufgrund der schwicheren Basenstapelungswechselwirkungen des 7N-Purin-Nucleosids mit
seinen Pyrimidinnachbarn erkliren (s.o.). Der Stabilitdtsunterschied zwischen der Lysin- und
der Argininmodifikation ist sehr deutlich. Wodurch dieser zustande kommt, lédsst sich nicht
beantworten, zumal ein dhnlicher Effekt im Falle der 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleoside
nicht beobachtet werden konnte. Da ein 2'-O-unmodifizierter 7N-Purin-Baustein bereits in
der Arbeit von J. Bozilovic untersucht wurde, fillt im Vergleich hierzu auf, dass die
Modifikationen einen erheblichen Beitrag zur Duplex-Stabilitit leisten.”"

Um letztlich prizisere Aussagen und klare Erklédrungen fiir das Verhalten der modifizierten
7N-Purin-Nucleoside im Rahme dieser Duplex-Stabilitditsmessungen machen zu kdnnen, sind
sicherlich weitere Untersuchungen mit anderen 2’-O-modifizierten 7N-Purin-Nucleosiden
erforderlich.

Zusammenfassend ladsst sich feststellen, dass sich im Falle der 2’-O-modifizierten 4,6-
Difluorbenzimidazol-Nucleoside keine Beitrage der Modifikationen zur Duplexstabilitit
erkennen lassen. Vielmehr liegen sdmtliche monomodifizierten Duplexe innerhalb eines recht
homogenen Schmelzpunktbereiches von ca. 29°C. Zwischen den durch herkdmmliche
Peptidkupplung hergestellten 2’-O-modifizierten-Nucleosidbausteine und den mittels Fest-
phasenkupplung synthetisierten Oligonucleotidkonjugate sind keine nennenswerten
Unterschiede in der Duplexstabilitéit festzustellen (vgl. z.B. Duplexe U8/A1, U9/Al, Tab.6
mit Lysin Modifikation oder Duplexe A10/U1, A11/Ul mit Arginin Modifikation, Tab.7).
Dies lédsst den Schluss zu, dass man mittels Kupplung an der festen Phase vergleichbar gute
modifizierte Oligonucleotid-Konjugate erhélt.

Im Falle der 7N-Purin-Nucleosidbausteine lieBen sich recht vielversprechende Resultate in
den thermodynamischen Untersuchunhen der RNA-Duplexe vorfinden — diese bediirfen aber
noch einer weiteren experimentellen Evaluierung.

AbschlieBend sollte hier Erwdhnung finden, dass im Vergleich zu den von Klopffer bzw.
Parsch gefundenen thermodynamischen Werten des 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosids in
dieser Arbeit erhebliche Abweichungen bestanden; so wurde beispielweise auch in diesen
fritheren Arbeiten ein Schmelzpunkt von 37.8°C fiir den unmodifizierten Duplex aus U1/Al
angegeben. Als mogliche Begriindung fiir diese Unterschiede ldsst zu vorwiegend das
verdnderte Testsystem erwédhnen: Im Rahmen dieser Arbeit wurde an einem neuen UV-
Spektrometer der Fa. Jasco gearbeitet, dieser lieferte reproduzierbar die hier vorgestellten

Resultate.
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3.3.2  CD -Spektroskopie™”

Aus den in Kap. 3.3.1 gewonnenen Daten der UV-spektroskopischen Untersuchungen der
monomodifizierten RNA-12mere lassen sich Riickschliisse auf deren Stabilitdt ziechen — die
sich wiederum auf den Einfluss der jeweiligen 2’"-O-Modifikation {ibertragen lassen.

Ein weiteres wichtiges Kriterium zur Beurteilung eines modifizierten Oligonucleotides ist
dessen strukturelle Verdanderung, welche mdglicherweise durch den Einbau von modifizierten
Nucleosiden verursacht wird.

Um RNA-Oligonucleotide im Kontext der RNA-Interferenz therapeutisch zu nutzen, bzw. um
iiberhaupt aktive siRNA-Oligomere vorliegen zu haben, ist eine definierte RNA Struktur
wesentliche Voraussetzung. Es konnte hierbei hinldnglich gezeigt werden, dass RNA-
Oligonucleotide nur dann eine RNA-Interferenz-Aktivitdt besitzen, wenn sie im Doppelstrang
als sog. A-Helix vorliegen.”® Um die gewiinschten Informationen zur Struktur von RNA, vor
allem wenn diese synthetisch modifiziert vorliegt, zu erhalten, bedient man sich in erster
Linie der Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie.

Bei dieser spektroskopischen Messmethode nutzt man die Wechselwirkung von zirkular
polarisiertem Licht mit optisch aktiven Molekiilen. Diese absorbieren z.B. zirkular rechts
polarisiertes Licht stirker als zirkular links polarisiertes Licht. Als MeBgroe wird bei dieser
Methode die sog. wellenlingenabhéingige Elliptizitit ®, als Funktion der Wellenldnge A
aufgetragen, wodurch man ein CD-Spektrum erhilt.'” ") Die Elliptizitit ©, ist iiber die
Intensitét des rechts- bzw. linkspolarisierten Lichts nach dem Absorptsionsvorgang definiert
und lasst sich iiber das Lambert-Beer’sche Gesetzt aus den Extintionskoeffizienten der Probe
berechnen. Bei solchen Messungen erhélt man fiir die Elliptizitit ®; sowohl positive als auch
negative Werte. Man spricht dann je nach Vorzeichen von einem positiven bzw. einem
negativen Cotton-Effekt.!!””!

Gerade fiir optisch aktive Biomakromolekiile wie Proteine und Nucleinsduren eignet sich
diese Messmethode gut, um strukturelle Informationen zu diesen Molekiilen zu erhalten. Bei
Nucleinsdure sorgt die Chiralitit der Zuckereinheiten fiir die hierdurch gewonnenen
Informationen; sie induzieren den zirkularen Dichroismus in die Absorptionsbanden der
chromophoren Nucleobasen. Entscheidender Nachteil dieser Anwendung ist jedoch, dass die
CD-Spektroskopie keine genaue Aussage iiber die vorliegende Struktur liefern kann — es ist

lediglich ein Vergleich der Intensititen und Lagen einzelner Banden mit Spektren bekannter
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Strukturen moglich. Ausserdem sind CD-Spektren von Oligonucleotiden sequenzabhéngig,
weshalb sich die Spektren unterschiedlicher RNA-Sequenzen nicht ohne weiteres vergleichen
lassen. Dennoch bietet diese Methode eine Reihe von Vorteilen: In erster Linie sind dabei die
recht hohe Empfindlichkeit, die einfache Durchfiihrbarkeit sowie ihre nicht destruktive Natur
bei geringer Probenmenge zu nennen.!"”!!

Intensive Untersuchungen der Struktur von Nucleinsduren mithilfe dieser spektroskopischen
Methode finden seit etwa Mitte der 60er Jahre des 20. Jahrhunderts statt.!"**'*! Zuverlassige
Aussagen iiber die Sekundir- und Tertidrstrukturen von RNA-Oligonucleotiden finden sich in
der Literatur jedoch erst seit etwa 15 Jahren.["”® So konnte fiir die typische RNA-A-Helix ein
charakteristisches Maximum bei etwa 260 nm sowie ein Minimum bei ca. 240 nm festgestellt
werden. Wéhrend sich die grundsitzliche Struktur eines RNA-A-Helix-Spektrums nicht
verdndert, sind kleine Schwankungen der Lage der Maxima und Minima mdglich. Anhand
dieser bekannten Strukturmerkmale lassen sich die im Rahmen dieser Arbeit aufgezeichneten
CD-Spektren vergleichen, wodurch letztlich eine Aussage liber das notwendige vorliegen
einer A-Helix Konformation getroffen werden kann.

Zur Aufnahme der CD-Spektren wurde ein J-710 Spektrometer der Fa. Jasco mit
thermostatisiertem Kiivettenhalter verwendet. Fiir die Messungen wurden die gleichen Proben
wie fiir die UV-Spektroskopie verwendet. Weitere Details zur Durchfithrung der Messungen
finden sich in Kap. 5.3.

Aus Abbildung 29 lassen sich einige CD-Spektren der Messreihe zu Tab. 6 entnehmen.
Hierbei wurden die monomodifizierten pyrimidinreichen RNA-12mere, die im Rahmen der
UV-spektroskopischen Untersuchungen mit dem unmodifizierten Gegenstrang Al

hybridisiert worden sind, bei 20°C vermessen.
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Abbildung 29: Exemplarische CD-Spektren einiger monomodifizierten pyrimidinreichen 12mer-Strange —

der purinreiche Gegenstrang Al ist hierbei unmodifiziert. Alle Spektren wurden bei 20°C
aufgenommen.

Zum Vergleich wurde auch der komplett unmodifizierte Duplex aus U1/Al gemessen
(schwarze Kurve). Dieser Duplex entspricht demnach einer nahezu optimalen A-Helix -
Struktur. Man kann recht deutlich erkennen, dass die modifizierten Duplexe ebenfalls iiber
diesen Kurvenverlauf verfligen. Zwischen dem Duplex aus U2/Al, also einem 4,6-
Difluorbenzimidazol-Nucleosid ohne 2’-O-Modifikation und dem Duplex aus U5/AL, der 2,’-
O-Cyanoethyl-Modifikation lassen sich kaum Unterschiede erkennen. Beide Kurven besitzen
ein charakteristisches Maximum bei ca. 270 nm sowie ein Minimum bei etwa 210 nm. Auch
die 2’-O-Aminopropyllysin-Modifikation (Duplex U8/Al) folgt recht gut dem ,idealen*
Kurvenverlauf der A-Helix aus U1/Al. Lediglich der Duplex U7/Al, also die inkorporierte
2’-O-Aminopropylspermin-Modifikation, zeigt eine weniger ausgepriagte Struktur — besitzt
aber insgesamt immernoch den gleichen Kurvenverlauf. Diese Resultate lassen sich mit den
aus Kap. 3.3.1 gewonnen Daten der UV-spektroskopischen Untersuchungen recht gut in
Einklang bringen. Dort waren fiir die T,-Werte kaum Unterschiede zwischen den verschieden
modifizierten RNA-Duplexen zu erkennen. Die Ergebnisse der CD-Spektren ldsst darauf

schlieBen, dass bei allen Modifikationen eine A-Helix Struktur als solche vorhanden ist, die
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einzelnen Modifikationen je nach sterischem Anspruch jedoch gewisse Storungen dieser
Struktur verursachen. Inwieweit dies zu den beobachteten Destabilisierungen der Duplexe
(bei dieser Messreihe ca. 16.6°C mittlere Erniedrigung des Schmelzpunktes gegeniiber den
unmodifizierten Duplex aus U1/Al) fithren kann, 1dsst sich nicht ohne weiteres beantworten.

In Abbildung 30 sind einige CD-Spektren der Messreihe zu Tabelle 7 abgebildet. Es handelt

sich hierbei um monomodifizierte purinreiche RNA-12mere, die mit dem unmodifizierten

Gegenstrang U1 hybridisiert worden sind. Auch hier erfolgten die Messungen bei 20°C.
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Abbildung 30: Exemplarische CD-Spektren einiger monomodifizierten purinreichen 12mer-Strange — der
pyrimidinreiche Gegenstrang U1 ist hierbei unmodifiziert. Alle Spektren wurden bei 20°C

aufgenommen.

Auch aus diesen Spektren ldsst sich die A-Helix Struktur, wie sich idealerweise vom
unmodifizierten Duplex U1/Al (vgl. Abb. 29) gebildet wird, gut erkennen. Zwischen einem
2’-O-Aminoethyl-modifizierten 12mer (A3/Ul) und dem mit 2'-O-Aminopropyl
modifizierten Duplex (A4/U1) lasst sich kein wesentlicher Unterschied im Verlauf des CD-
Spektrum erkennen. Auch eine 2’-O-guanidinoethyl-Modifikation (A6/U1) folgt der A-Helix
Struktur. Allerdings ist bei der 2’-O-Aminopropyllaurinsdure-Modifikation (A12/U1) eine
sehr ausgepriagte Storung der Kurve ersichtlich: Es lédsst sich kein fiir die A-Helix typisches

Minimum bei A = 210 nm erkennen. Man kann daher davon ausgehen, dass die sterisch
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anspruchsvolle Alkylseitenkette dieser Modifikation den A-Helix Verlauf empfindlich stort.
Dieser Befund findet in der Auswertung der UV-Schmelzkurven aus Kap. 3.3.1 jedoch keine
Bestétigung: Fiir diesen Duplex wurde ein Schmelzpunkt von 29.4°C ermittelt — damit liegt er
um gut 1°C hoher als beim Duplex A3/Ul mit der 2’-O-Aminoethyl-Modifikation.
Vermutlich wirkt sich die Stérung der Helix-Konformation insgesamt weniger stark auf die
thermodynamische Stabilitidt aus, vor allem in Hinblick der Tatsache, dass fiir sémtliche
modifizierte Duplexe dieser Messreihe eine Destabilisierung nachgewiesen werden konnte.

Da die weiterhin untersuchten 7N-Purin-modifizierten Duplexe (vgl. Tab. 8) {iber erstaunlich
hohe Schmelzpunkte und damit iiber eine deutliche geringere Destabilisierung gegeniiber dem
unmodifizierten Duplex verfligen, war eine CD-spektroskopische Untersuchung dieser

Oligomere ebenfalls von Interesse. In nachfolgender Abbildung 31 sind zwei Spektren aus

dieser Messreihe dargestellt.
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Abbildung 31: CD-Spektren der monomodifizierten purinreichen 12mer-Strange mit 7N-Purinnucleosid. Der
Gegenstrang U1 ist unmodifiziert. Alle Spektren wurden bei 20°C aufgenommen.

Es fillt sofort auf, dass der Duplex P2/U1 dem Verlauf einer A-Helix (vgl. UL/Al aus Abb.
15) sehr gut folgt. Fiir diesen Duplex, der ein 2’-O-Aminopropylarginin modifiziertes 7N-

Purin-Nucleosid enthélt, konnte auch ein sehr hoher T,-Wert von 45.2°C ermittelt werden.
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Da im Vergleich hierzu der Duplex aus P1/U1l, also die analoge 2’-O-Aminopropyllysin

Modifikation, iiber eine weniger ausgepragte A-Helixstruktur zu verfiigen scheint, und auch

dessen Schmelzpunkt (36.5°C) deutlich niedriger liegt, liegt die Vermutung nahe, dass die

sterisch weniger ausgeprigte Guanidinium-Funktion der Argininmodifikation dank ihrer

positiven Ladung zu diesem Effekt beitragen kann. Um diese Theorie zu untermauern wiren

allerdings weitere Untersuchungen mit modifizierten 7N-Purin-Nucleosiden notwendig.

Insgesamt kann zu den aufgenommenen CD-Spektren unter Beriicksichtigung der eingangs

erwihnten Grundlagen und Voraussetzungen folgende Zusammenfassung getroffen werden:

Grundsitzlich wird die A-Helix Struktur durch den Einbau sterisch wenig
anspruchsvoller 2’-O-modifizierter universeller Nucleosidbausteine nur in geringem
MafBe beeinflusst — dies ldsst sich auch durch frither gemachten Untersuchungen im

Arbeitskreis von Prof. Engels bekriftigen.

Ein genereller Einfluss einer strukturellen Storung der A-helicalen Konformation auf
die thermodynamische Stabilitdt kann anhand der hier durchgefiihrten Experimente
nicht ohne Weiteres gefunden werden. Hierfiir wére die Untersuchung z.B. von
unterschiedlich langen RNA-Oligomeren oder der Einbau mehrerer modifizierter

Nucleoside in einen Strang notwendig.

Da im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen davon ausgegangen werden kann,
dass die eingefiihrte 2"-O-Aminopropyl-Modifikation nur sehr geringen Einfluss auf
die Gesamtkonformation einer RNA-Helix ausiibt, ldsst sich eine Anwendung
solchartig modifizierter RNA-Nucleosidbausteine im Hinblick auf RNA-Interferenz-

Untersuchungen rechtfertigen.
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3.4 Untersuchungen modifizierter siRNAs in
biologischen Assays

Wie bereits in Kap. 3.2.2 angedeutet, war neben der Synthese und der spektroskopischen
Untersuchungen von modifizierten RNA-12meren auch die Synthese modifizierter siRNAs
ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit.

Im Rahmen einer Zusammenarbeit im Sonderforschungsbereich 579 mit der Arbeitsgruppe
von Dr. S. Klein konnte gezeigt werden, dass 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1H-benzimidazol-1-
yl- 2’-(B-aminoethyl)-B-D-ribofuranose 26 als universelles Nucleosid fungiert und — eingebaut
in einen siRNA-antisense Strang, der gegen die mRNA von eGFP gerichtet ist — einen
effektiveren knock-down im mRNA und eGFP-Protein-Level induziert, als etwa ein C-C

mismatch-Basenpaar.”® 17 1%%]

1 21
sense 5 GCAGCACGACUUCUUCAAGITAT

antisense dTdTCGUCGUGCUGAAGAAGUUC &
21 1

siRNA

®\__—— AAGCAGCACGACUUCUUCAAG~__ __——

eGFP mRNA 238 258

Abbildung 32: Schematische Darstellung des verwendeten siRNA-Konstrukts.

Abbildung 3232 zeigt die siRNA-Sequenz, die in diesem Test eingesetzt wurde. Das 2’-O-
Aminoethyl-modifizierte 4,6-Difluorbenzimidazol Nucleosid wurde an Pos. 7 und 13 in den
antisense- Strang eingebaut (s. Markierung). An diesen Stellen wurden auch die Watson-
Crick-mismatch-Basenpaare als Kontrolle eingebaut. Im Bild unten ist der zum antisense-
Strang komplementére Ausschnitt der mRNA-Sequenz zu sehen.

Die modifizierten antisense-Stringe wurden mit einem Cy5-markierten sense-Strang
hybridisiert. AnschlieBend wurden HeLa-GFP-Zellen mit diesen siRNA-Duplexen
transfiziert, wobei die Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie bestimmt wurde.
Hierdurch konnte eine durchschnittliche Transfektionseffizienz von 90 — 95 % ermittelt

werden. Nach 24 h wurde der mRNA-Gehalt der Zellen mittels TagMan-PCR bestimmt.
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In nachfolgendem Diagramm ist das Resultat dieser Messung abgebildet. Man erkennt, dass
die modifizierte siRNA im Vergleich zum C/C mismatch eine ca. um 20 % hohere mRNA
knock-down Aktivitit besitzt.
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Abbildung 33: Balkendiagramm zur Effektivitit des GFP-mRNA knock-down. siContr = Negativkontrolle;
siGFP = Positivkontrolle (unmod. antisense-Strang), siMod = einfach modifizierter antisense
Strang mit DFBi-2"-O-Aminoethyl-Modifikation an Pos. 7, siMM = C-C mismatch an Pos. 7.

Weitere Details zu diesen Messungen sind der Dissertation von T. Miiller-Kuller zu

entnehmen."*”!

Diese Ergebnisse konnten genutzt werden, um die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten 4,6-
Difluorbenzimidazol Nucleoside mit neuartigen 2’-O-Modifikationen ebenfalls auf ihren
mRNA-knock-down-Einfluss in RNA-Interferenz-Tests zu untersuchen.

Dabei sollten die mittels der in Kap. 3.1 zugénglichen 2'-O-modifizierten Nucleosidbausteine
in RNA-21mere eingebaut werden. Neben der RNAi-Aktivitit lieBen sich diese
Oligonucleotide in biologischen Assays auf ihre Nucleaseresistenz untersuchen. Letztlich
sollte auch die unterschiedliche Zellaufnahmefdhigkeit, der sog. ,uptake“, dieser
modifizierten siRNAs experimentell bestimmt werden.

Im Rahmen einer Zusammenarbeit im Sonderforschungsbereich 579 mit dem Arbeitskreis
von Prof. Goringer wurden zunichst Versuche zur enzymatischen 5'-Phosphorylierung der
Oligonucleotide aus Tabelle 5 unternommen. Dadurch sollte gezeigt werden, dass eine 5'-

terminale 2'-Modifizierung die fiir die RNA-Interferenz notwendige Phosphorylierung am 5'-
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Ende des antisense-Stranges nicht unterbindet. Hierbei wurde zur exakten Quantifizierung der
Phosphorylierung radioaktives **P-Material eingesetzt. Die radioaktive Markierung fand mit
v-*P-ATP unter Verwendung einer T4-Polynucleotidkinase statt. Es wurden jeweils ca. 250
pmol der siRNAs mit 20uCi y->*P-ATP umgesetzt, die RNAs wurden fiir eine Stunde bei

37°C inkubiert. Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle 9 zusammengefasst:

Tabelle 9: Ergebnisse der 5'-Phosphorylierung der siRNA-Stringe. Die radioaktivitit des y-"_P konnte
mittels Szintillationsmessung ermittelt werden. Zur Bestimmung der cpm wurde ein Aliquot
von 1 pL entnommen (Gesamtvolumen: 20 pL). Der Einbau bezieht sich auf die
Gesamtmenge an eingesetztem y-""P-ATP.

Kirzel Sequenz Modifikation | Counts/min | Einbau *°P [%)]
AS1 | 3'-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCA-5 keine 539 054 2.43
AS2 3’-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5 2°-0-AP 146 033 0.66
AS3 | 3'-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5 2’-0-CE 257 147 1.16
AS4 3"-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2'-O-AP-Lys 90 204 0.41
AS5 3-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2'-O-AP-Arg 135151 0.61
AS6 3-CGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2'-O-AP-Laur 81971 0.37

Man kann aus diesen Messwerten schnell den vorhandenen Einfluss der 2'-Modifikation auf
die Aktivitdt der Polymerase ablesen: Der unmodifizierte antisense-Strang AS1 lie3 sich mit
der hochsten Ausbeute phosphorylieren. Ein sterisch anspruchsvoller Laurinsdurerest (AS6)
hindert dagegen den Einbau eines terminalen Phosphatrestes merklich. Eine 2'-O-
Aminopropylmodifikation sorgt ebenso wie ein 2'-O-Cyanoethyl-Rest fiir eine leichte
Reduzierung der gemessenen Radioaktivitit. Dennoch liegen diese Modifikationsmuster —
ebenso wie auch die Arginin-Modifikation (AS5) — noch im gut messbaren Bereich. Ohnehin
scheint es moglich, die Effizienz einer 5'-Phosphorylierungsreaktion gegebenenfalls durch
eine hohere RNA-Konzentration (in diesem Fall wurden 250 pmol an siRNA eingesetzt)
sowie auch durch eine lingere Reaktionsdauer zu erhdhen.

Insgesamt zeigen diese Resultate, dass eine 5’'-Phosphorylierung auch beim Vorliegen einer
Modifikation direkt am 5°-Ende eines Oligonucleotides mdglich ist. Daher ist die

Untersuchung der siRNAs im Hiblick auf ihre RNAi-Aktivitit durchaus sinnvoll.

Durch Kooperationen im Rahmen des EU-Projektes ,,RIGHT“ (= RNA Interference

Technology as Human Therapeutic Tool) konnten RNA-Interferenz-Aktivitétstests anhand
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eines etablierten eGFP-Modells durchgefiihrt werden.'™) Die hierbei verwendete siRNA

besitzt folgende Sequenz:

sense: 5- GAC GUA AAC GGC CAC AAG UUC-3
antisense: 3’- CGCUG CAUUUG CCGGUGUUCA -5

Aus Griinden, die bereits in der Einleitung (s. Kap. 1.2.1) sowie in Kap. 3.2.2 erldutert
worden sind, wurden die 2’-O-modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleoside anstelle des
letzten Adenosins am 5’-Ende des antisense-Stranges eingebaut.

Eine Ubersicht iiber die hergestellten siRNAs findet sich in Tabelle 5 in Kap. 3.2.2. Die
modifizierten antisense-siRNAs wurden mit den komplementiren sense-Strdngen, die z.T.
ebenfalls Modifikationen beinhalteten, hybridisiert. Diese siRNA-Duplexe wurden in eine
H1299 Lungenkarzinom-Zelllinie, die eGFP stabil exprimiert, transfiziert. Zur Transfektion
wurde eine Konzentration an siRNA von 10 nM eingesetzt. Die molekularbiologischen
Untersuchungen wurden am Institut fiir Molekularbiologie der Universitit von Aarhus,
Dénemark durchgefiihrt.

Abbildung 34 zeigt die Resultate eines ersten Tests, in dem ein universelles Nucleosid in den
antisense-Strang (s.0.) einer ebenfalls gegen eGFP gerichteten siRNA eingebaut wurde. Es
handelt sich hierbei um eine 2’-O-Aminopropyl-Modifikation eines 4,6-Difluorbenzimidazol-
Nucleosids (Kiirzel: JH1001). Dies entspricht dem Oligonucleotid AS2 aus Tabelle 5. Wird
dieser antisense-Strang mit einem ebenfalls modifizierten sense-Strang (D0O003-005)
hybridisiert, ldsst sich eine Inhibierung der eGFP-Expression zwischen 37 - 51 % erreichen.
Fiir weitere Untersuchungen wurden auch die anderen in Tabelle 5 dargestellten Oligo-
nucleotide eingesetzt; ein Ergebnis dieser Tests lag bis zur Niederschrift dieser Arbeit jedoch

noch nicht vor.
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DO003 5-GAC GUA AAC GGC CACAAGUUC-3 2'-0-AE
DO004 5°-GAC GUA AAC GGC CACAAGUUC-3 2'-0-GE
DO005 5-GAC GUA AAC GGC CACAAGUUC-3 2-0O-CE

Abbildung 34: Oben: Balkendiagramm des eGFP-knock-down mit modifizierten siRNAs; unten sind die
jeweils verwendeten sense-Striange abgebildet. Hierbei wurden die natiirlichen Nucleoside (A
bzw. U) mit einer 2’-O-Aminoethyl (DO003), einer 2'-O-Guanidinoethyl (DO004) bzw. mit
einer 2’-0-Cyanoethyl (DO005) - Modifikation versehen. Die Synthesen dieser modifizierten
Nucleosidbausteine sowie der Oligonucleotide wurden von D. Odadzic durchgefiihrt. Bei
JH1001 handelt es sich um den mit 4,6-Difluorbenzimidazol-2’-O-Aminopropyl
modifizierten antisense Strang (s. AS2 Tab. 5). siEGFP entspricht der unmodifizierten siRNA
(Positivkontrolle), sesEGFP mm entspricht einer mismatch siRNA als Negativkontrolle.
AuBerdem wurde nicht transfizierte Zellen zur Standardisierung des eGFP-levels verwendet.

Um die mogliche Verbesserung der zelluldren Aufnahme bedingt durch die unterschiedlichen
Modifikationen evaluieren zu konnen, wurden abschlieBende RNAi-Untersuchungen durch-
geflihrt, bei denen die siRNA-2Imere zusitzlich mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert
waren.

Zu diesem Zweck wurde der sog. TAMRA-Farbstoft (6-Carboxy-Tetramethylrhodamin), s.
Abb. 35, eingesetzt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff, der ein Extinktionsmaximum bei A = 556
nm besitzt, sollte kovalent an die Oligonucleotide gebunden werden. Hierfiir wurde das von
der Fa. GlenResearch kiduflich erhiltliche 3-TAMRA-CPG-Material verwendet. Nachdem
eine Synthesesdule mit diesem CPG-Material beladen wurde, konnte hieran gemail3

standardisierter TBDMS-Oligonucleotidchemie das RNA-2 Imer synthetisiert werden.
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Abbildung 35: 3’-TAMRA-CPG zur Fluoreszenzmarkierung von siRNA-21meren

Der Vorteil des TAMRA-Fluorophors ist seine Absorption und Emission im roten
Wellenldngenbereich des sichtbaren Lichtes, welche nicht mit der Fluoreszenz des eGFP-
Signals iiberlappt und somit eine gleichzeitige Detektion beider Signale ermdglicht.

Hierdurch ldsst sich in in vitro Experimenten durch Detektion des TAMRA-Signals die
Zellaufnahme der siRNA-Duplexe nachweisen und gleichzeitig kann, bei Verwendung einer
geeigneten Zelllinie, auch der eGFP knock-down detektiert werden.

Aus Tabelle 10 konnen die zu diesem Zweck hergestellten RNA-21mere entnommen werden.

Tabelle 10: Hergestellte siRNA-21mere aus der eGFP-Sequenz fiir Zellaufnahme Assays. Alle
Modifikationen besitzen 4,6-Difluorbenzimidazol als Nucleobase. AP = Aminopropyl, Lys =
Lysin, Spe = Spermin, Laur = Laurinsdure. S1 = unmodifizierter sense-Strang.

Kirzel Sequenz Modifikation Ma?sD(Z]Ber. Ma?sD(Z]Gef.
AS7 | 3’-FCGCUGCAUUUGCCGGUGUUCA-5 keine 7201.3 7256.7
AS8 | 3'-FCGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5 2°-0-AP 7279.2 7283.1
AS9 | 3'-FCGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2°-O-AP-Lys 7407.3 7453.9
AS10 | 3'-FCGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2"-O-AP-Spe 7507.4 7530.8
AS11 | 3-FCGCUGCAUUUGCCGGUGUUCX-5" | 2'-O-AP-Laur 7461.4 7468.7
S1 | 3-CUUGAACACCGGCAAAUGCAG-5 keine 6718.2 6724.1

Alle hergestellten antisense-Stringe (AS7 — AS 11) sind am 3’-Ende mit dem TAMRA-
Fluorophor gelabelt. Beim 21mer S1 handelt es sich um den komplementédren sense-Strang,
der unmodifiziert und ungelabelt zum jeweiligen Annealing der antisense-Stringe eingesetzt

wird.
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Bei den massenspektroskopischen Analysen der TAMRA-markierten und modifizierten
antisense-RNAs konnte eine Fragmentierung der Oligonucleotide festgestellt werden: In
nahezu allen Féllen war ein Fragment mit einem Molekulargewicht von ca. 420 Da
detektierbar. Gleichzeitig lag der hochste Molpeak bei einem Molekulargewicht, der exakt um
diesen Betrag unter der kalkulierten Molekiilmasse lag. Sehr wahrscheinlich fragmentiert das
Oligonucleotid messtechnischbedingt; hierbei wird der TAMRA-Fluorophor vom Oligomer
abgespalten und kann als freies Amid (MW = 429.5 g/mol) detektiert werden.

Die molekularbiologischen Untersuchungen zur Quantifizierung der Zellaufnahme dieser
modifizierten siRNAs wurden von der Fa. Polyplus-transfection (s. auch Kap. 3.1.4.6) im
Rahmen des EU-RIGHT-Projektes durchgefiihrt. Bis zur Niederschrift dieser Arbeit lagen

allerdings noch keine Resultate dieser Tests vor.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Ideale universelle Nucleosid-Analoga konnten im Hinblick auf therapeutische Oligo-
nucleotide einen enormen Sprung in der Entwicklung darstellen. Wie bereits berichtet,
bestehen derzeit schon einige vielversprechende Ansétze, einen solchen Nucleosidbaustein zu
generieren, der sich zur universellen Basenpaarung in Oligonucleotidduplexen eignet, ohne
Verluste in der Duplexstabilitit oder in der enzymatischen Aktivitit zu verursachen.

Zudem bieten solche Nucleosidanaloga auch aus synthetischer Sicht grole Vorteile: Durch
ihre Struktur sind chemische Modifikationen — wie beispielsweise Modifizierungen an der
Zuckereinheit — leichter zugénglich, als bei den natiirlichen Nucleosiden.

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, bereits bekannte und erprobte universelle Nucleosid-
bausteine solchermaflen zu modifizieren, das bei ihrer Anwendung in Oligonucleotiden diese
Vorteile besser zum Tragen kommen. Vor diesem Hintergrund besalen vor allem
protonierbare 2’-O-Modifikationsmotive eine besondere Relevanz. Im Vergleich zur bereits
bekannten 2’-O-Aminoethyl-Modifikation des 4,6-Difluorbenzimidazol-Nucleosidbausteins
konnte eine um eine Methyleneinheit lingere 2’-O-Aminopropylfunktion dieses Nucleosid-
bausteins hergestellt werden. Dabei wurde eine Syntheseroute eingeschlagen, mit der diese
Modifikation in hohen Ausbeuten und hoher Reinheit aus dem 3°-,5"-Markiewicz-geschiitzten
Nucleosid 53 eingefiihrt werden konnte. Grundlage dieser Modifizierungsmethode war eine
Michael-Addition von Acrylnitril an die 2’-OH-Funktion unter basischen Bedingungen.
Damit konnte ein 2'-O-Cyanoethylrest an das Nucleosid gekniipft werden; dieser wurde als
Modifikationsmotiv beibehalten und es konnte das entsprechende 3’-Phosphoramidit 76
hergestellt werden. Als besonders vielseitig erweist sich der 2’-O-Cyanoethyllinker allerdings
durch die Moglichkeit, sich mittels Raney-Nickel-katalysierter Hydrierung in das primére
Amin iberfiihren zu lassen. Durch diese Michael-Addition-Reduktionssequenz konnte
erwihnte 2’-O-Aminopropylmodifikation 77 in nur zwei Stufen mit einer Gesamtausbeute
von iiber 80 % an das Difluorbenzimidazolnucleosid gekniipft werden. Diese Methode zeigt
sich daher als sehr gute Alternative zu den literaturbekannten Alkylierungsprozeduren zur

Einfiihrung von 2’-O-Modifikationen.
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Schema 45: Michael-Additions - Reduktionssequenz zur Synthese eines 2 -O-Aminopropylnucleosids 77.

Alternativ ldsst sich aus der 2"-O-Cyanoethyl-Modifikation 72 auch das entsprechende 3'-
Phosphoramidit 76 in drei Stufen herstellen

Durch die Wahl einer geeigneten Aminoschutzgruppe lieB sich das 2'-O-Amino-
propylmodifizierte Nucleosid 77 in vier Stufen in das entsprechende 3’-Phosphoramidit 82
iiberfiithren. Zu diesem Zweck wurde die Trifluoracetylschutzgruppe ausgewihlt, da sie als
basenlabile Schutzgruppe sehr leicht im Zuge der postsynthetischen Behandlung mit
Ammoniak/Ethanol vom Oligonucleotid abgespalten werden kann.

Die 2’-O-Aminopropylfunktion wurde aber auch als Ausgangspunkt zur Kupplung weiterer
erfolgsversprechender Modifikationsmotiven verwendet: In diesem Ansatz wurden mittels
standardisierter Peptidkupplungschemie Carbonsdurederivate an die freie Aminofunktion von
77 gekuppelt. Auf diese Weise waren neuartige 2'-O-Modifizierungen, wie z.B. Lysin- oder
auch Laurinsidurekonjugate zuginglich; diese waren iliber den Propylamidlinker mit dem
Nucleosid verbunden. Im Hinblick der polykationischen Modifizierung konnte somit auch ein
Sperminderivat an die Aminopropylfunktion gekuppelt werden: Zu diesem Zweck wurde
(Boc)s-5-carboxyspermin eingesetzt. Sdmtliche dieser Konjugate konnten ebenfalls nach
mehrstufigen Synthesen in das 3’-Phosphoramidit iiberfithrt werden und wurden schlieBlich
erfolgreich in RNA-Oligonucleotide eingebaut.
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Schema 46: Kupplung von Carbonséiurederivaten an die 2’-O-Aminopropylfunktion von 77 unter

Peptidkupplungsbedingungen

Fir den Einbau dieser 2’-modifizierten universellen Nucleosidanaloga in RNA-Oligo-
nucleotide wurden zundchst kurze 12mer-Sequenzen gewihlt, die sich bereits als gute
Testsysteme fiir spektroskopische Untersuchungen herausgestellt haben. Hierbei wurden
jeweils monomodifizierte 12mere synthetisiert; diese wurden mit dem unmodifizierten
Gegenstrang zum Duplex hybridisiert. Hernach konnten mit diesen Duplexen spektros-
kopische Untersuchungen wie UV-Schmelzkurvenanalysen und CD-Spektroskopie durch-
geflihrt werden. Sédmtliche modifizierten Nucleosidanaloga wurden sowohl in den purin-
reichen, als auch in den pyrimidinreichen 12mer-Strang inkorporiert.

Bei diesen Messungen stellte sich fiir die modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazolnucleoside
eine sehr geringe Schwankungsbreite der gemessenen Tn,-Werte heraus. Zudem besallen alle
modifizierten Nucleoside einen destabilisierenden Einfluss im Vergleich zur idealen Watson-
Crick-Basenpaarung auf den RNA-Duplex. Einen Stabilititsgewinn durch polykationische
Modifikationsmotive, z.B. durch eine Sperminmodifikation, konnte nicht beobachtet werden.
Da in jlingsten Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Engels mit einer 2’-
unmodifizierten 4,6-Difluorbenzimidazol-Modifikation vergleichbare Resultate erzielt
wurden, lésst sich dieser thermodynamisch eher ungiinstige Effekt auf die Duplexstabilitdt am
ehesten der Nucleobase zusprechen. Fiir sterisch anspruchsvolle Modifikationen, wie fiir das
bereits erwdhnte Spermin oder auch fiir die Laurinsduremodifikation, konnten durch CD-
spektroskopische Untersuchungen ermittelt werden, dass die A-helicale Struktur der RNA-
Duplexe durch diese raumgreifenden Modifikationen empfindlich gestort wird. Auch dadurch
lasst sich die beobachtete Destabilisierung erkldren. Da allerdings der Einbau der

modifizierten Nucleosidbausteine stets an der gleichen Position in der Strangmitte erfolgte,
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lasst sich nicht beantworten, wie sich die Modifikationen im Falle des Einbaus an anderen
Positionen — speziell am Ende eines Oligonucleotids — auf die thermodynamische Stabilitit
hin auswirken.

Wie bereits erwihnt, konnten durch die Kupplung von Carbonsédurederivaten an die 2'-O-
Aminofunktion des Nucleosidbausteins 77 einige neue Modifikationsmotive erhalten werden.
Um die Flexibilitdit zu erhohen, wurde auch eine mogliche postsynthetische Kupplungs-
methode in Betracht gezogen. Diese liel sich durch den Einbau des geeignet geschiitzten 2'-
Aminopropyl-Nucleosidbausteins in ein RNA-Oligomer erfolgreich umsetzen: Durch
einfache Zugabe von Bocanhydrid in den Reduktionsansatz von 72 zu 103 gelang eine
simultane Boc-Schiitzung des 2’-O-Aminopropylderivats in quantitativer Ausbeute. Diese
Prozedur konnte auch auf ein 7N-Purinnucleosidanalogon 73 {ibertragen werden, welches im
Hinblick auf die thermodynamische Stabilisierung eines RNA-Duplexes einem 4,6-Difluor-
benzimidazolbaustein gegeniiber liberlegen zu sein scheint. Die Boc-geschiitzen Derivate 103
bzw. 104 konnten ebenfalls zu den jeweiligen 3 -Phosphoramiditen umgesetzt werden. Diese

wurden in die automatisierte Festphasensynthese von Oligonucleotiden eingesetzt.

Boc,0O

12 1,2 1,2
B Raney-Nickel B B
\g,o o H (30 bar) W;,o o DMTrO 4
i —_— i _——
T 0 T 0 H —_— . H
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B'= </N:©\ B2= ¢ Ij “Uber drei Stufen
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Schema 47: Simultane Reduktion und Boc-Schiitzung von 72 bzw. 73 und Synthese der entsprechenden
3’-Phosphoramidite 107 und 110

Wie erwartet, wurde die sdureempfindliche Boc-Schutzgruppe quantitativ im Zuge der
Trichloressigsdurebehandlung im Laufe des Synthesezyklus abgespalten, wodurch die freie
2’-O-Aminopropylfunktion zugénglich wurde. Daher lie8 sich eine selektive Festphasen-
kupplungsmethode evaluieren: Abermals wurden unter Peptidkupplungsbedingungen —

diesmal mit HBTU / HOBt als Aktivierungsreagenzien — Carbonsdurederivate wie z.B. die
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basischen (und damit protonierbaren) Aminosduren Lysin und Arginin an diese freie

Aminofunktion unter Ausbildung einer Amidbindung gekniipft.

3'Q-uuc UU)|( CuUu uuC -5’

NH,

% HOBt, HBTU
x= °k©° R-COOH

0 O~ NH abs. DMF / CH,Cl, DIPEA

3'Q-uuc UU)l( cuu uuc -5’

NH

o R

Abbildung 36: Festphasenkupplung eines Carbonsiurederivates an die freie 2"-O-Aminofunktion

Der groBe synthetische Vorteil dieser Methode besteht einerseits in ihrer einfachen
Durchfiihrbarkeit, andererseits in ihrer effizienteren und 6konomischeren Vorbereitung: Es
mull nur jeweils ein Phosphoramiditbaustein (mit Boc-geschiitzter 2’-O-Aminopropyl-
funktion) synthetisiert und in ein Oligonucleotid eingebaut werden. Sowohl mit dem 4,6-
Difluorbenzimidazolnucleosid, als auch mit seinem 7N-Purin-Pendant konnten erfolgreiche
Festphasenkupplungen durchgefiihrt werden; die Ausbeute und die Reinheit der erhaltenen
Oligomere war vergleichbar mit denen, die nach der ,konventionellen* Kupplungsmethode
(s.0.) hergestellt worden sind.

Im Hinblick auf die thermodynamischen Eigenschaften konnten vor allem fiir das 7N-
Purinnucleosid interessante Resultate erzielt werden:

Das via Festphasenkupplung erhaltene RNA-12mer (P2), welches eine Argininmodifikation
am 2’-O-Aminopropyl-7N-Purinnucleosid trigt, zeigt eine im Vergleich zum unmodifizierten
A-U-Basenpaar dhnliche Stabilitit bei leicht erhohtem T.,-Wert. Um den Ursprung dieses
Effekts genauer zu ergriinden, wiren weitere thermodynamische Untersuchungen anhand des
7N-Purinbausteines z.B. mit anderen Modifikationsmotiven oder auch an unterschiedlichen
Positionen im Oligomer sinnvoll.

Mit den bisher erwidhnten Methoden ist es moglich, an den unterschiedlichsten Positionen in
einem RNA-Oligomer modifizierte universelle Nucleosidanaloga einzufiigen. Um das 3’-

Ende eines Oligomers auf diese Weise zu modifizieren, wurde ein 2’-O-Aminopropyl-
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modifiziertes 4,6-Difluorbenzimidazolnucleosid 81 an LCAA-CPG-Festphasenmaterial
gekniipft. Zur Blockierung der Aminofunktion fand dabei wieder die Trifluoracetyl-
schutzgruppe Einsatz; ein derart modifiziertes CPG-Festphasenmaterial konnte erfolgreich
hergestellt werden und sein Kupplungsvermogen konnte durch die Synthese eines RNA-

12mers (U13) unter Beweis gestellt werden.
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Abbildung 37: Kupplung des 2’-O-Aminopropyl-Nucleosids 81 an aktiviertes LCAA-CPG 112

Eine Derivatisierung von LCAA-CPG-Festphasenmaterial mit einem 2’-O-Propylamido-
spermin-Derivat 117 misslang jedoch. Dies legt den Verdacht nahe, dass dieses Nucleosid-
analogon tiber eine sterisch zu anspruchsvolle Modifikation verfiigt und daher eine Kupplung
bedingt duch diese sterische Hinderung in unzureichendem Mal3e stattfindet.

Neben den thermodynamischen Untersuchungen sollten die dargestellten Modifikations-
motive auch ihren Einsatz in biologischen Assays finden. Hierin sollte beispielsweise das
Vermogen einer Nucleaseinhibierung im Hinblick auf eine grofere Serumstabilitdt untersucht
werden. Ausserdem wurden gerade solche 2'-O-Modifikationsmuster gewihlt, die durch ihren
kationischen Charakter die anionische Natur eines RNA-Oligonucleotids zumindest teilweise
neutralisieren konnen. Dadurch wire die mogliche Verbesserung der zelluliren Aufnahme
bzw. der Membrandurchgingigkeit des Oligonucleotids gewéhrleistet. Zu diesen Zwecken

wurden einige der in dieser Arbeit hergestellten Modifikationsmotive auch in siRNAs
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(21mere) eingebaut. Im Hinblick der gefundenen destabilisierenden Eigenschaften der 2’-O-
modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazolnucleoside wurde das Prinzip der asymmetrischen
Strangselektion durch den RISC im Rahmen des RNA-Interferenz-Mechanismus als
geeignete Basis zur gezielten Modifizierung von siRNAs herangezogen. Aus diesem Grund
fand der Einbau der modifizierten 4,6-Difluorbenzimidazolbausteine am 5’-Terminus des
antisense-Stranges statt. In einigen ersten Testldufen konnte fiir dieses universelle
Nucleosidanalogon bereits RNAi-Aktivitit ermittelt werden. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass der Einbau dieser modifizierten Nucleosidbausteine am 5°-Ende die enzymatische
Phosphorylierung ebendort zwar durchaus beeintrachtigt, aber nicht verhindert. Aus diesem
Grund wurden fluoreszenzfarbstoffgelabelte, modifizierte siRNAs hergestellt, die in
abschlieenden Tests auf ihre Zellaufnahme sowie auf ihre RNAi-Aktivitdt hin untersucht
werden sollen. Das Ergebnis dieser Versuche stand zur Niederschrift dieser Arbeit noch aus.
Im Hinblick auf die mit dem 2’-O-modifizierten-7N-Purinnucleosid erzielten thermo-
dynamischen Resultate ldsst sich dieses Nucleosidanalogon wohl als sehr vielversprechendes
universelles Nucleosid betrachten. Demnach sind weitere Untersuchungen dieses Nucleosid-
bausteins sowohl in spektroskopischen Analysen, als auch fiir den Einsatz in biologischen
Assays (RNA-Interferenz Aktivitit) durchaus sinnvoll.

Mit geeigneter Schutzgruppenstrategie liasst sich die im Rahmen dieser Arbeit erarbeitete
Festphasenmethode zur Kupplung von Carbonsdurederivaten moglicherweise auch auf
natiirliche Nucleoside iibertragen — der problematische Schliisselschritt in dieser Synthese-
route ist sicherlich die Raney-Nickel - katalysierte Reduktion des 2’-O-Cyanoethyllinkers zur
Aminopropylfunktion.

Da in den letzten Jahren auch andere universelle Nucleosidanaloga mit erfolgversprechendem
Verhalten in thermodynamischen Untersuchungen entwickelt worden sind — im Arbeitskreis
von Prof. Engels hat sich z.B. auch ein 4,6-Difluorindolnucleosid in diesem Zusammenhang
etablieren kdnnen — ist eine einfache Ubertragung der Synthesestrategie neuartiger 2 -O-
Modifikationen, wie sie in dieser Arbeit prisentiert werden konnte, auf diese Nucleosid-
analoga leicht moglich und konnte zu neuen Erkenntnissen in der Herstellung therapeutisch

relevanter Oligonucleotide fiihren.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Arbeitsbedingungen

Losungsmittel:

Soweit nicht anders beschrieben, wurden sémtliche Losungsmittel zu chromatographischen
Zwecken techn. eingesetzt, zuvor jedoch nach Standardprotokoll getrocknet und abdestilliert.
Losungsmittel fiir synthetische Einsdtze wurden von der Fa. Fluka in pro analysi Qualitit
bezogen und iiber Molekularsieb gelagert.

Zur Synthese der Oligonucleotide wurden Losemittel der Fa. Biosolve in DNA-Synthese -

Qualitit eingesetzt.

Diinnschichtchromatographie:

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden auf Aluminium-Fertigplatten der
Fa. Merck angefertigt, die mit Kieselgel 60 F,45 beschichtet sind. Die Ermittlung der R-Werte
erfolgte bei Kammerséttigung mit dem jeweiligen Laufmittelgemisch. Zur Detektion UV-
aktiver Substanzen wurde UV-Licht der Wellenldnge A= 254 verwendet. UV-inaktive

Substanzen konnten auf eine der nachfolgend angegebenen Methoden detektiert werden:

e Jod-Kristalle in einer DC-Entwicklungskammer
e Eintauchen der entwickelten DC-Platte in eine 10%ige KMnOy-Lsg. und
anschlieBende Erwdrmung

e Anfirben der entwickelten DC-Platte mit Ninhydrin-Spriihreagenz (Fa. Fluka)

Séulenchromatographie:

Sdulenchromatographische Reinigungen wurden nach dem Verfahren der Flash-
Chromatographie an Kieselgel der Fa. Macherey-Nagel (Kieselgel 60, Korngrofe: 0.04-0.063
mm) durchgefiihrt. Es standen verschiedene Séulendimensionen zur Verfligung. Die
Trennungen wurden entweder isokratisch oder mit Stufengradienten durchgefiihrt. Weitere

Details sind bei den einzelnen Synthesevorschriften aufgefiihrt.
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HPLC:

Die Aufreinigung der synthetisierten RNA-Oligonucleotide erfolgte an einer HPLC der Fa.
Jasco, Modell 980. Die Trennungen erfolgten an einer semipridparativen AE-Sdule der Fa.
Dionex, Model NucleoPac PA 100 (Sdulendimensionen 250 x 9 mL) mit einer FluBrate von 5
mL/min. Es wurden lineare Gradienten von 0 % bis 70 % Puffer B in Puffer A (in 40 min)
verwendet; Puffer A: DEPC-H,O (pH = 8.0), Puffer B: 1 M LiCl in Puffer A (pH = 8.0).

Die Detektion erfolgte am UV-Detektor (Modell: UV-970, Fa. Jasco) bei A =260 nm.

NMR-Spektroskopie:
Die Messungen der NMR-Spektren wurden auf folgenden Gerdten der Fa. Bruker
durchgefiihrt:

 Bruker AM 250: 250 MHz-'"H-NMR und 62.9 MHz-"*C-NMR
* Bruker AV 300: 300 MHz-'"H-NMR, 75.5 MHz-">C-NMR u. 121.5 MHz->'P-NMR
* Bruker AV 400: 400 MHz-'"H-NMR, 100.6 MHz-">C-NMR u. 162 MHz->'P-NMR

Die durchgefiihrten NMR-Experimente sowie die verwendeten Losungsmittel sind bei den
einzelnen Verbindungen gekennzeichnet. Die Zuordnung der Signale erfolgte zusitzlich
durch 2D-NMR-Experimente; daher wurden zusétzlich auch 1H—lH—COSY, HSQC, HMBC
sowie *C-DEPT - Spektren aufgenommen und zur Strukturaufklirung herangezogen. Alle
Messungen erfolgten bei 300 K. Die chemischen Verschiebungen sind relativ zu den Signalen
der Losungsmittel CDCl; (‘H, & = 7.26, °C, § = 77.16), DMSO-ds ('H, & = 2.50, °C, & =
39.52), MeOH-d4 (‘H, 8 =3.31, 1°C, & = 49.00) sowie Aceton-ds ('H, & =2.05, 1°C, & = 29.84)
angegeben. Die Verschiebung der *'P-NMR-Signale wurde gegen einen externen Standard

von 85%iger Phosphorsédure angegeben.

Massenspektrometrie:
Sédmtliche ESI-Spektren der Einzelverbindungen wurden auf einem Gerdt der Fa.Fisons
aufgenommen, wobei eine VG-Platform II mit Quadrupol-Analysator zur Verfiigung stand.

MALDI-TOF-Massenspektren der Einzelverbindungen wurden auf einem Flugzeit
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Massenspektrometer (VG Tofspec) im linearen Modus gemessen. Als Matrix wurde 2,5-
Dihydroxybenzoesdure verwendet.

Fiir die Messung der Oligonucleotide stand ebenfalls das o.g. Gerét zur Verfiigung; hierbei
wurde mit einer Mischung aus 6-Aza-2-thiothymin sowie Norharman als Matrix gearbeitet.
Weiterhin wurden MALDI-Spektren der Oligomere an einem Voyager DE-PRO-Gerit der Fa.
Applied Biosystems im Arbeitskreis von Prof. Karas aufgenommen. Es wurde hier im

linearen Modus gemessen, wobei als Matrix 3-Hydroxypicolinsdure zum Einsatz kam.

HRMS:

Hochaufgeloste Massenspektrometrie wurde am Institut fiir Organische Chemie der Johannes
Gutenberg-Universitit in Mainz durchgefiihrt. Fiir die Aufzeichnung der HRMS-Spektren
kam ein Micromass-Q-TOF-Ultima 3-Massenspektrometer der Fa. Waters zum Einsatz. Eine
Losung von Natriumformiat diente als interne Referenz. Beim Einsatz eine ,,LockSpray-
Interface* dienten Natriumformiat oder Nal/Csl in Wasser/Isopropanol Gemischen als externe

Referenz. Zur Probeninjektion wurde ein Wasser/Acetonitril-Gemisch verwendet.

Schmelzpunktbestimmung:
Die Schmelzpunkte wurden an einer Schmelzpunktbestimmungs-Apparatur der Fa. Biichi

(Modell Biichi 510) nach der Methode von Tottoli gemessen.

Zum Einengen wissriger Oligonucleotidlosungen stand eine SpeedVac-Vakuumzentrifuge

der Fa. Savant, Modell SC 110 zur Verfiigung.

Autoklavenreaktionen wurden in einem Laborautoklav, Modell 1, der Fa. Roth durchgefiihrt.

Mikrowellen unterstiitzte Reaktionen wurde an einer Synthesemikrowelle der Fa. CEM,

Modell ,Dicover* durchgefiihrt. Die jeweiligen Bedingungen sind bei den einzelnen

Synthesevorschriften angegeben.
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5.2 Synthese der Einzelverbindungen

2,4-Difluor-6-nitroacetanilid

NHAc
F NO,
F
29
CsgHgF2N,O5

216.14 g/mol

23.24 g (135.8 mmol) 2,4-Difluoracetanilid werden in 26 mL konz. Schwefelsdure und
8.8 mL Eisessig geldst. Hierzu werden langsam 17.6 mL Nitriersdure zugetropft, wobei die
Temperatur 40°C nicht tiberschreiten darf. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung fiir 90
min bei Raumtemp. geriihrt. Man giet Reaktionslosung auf 200 mL Eiswasser und kiihlt
weitere 30 min im Eisbad, um die Auskristallisation des Produktes zu vervollstindigen. Der
gelbe Niederschlag wird abgesaugt, mit Eiswasser gewaschen und getrocknet. Nach
Umkristallisation aus Ethanol erhélt man das Produkt als gelben Feststoff.

Ausbeute: 28.16 g (130.2 mmol, 96 %)

'H-NMR (250 MHz, Aceton-de):
O [ppm] = 9.31 (br s, 1H, NH), 7.68-7.64 (m, 1H, HS), 7.55 (dt, 1H, J = 8.3
Hz, H3), 2.01 (s, 3H, CH3).

Schmelzpunkt: 124°C
ESI(+)-MS: m/z216.7 [M], 233.9 [M+Na]"
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2,4-Difluor-6-nitroanilin

NH,
F NO,
F
30
Ce¢H4F2N,0,

174.10 g/mol

27.2 g (125.8 mmol) 2,4-Difluor-6-nitroacetanilid 29 werden unter Riihren und Eisbad-
kiihlung in 28 mL konz. Schwefelsdure geldst. Die braune Losung wird 2 h bei 95°C geriihrt
und anschlieBend auf ca. 500 g Eis gegossen. Es bildet sich ein gelber Niederschlag. Zur
vollstindigen Auskristallisation wird die Suspension weitere 45 min unter Eisbadkiihlung
geriihrt. Nach Filtration und Waschen mit Eiswasser wird der Feststoff getrocknet und aus
H,0O/Ethanol 20:3 umkristallisiert.

Ausbeute: 15.2 g (69 mmol, 69 %)

'H-NMR: (250 MHz, DMSO-dy)
O [ppm] =7.61-7.50 (m, 2H, H3, HS); 7.15 (br s, 2H, NH,).

ESI(-)-MS:  m/z 173.0 [M-HT
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4.6-Difluorbenzimidazol

F
N
ST,
N
N F

32
C7H4F2N,
154.11 g/mol

Man 16st in einem ausgeheizten Rundkolben unter Argonatmosphire 7.9 g 2,4-Difluor-6-
nitroanilin 30 (45.4 mmol) in abs. Ethanol. Unter Argon-Gegenstrom werden 1.0 g
Platin(IV)dioxid (4.5 mmol) zugegeben. Nach Evakuieren der Apparatur wird mit
Wasserstoff geflutet und 3 h bei Raumtemp. unter H-Atmosphére geriihrt. Nach vollstdndiger
Entfarbung der gelben Losung wird der Katalysator iiber Celite Filter Gel abgesaugt. Das
Filtrat wird 1. Vak. bis zur Trockene eingeengt. Der 0Olige Riickstand wird unter
Schutzgasatmosphire in 395 mL konz. Ameisensdure aufgenommen und 90 min refluxiert.
Nach Abkiihlen auf Raumtemp. engt man die Reaktionsldsung am Rotationsverdampfer bis
zur Trockne ein. Der zuriickbleibende graubraune Feststoff kann aufgrund seiner Reinheit
(> 98 %) und seiner schlechten Loslichkeit direkt zum Nucleosid umgesetzt werden. Fiir
analytische Zwecke sublimiert man einen Teil des Produktes und erhilt Verbindung 32 als
farblosen Feststoff.

Ausbeute: 6.61 g (94 %)

'H-NMR: (250 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] = 12.90 (br s, 1H, NH), 8.30 (s, 1H, H2), 7.27 (dd, J = 2.3 Hz, J = 8.9 Hz,
1H, H7), 7.04 (dt, J=2.1 Hz, J = 10.5 Hz, 1H, H5).

Schmelzpunkt.: 233°C
ESI(+)-MS: m/z 154.1 [M]
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2°,3",5°-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-

ribofuranose

AcO

OAc OAc

37

C1gH13F2N2O5
412.33 g/mol

Man suspendiert in einem ausgeheizten Kolben unter Argonatmosphére 8.02 g (52 mmol) 4,6-
Difluorbenzimidazol 32 in 80 mL abs. Acetonitril und versetzt das Gemisch mit 19 mL (77
mmol) N,O-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid. Die Reaktionslosung wird fiir 15 min unter
Riickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemp. werden 16.36 g (60 mmol, 1.1 eq.)
1,2,3,5-Tetra-O-acetyl-p-D-ribofuranose sowie 11.0 mL (61 mmol) Trimethylsilyltrifluor-
sulfonat (TMSOTY) in 85 ml abs. Acetonitril zugesetzt. Man refluxiert das Reaktionsgemisch
fiir 2.5 h und kiihlt anschlieBend auf Raumtemp. ab. SchlieBlich quencht man die Reaktion
durch Zugabe von 15 mL wiBr. NaHCOs-Losung und extrahiert das Gemisch dreimal mit
jeweils 120 mL Methylenchlorid. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO4
getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgt
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Elutionsmittel Methylenchlorid/Methanol
95:5. Das gewiinschte N1-Isomer (fast-Isomer) 37a erhélt man als farblosen Schaum.

Ausbeute: 16.58 g (40 mmol, 77 %)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.12 (s, 1H, H2), 7.20 (dd, J = 8.2 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, H7), 6.85 (dt, J =
10.0 Hz, 1H, H5), 6.01 (d, J = 5.8 Hz, 1H, H1"), 5.39 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H2"),
5.30-5.26 (m, 1H, H3"), 4.36-4.27 (m, 3H, H5",H5"",H4"), 2.07 (s, 3H, CH3), 2.02
(s, 3H, CH3), 1.97 (s, 3H, CHs).
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BC-NMR: (63.7 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 171.0, 170.4, 170.0 (s x CO), 159.3 (C4), 152.2 (C6), 143.8 (C2), 135.5
(C9), 128.9 (C8), 98.8 (C5), 95.0 (C7), 88.5 (C1"), 82.9 (C4"), 72.6 (C2), 70.1
(C3"),61.5(C5"), 21.4,21.2,20.9 (3 x CHj).

ESI(+)-MS: m/z 413.0 [M+H]"

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

HO

OH OH

40
C12H12F2N>O4
286.23 g/mol

16.5 g (40 mmol) 2°,3",5"-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-
ribofuranose 37 werden in 99 mL abs. Methanol gelost. Man gibt anschlieBend 0.92 mL (13.6
mmol, 0.33 eq, 5.4 M in MeOH) Natriummethanolat-Losung dazu und riihrt die Suspension
fir 30 min bei Raumtemp. Durch Zugabe von vier Spateln eines schwach sauren
Ionenaustauschers (Dowex S50WXS8, KorngroBBe 200 — 400) stoppt man anschliefend die
Reaktion und neutralisiert die Losung. Nach Abfiltration des [onenaustauschers engt man das
Filtrat i. Vak ein und kristallisiert den Riickstand aus wenig Wasser um. Auf diese Weise
erhdlt man 10.7 g eines leicht gelben Feststoffs.

Ausbeute: 10.7 g (37.4 mmol, 93 %)

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-dy)
8 [ppm] = 8.52 (s, 1H, H2), 7.64 (dd, J=9.2 Hz, J=2.1 Hz, 1H, H7), 7.13 (dt, J =
10.4 Hz, 1H, H5), 5.87 (d, J=6.4 Hz, 1H, H1"), 5.49 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 2’-OH),
5.25-5.21 (m, 2H, 3’-OH, 5°-OH), 4.34 (q, J = 6.3 Hz, 1H, H2"), 4.16-4.10 (m, 1H,
H3"), 4.03-3.99 (m, 1H, H4"), 3.70-3.65 (m, 2H, H5", H5"").
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BC-NMR: (101 MHz, DMSO-de)
§ [ppm] = 157.1 (C4), 150.5 (C6), 143.7 (C2), 135.1 (C9), 129.0 (C8), 97.6 (C5),
95.4 (C7), 89.0 (C17), 85.8 (C4"), 73.6 (C2"), 70.0 (C3"), 61.1 (C5")

ESI(-)-MS: m/z 284.1 [M-2H]*

Allgemeine Reaktionsvorschrift Nr. 1zur 5"-Dimethoxytritylierung der

Nucleosid-Bausteine

OMe F
SISO
N F
MeO Q o 0
C e

Das i. Hochvak. getrocknete 3,5 -entschiitzte Nucleosid (1 mmol) wird unter Argon-
atmosphdre in abs. Pyridin (ca. 8 mL) gelost. Das Reaktionsgemisch wird mittels
Injektionsspritze mit Triethylamin (300 pL) versetzt und schlieBlich wird zuvor i. Hochvak.
getrocknetes 4,4"-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (1.3 mmol, 1.3 eq.) zugegeben. Man ldsst
die orangefarbene Reaktionslosung ii. N. bei Raumtemp. riihren und kontrolliert das
Fortschreiten der Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie (CH,Cl,/MeOH 95:5). Man
stoppt die Reaktion durch Zugabe weniger Milliliter Methanol und extrahiert die Reaktions-
16sung mehrmals mit einer wéssr. ges. NaHCOs-Lsg. Die wissrige Phase wird zwei Mal mit
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden ({iber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Losemittels i. Vak. wird der Riickstand
zundchst zwei Mal mit wenig Toluol coevaporiert und schlieBlich mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt, wobei als Eluent ein Gemisch aus CH,Cl,/MeOH von

95:5 eingesetzt wird.
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

OH OH

42
C33H30F2N»0¢
588.60 g/mol

Die DMTr-Schutzgruppe wird entsprechend nach der allgemeinen Vorschrift Nr. 1 eingefiihrt.
Eingesetzte Mengen: 1 g (3.49 mmol) 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-p-D-
ribofuranose 40, 28 mL abs. Pyridin, 1.05 mL NEt;, 1.54 g 4,4’-Dimethoxytriphenyl-
methylchlorid (4.5 mmol, 1.3 eq.). Reaktionsdauer: 19 h.

Ausbeute: 1.75 g (2.97 mmol, 85 %), gelblicher Schaum.

DC: Rf=0.5 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-de)
8 [ppm] = 8.44 (s, 1H, H2), 7.48 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H7), 7.40-7.21 (m, 9H,
Harom), 7.17-7.12 (m, 1H, H7), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 4H, Huom), 5.94 (d, J = 5.1 Hz,
1H, H1"), 5.68 (d, J = 5.9 Hz, 1H, 2"-OH), 5.29 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 3’-OH), 4.50
(q, J=5.4 Hz, 1H, H2"), 422 (q, J = 5.2 Hz, 1H, H3"), 4.13-4.11 (m, 1H, H4"),
3.75-3.73 (m, 6H, 2 x OCHj3), 3.24-3.22 (m, 2H, H5", H5"").

BC-NMR: (100.6 MHz, DMSO-dq)
& [ppm] = 158.2 (CF), 158.0 (Curom), 151.9 (CF), 150.2 (Carom), 145.2 (C2), 143.6
(Carom), 135.6 (C9), 130.1 (Carom), 128.3 (C8), 127.9, 124.4 (Carom), 113.6 (Carom),
98.3 (C5), 95.2 (C7), 88.9 (C1"), 86.7 (C4"), 85.0 (C2"), 73.7 (C3"), 70.5 (C5"),
55.0 (OCH3).

MALDI(+)-MS: m/z 589.8 [M+H]"
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-tert-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-1"-

(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

OH TBDMS
43

C39H44F2N20(,Si
702.84 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden 1 g (1.7 mmol) 5°-O-(4,4"-Dimethoxytriphenyl-
methyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 42 in 16 mL eines
1:1-Gemisches aus abs. THF und abs. Pyridin geldst. Es werden 340 mg (2 mmol) Silbernitrat
sowie 2.44 mL einer 1 M tert-Butyldimethylsilylchlorid-Lésung in THF zugesetzt und man
riihrt das Reaktionsgemisch fiir 20 h bei Raumtemp. Anschliefend stoppt man die Reaktion
durch Zugabe weniger mL einer wéssr. ges. NaHCOs-Lsg. und filtriert das ausgefallene
Silber-chlorid ab. Das klare Filtrat wird mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Nach dem
Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber MgSO, wird das Losemittel 1. Vak.
entfernt und der Riickstand zweimal mit Toluol coevaportiert. Zur weiteren Aufreinigung und
zur Abtrennung der beiden Regioisomere (2°-O-TBDMS bzw. 3’-O-TBDMS) wird der i.
Hochvak. getrocknete Riickstand einer priparativen HPLC-Trennung unterworfen.
Sdulenmaterial:  MN  Nucleoprep 100-20 von Macherey-Nagel; Laufmittel: n-
Hexan/Isopropylacetat (3:2), wobei das gewiinschte 2'-Isomer 43a als sog. slow-Isomer
erhalten wird.

Ausbeute: 466 mg (0.7 mmol, 41 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.55 (CH2Cl/MeOH 99:1)

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-dc)
5 [ppm] = 8.48 (s, 1H, H2), 7.47 (dd, J = 8.9 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H7), 7.39-6.84
(m, 13H, Harom), 7.12 (dt, J = 8.5 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H5), 5.95 (d, J = 6.1 Hz, 1H,
H1"), 5.21 (d, J = 5.4 Hz, 1H, 3’-OH), 4.59 (t, J = 5.8 Hz, 1H, 2'H), 4.19 (m, 1H,
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H3'), 4.14 (m, 1H, H4") 3.73 (s, 6H, OCH3), 3.30 (m, 2H, H5"), 0.72 (s, 9H,
C(CHs)3), -0.08 (s, 3H, SiCH ), -0.21 (s, 3H, SiCH).

PC-NMR: (100.6 MHz, DMSO-ds)
158.1 (C4), 158.0 (Carom), 152.6 (C6), 144.5 (Carom), 143.5 (C2), 135.1 (Carom),
135.1 (Carom) 134.4 (C9), 129.6 (Carom), 128.9 (C8), 127.7 (Carom)> 127.4 (Carom),
126.6 (Carom), 113.1 (Carom), 97.9 (C5), 95.2 (C7), 88.5 (C1°), 85.7 (DMTr), 84.3
(C4"), 74.6 (C2"), 69.6 (C3"), 63.3 (C5’), 54.8 (OCH3), 25.3 (SiC(CH3)3), 17.6
(SiC(CH3)3), -5.6 (SiCH3), -5.9 (SiCH3).

ESI(-)-MS: m/z 701.6 [M-H]

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-0-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-tert-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-

1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

46
CagHe 1 F2N4O4PSi
903.04 g/mol

Man lost unter Argonatmosphére in einem ausgeheizten Rundkolben 240 mg (0.34 mmol) 5'-
O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-tert-butyldimethylsilyl-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-
N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 43 in 4.5 mL abs. Acetonitril. Nach Zugabe von 362 uL
sym-Collidin (2.7 mmol, 8 eq.), sowie 13.5 uL. N-Methylimidazol (0.17 mmol, 0.5 eq.) wird
das Reaktionsgemisch auf 0°C abgekiihlt. Langsam setzt man mittels Kaniile 137 pL (0.61
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mmol, 1.8 eq.) 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 hinzu und riihrt fiir 60 min
bei 0°C. Das Fortschreiten der Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie
kontrolliert (CH,Cl,/MeOH 96:4). Schlielich ldsst man das Reaktionsgemisch kurz auf
Raumtemp. erwérmen und beendet die Phosphitylierung durch Zugabe weniger mL einer 0.01
M Zitronensdure-Lsg. Es wird drei Mal mit jeweils 20 mL 0.01 M Zitronensiure-Lsg.
extrahiert und die wissrige Phase wird zwei Mal gegen Dichlormethan ausgeschiittelt. Die
vereinigten organischen Extrakte werden {iber MgSO4 und getrocknet das Losemittel wird i.
Vak. entfernt. Der Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan aufgenommen und
an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (97:3) sdulenchromatographisch auf-
gereinigt.

Ausbeute: 188 mg (0.19 mmol, 81%), beide Diastereomere als farbloser Schaum.

DC: R¢=0.59 (CH,Cl,/MeOH 97:3)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
d [ppm] = 8.35 (s, 1H, H2), 7.54-7.30 (m, 10H, H7, Harom), 6.95-6.90 (m, SH, HS,
Harom), 6.10 (d, J = 7.4 Hz 1H, H1"), 4.92-4.89 (m, 1H, H3"), 4.57-4.52 (m, 1H,
H2'), 4.45-4.43 (m, 1H, H4"), 4.14-4.01 (m, 2H, H5’, H5""), 3.81 (s, 6H, O-CH3),
3.78-3.70 (m, 2H, -OCH,CH,CN), 3.55-3.53 (m, 2H, -CH-CHj aus iPr), 2.88-2.85
(m, 2H, OCH,CH,CN), 1.24 (d, J = 6.8 Hz, 6H, 2 x CH; iPr), 1.14 (d, J=6.8 Hz,
6H, 2 x CH; iPr), 0.82 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.00, -0.27 (s, 6H, SiCH3).

3'P-NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 148.5, 148.3. (Verhiltnis: 1:4)

MALDI(+)-MS:  m/z 903.03 [M]
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1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan

bRy

B

52
C12H30081,
246.18 g/mol

Man gibt zu 19.5 g (0.8 mol) Magnesiumspénen in einem ausgeheizten Dreihalskolben unter
Schutzgasatmosphire 100 mL abs. Diethylether. Nachfolgend werden langsam 78 mL (0.8
mol) 2-Brompropan in 150 mL Diethylether zugetropft. Nach Anspringen der Grignard-
Reaktion wird die Suspension fiir 45 min refluxiert. AnschlieBend gibt man zum Reaktions-
gemisch tropfenweise 28 mL (0.28 mol) Trichlorsilan in 350 mL Diethylether hinzu und
refluxiert nach vollstindiger Zugabe fiir weitere 4 h. Es ist die Bildung eines farblosen
Niederschlages zu beobachten, der sich nach Zugabe von 300 mL 10%iger Salzsdure zur
abgekiihlten Reaktionsmischung langsam wieder auflost. Das Reaktionsgemisch wird mit
Wasser gewaschen, die wéssr. Phase wird gegen Dichlormethan ausgeschiittelt und die
vereinigten organischen Phasen werden liber MgSO, getrocknet und i.Vak eingeengt. Der
olige Riickstand wird fiir 150 min {iber Molekularsieb bei 100°C gertiihrt; anschlieend erfolgt
Destillation im Olpumpenvakuum (Sdp. 75°C, 3 mbar).

Ausbeute: 25.1 g (75 %)

Brechungsindex: nD20 =1.435

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 4.22 (s, 2H, Si-H), 1.21-1.01 (m, 28H, Si-CH3, Si-iPr).
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1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid

Y
c':|\olc':|7/

53
Ci2H23C1,0OS1,
314.43 g/mol

Herstellung der Cl,-gesittigten CCly-Losung:

Aus einer Chlor-Gasflasche wird das Chlor zur Trocknung zundchst durch eine mit konz.
Schwefelsdure gefiillte Waschflasche geleitet und anschlieBend unter Riihren 30 min in
400 mL Tetrachlorkohlenstoff geleitet. Die zuvor farblose Fliissigkeit farbt sich gelb.
Uberschiissiges Chlor wird mit ges. Natriumhydroxid-Lsg. vernichtet.

Chlorierung von 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxans 52:

In einem Rundkolben wird zu 25 g 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan 52 so lange eine Chlor-
gesittigte CCls-Losung zugetropft, bis die entstehende Gelbfarbung der Losung nicht mehr
verschwindet. AnschlieBend entfernt man den Tetrachlorkohlenstoff i. Vak. und man
destilliert den Riickstand im Olpumpenvakuum. Man erhilt das Produkt 1,1,3,3-Tetraiso-
propyldisiloxandichlorid als farblose Fliissigkeit mit einem Siedepunkt von 110°C bei 10
mbar.

Ausbeute: 28.6 g (89 %), farblose Fliissigkeit

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
d [ppm] = 1.19-0.99 (m, 28H, Si-CHj3, Si-iPr)-

ESI(-)-MS:  m/z313.2 [M-HJ
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3°,5°-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

54
C24H33F,N>O5S1,
528.74 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Schutzgasatmosphire 2.69 g (9.4 mmol) 1°-
Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 40 in 28 mL abs. Pyridin
gelost. Nach langsamer Zugabe von 3.88 mL (12.2 mmol, 1.3 eq.) 1,1,3,3-Tetra-
isopropyldisiloxandichlorid 53 riihrt man die Reaktionsmischung fiir 6 h bei Raumtemp.
Hierbei ist die Bildung des ausfallenden Pyridiniumchlorids als farbloser Niederschlag zu
beobachten. Die Reaktion wird durch Zugabe von wenigen mL Wasser gestoppt und man
wischt das Reaktionsgemisch drei Mal mit jeweils 75 mL einer ges. NaHCOs;-Losung. Die
wassrige Phase wird mehrmals Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber MgSQO, getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird mehrmals mit
wenig Toluol coevaporiert und schlieBlich sdulenchromatographisch an Kieselgel
aufgereinigt. Als Eluent wird ein Gemisch aus Dichlormethan/Methanol 98:2 verwendet. Man
erhilt das Produkt 53 als farblosen Schaum.

Ausbeute: 4.34 g (8.2 mmol, 87 %), farbloser Schaum

DC: R¢=0.37 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.13 (s, 1H, H2), 7.01 (dd, J=8.2 Hz, J=2.2 Hz, 1H, H7), 6.79 (dt, J =
10.2 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, H5), 5.85 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H1"), 4.56-4.51 (m, 1H,
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H3"), 4.20-4.05 (m, 4H, H2", H4’, H5', H5""), 3.27 (br s, 1H, 2’-OH), 1.09-0.98
(m, 28H, Si-CHj, Si-iPr).

BC-NMR: (63 MHz, CDCls)
& [ppm] = 161.4 (d, J = 10.7 Hz, CF), 156.5 (dd, J = 10.8 Hz, CF), 151.6 (C2),
134.3 (C9), 129.6 (C8), 98.7 (q, J = 22.6 Hz,C5), 93.5 (C7), 90.5 (C1"), 82.1 (C4"),
75.0 (C27), 69.7 (C3"), 60.7 (C5°), 17.2 (SiCHCH3), 13.0 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 529.7 [M-H]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C24H38F2N2058i2+H]+: 529.2365, gefunden: 529.2361.

3',5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(methoxycarbonylmethyl)-

1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

\r\jf\o O\)J\OMe

55
Cy7H42F2N,O5S1,
600.25 g/mol

Es werden 895 mg (1.69 mmol) 3°,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-
1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-fB-D-ribofuranose 54 unter Argonatmosphire in 9 mL
abs. THF gelost. Man kiihlt das Reaktionsgemisch auf —30°C, gibt 26 mg trockenes
Natriumhydrid (1.07 mmol, 1.5 eq.) hinzu und riihrt das Reaktionsgemisch 20 min bei —20°C.
Nun werden innerhalb von 15 min tropfenweise 198 pL (2.13 mmol, 3 eq.)
Bromessigsauremethylester  zugesetzt. AnschlieBend rithrt man das milchig-triibe
Reaktionsgemisch i{i. N. bei 0°C. Die Reaktionskontrolle erfolgt mittels DC im Laufmittel
CH,Cl,/MeOH (97:3). Nach beendeter Reaktion wird die Reaktionslosung im Scheidetrichter
mehrfach mit einer ges. NaCl-Lsg. gewaschen und die wissr. Phase wird mehrfach mit

Dichlormethan extrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber



132 5. Experimenteller Teil

MgSO4 entfernt man das Losemittel i. Vak. und reinigt den Riickstand séulen-
chromatographisch an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (98:2).

Ausbeute: 624 mg (1.04 mmol, 61 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.41 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.30 (s, 1H, H2), 7.24 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H7), 6.81 (dt, J = 10.2 Hz, J =
2.1 Hz, 1H, H5), 6.02 (s, 1H, H1"), 4.55-4.50 (m, 1H, H3"), 4.48-4.44 (m, 2H,
CH,), 4.33-4.27 (m, 1H, H2"), 4.22-4.17 (m, 1H, H4"), 4.07-4.00 (m, 2H, H5",
H5'"), 3.77 (s, 3H, CH3), 1.10-1.03 (m, 28H Si-CHj, Si-iPr).

BC-NMR: (64 MHz, CDCls)
& [ppm] = 170.7 (CO), 159.0 (CF), 155.5 (CF), 140.9 (C2), 134.4 (Carom), 129.0
(Carom), 98.9 (C5), 94.0 (C7), 89.8 (C1°), 82.2 (C4"), 81.2 (C2"), 70.0 (C3"), 68.1
(Ca), 59.5 (C57), 52.1 (CH3), 17.3 (SiCHCH3), 13.5, 13.0, 12.7 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 601.3 [M+H]"

3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-hydroxyethyl)-1"-

desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

F

\rj;O OnoH

56
Ca6H42F2N>O6S1,
572.25 g/mol

Unter Schutzgasatmosphire werden 459 mg (0.76 mmol) 3°,5'-0O-(1,1,3,3-Tetraiso-
propyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(methoxycarbonylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
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benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 55 in 7.5 mL einer Mischung aus abs. THF und abs.
Methanol (4:1) geldst und man kiihlt die Losung auf 0°C ab. Nach Zugabe von 70 mg (3.19
mmol, ~ 4.2 eq.), Lithiumborhydrid rithrt man die Lésung ii. N. bei 4°C. SchlieBlich 1dsst man
auf Raumtemp. erwdrmen und stoppt die Reaktion durch Zugabe von wenig ges.
Ammoniumchlorid-Lsg. Das Reaktionsgemisch wird mit Dichlormethan extrahiert, die
organische Phase wird iiber MgSO4 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird
mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel aufgereinigt. Eluent: CH,Cl,/MeOH (98:2).
Ausbeute: 337 mg (0.59 mmol, 78 %), farbloser, amorpher Feststoft.

DC: R¢=0.16 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

1H-NMR: (250 MHz, CDCl)
8 [ppm] = 8.25 (s, 1H, H2), 6.94 (dd, J = 8.2 Hz, J = 1.9 Hz, 1H, H7), 6.82 (dt, J =
10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, HS), 5.85 (s, 1H, H1"), 4.47 (q, J = 4.6 Hz, 1H, H3"),
4.26-4.20 (m, 1H, H4"), 4.14-4.08 (m, 1H, H2"), 4.01-3.95 (m, 1H, o-CH,), 3.90—
3.84 (m, 3H, o-CHa, H5", H57), 3.74-3.71 (m, 2H, B-CHa), 2.49 (br s, 1H, OH),
1.15-1.01 (m, 28H Si-CHj, Si-iPr).

ESI(+)-MS: m/z 573.3 [M+H]"

3,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-1"-

desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

>Su-°w

o
e} o
\Si——O O~
T N
o]
60

C34H45F2N305S1,
701.90 g/mol




134 5. Experimenteller Teil

In einem ausgeheizten Rundkolben werden 440 mg (0.77 mmol) 37,5-0O-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-hydroxyethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-
imidazolyl)-B-D-ribofuranose 56 vorgelegt und 35 mL abs. THF gelost. Zur braunen Losung
werden 116 mg (0.79 mmol) Phthalimid sowie 301 mg (1.15 mmol, 1.5 eq.)
Triphenylphosphin zugesetzt und man riihrt bis alles in Losung gegangen ist. Anschlielend
gibt man langsam 180 mg Diethylazodicarboxylat (DEAD, 1.15 mmol, 1.5 eq.) mittels
Injektionspritze hinzu und riihrt das Reaktionsgemisch ii. N. bei Raumtemp. Danach stoppt
man die Reaktion durch Zugabe weniger mL einer wéssr. ges. NaHCOs-Lsg. und extrahiert
das Reaktionsgemisch mehrfach mit Dichlormethan. Nach dem Trocknen der organischen
Extrakte iiber MgSO4 wird im Vakuum vom Losemittel befreit und der braunfarbene
Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt. Eluent: CH,Cl,/MeOH
(98:2 =2 9:1).

Ausbeute: 470 mg (0.67 mmol, 87 %), leicht gelbfarbener Schaum

DC: R¢=0.50 (CH,Clo/MeOH 98:2)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.19 (s, 1H, H2), 7.88-7.85 (m, 2H, Hphthatimia), 7.77-7.72 (m, 2H,
Hpthatimia), 6.96 (dd, J = 8.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H7), 6.77 (dt, J = 10.2 Hz, J = 2.2
Hz, 1H, H5), 5.78 (s, 1H, H1"), 4.48 (q, J = 4.4 Hz, 1H, H3"), 4.32-4.30 (m, 1H,
H4'), 4.27-4.19 (m, 3H, H2", a-CH,), 3.97-3.44 (m, 2H, B-CH,), 3.89-3.84 (m,
2H, H5’, H5""), 1.14-0.96 (m, 28H Si-CHj, Si-iPr).

BC-NMR: (64 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 169.7 (CO), 168.3 (CO), 156.5 (CF), 141.2 (C2), 134.4, 134.1, 133.8,
133.1, 132.0, 123.1 (6 X Carom), 98.6 (C5), 93.7 (C7), 89.5 (C1), 82.3 (C4"), 81.2
(C2"), 70.1 (C3"), 69.0 (Car), 59.4 (C5°), 38.2 (CP), 17.2 (SiCHCH3), 13.4, 13.0,
12.8 (SiCHCH3).

MALDI(-)-MS: m/z 699.5 [M-2H]*
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Allgemeine Reaktionsvorschrift Nr. 2 zur 3"-5"-Entschitzung der

Nucleosid-Bausteine

N
<ff>
N F

Das 3’-5’-Markiewicz-blockierte Nucleosid (I mmol) wird in 40 mL abs. THF unter
Schutzgasatmosphére gelost. Es werden langsam 2.5 &dquivalente einer 1 M Tetra-
butylammoniumfluorid-Losung in THF zugetropft. Man kontrolliert das Fortschreiten der
Entschiitzungsreaktion mittels Diinnschichtchromatographie und engt schlieBlich die
Reaktionslosung i.Vak. ein. Der verbleibende Riickstand wird séulenchromatographisch an

Kieselgel aufgereinigt.

1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-B-D-

ribofuranose

“fl
<
N F
(@]
(@]
)
(@]

HO

63
CH19F2N306
459.12 g/mol

Die Abspaltung der 3'-5"-TiPDS-Schutzgruppe erfolgt analog zur allgemeinen Vorschrift Nr.
2. Eingesetzte Mengen : 455 mg (0.65 mmol) 3°,5"-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-
diyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-f-D-ribo-
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furanose 60. Reaktionsdauer : 40 min. Aufreinigung durch Sdulenchromatographie an Kiesel-
gel im Laufmittel CH,Cl,/MeOH (95:5 - 7:3).

Ausbeute: 212 mg (0.46 mmol, 71 %), leichtgelber, amorpher Feststoff

DC: R¢=0.17 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (250 MHz, DMSO-de)
o [ppm] = 8.46 (s, 1H, H2), 7.85-7.73 (m, 4H, Hphthalimia), 7.49 (dd, J =9.1 Hz, J =
2.0 Hz, 1H, H7), 7.04 (dt, J = 10.0 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 5.95 (d, J = 5.9 Hz,
1H, H1"), 5.30 (d, J = 4.6 Hz, 1H, 3'-OH), 5.23 (t, J = 5.1 Hz, 1H, 5'-OH ), 4.35-
4.27 (m, 2H, H3",H4"), 4.03—4.01 (m, 1H, a-CH»), 3.96-3.89 (m, 1H, H2"), 3.75-
3.65 (m, 5SH, H5", H5"’, a-CH,, B-CH,).

ESI(-)-MS: m/z 457.9 [M-H]

5-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-1"-desoxy-1"-

(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose
N
&1
N F
0
o
* T
0

64

C43H37F2N305
761.25 g/mol

DMTrO

Die selektive Blockierung der 5’-OH-Funktion durch 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid
erfolgt analog zu allgemeiner Vorschrift Nr. 1. Eingesetzte Mengen: 345 mg (0.75 mmol) 1°-
Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-B-D-ribofuranose 63,
331 mg (0.98 mmol) 4,4’ -Dimethoxytriphenylmethylchlorid, 4 mL abs. Pyridin, 173 pL NEts.
Reaktionsdauer: 17 h.
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Ausbeute: 430 mg (0.55 mmol, 75 %), hellgelber Schaum.
DC: R¢= 0.40 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 7.95 (s, 1H, H2), 7.76-7.64 (m, 4H, Hohthatimia), 7.23—7.13 (m, 9H, Harom),
6.91 (dd, J = 7.7 Hz, J = 1.7 Hz, 1H, H7), 6.78-6.72 (m, 4H, Harom), 6.66 (dt, J =
9.7 Hz, J= 1.9 Hz, 1H, H5), 5.77 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H1"), 4.38-4.35 (m, 1H, H3"),
4.26-4.21 (m, 1H, H2"), 4.17-4.13 (m, 1H, H4"), 3.84-3.78 (m, 1H, o-CH,), 3.71
(s, 6H, OCH3), 3.69-3.65 (m, 2H, H5", H5""), 3.43-3.42 (m, 2H, B-CH,), 3.38-3.45
(m, 1H, a-CH,), 3.07 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 3’-OH).

BC-NMR: (64 MHz, CDCls)
8 [ppm] = 169.5 (CO), 168.4 (CO), 159.5 (CF), 144.5 (Carom), 142.4 (C2), 135.3,
134.3, 134.2, 133.8, 133.0, 132.2, 130.1, 128.1, 128.0, 127.3, 123.5 (11 x Carom),
113.3 (Carom), 98.1 (C5), 93.8 (C7), 87.5 (C1°), 85.4 (Cpmrr), 84.4 (C4"), 83.5 (C2),
70.3 (C3"), 69.4 (Ca), 63.2 (C57), 55.3 (OCH3), 38.0 (CB).

MALDI(+)-MS: m/z 762.9 [M+H]"
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3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5-O-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(B-phthalimidoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-

1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

N
«f)
N F

DMTrO— 4
0

>»N, Pag~ON
LT
65
Cs:Hs4FoNsOgP
961.36 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Argonatmosphére 100 mg (0.13 mmol) 5'-
0O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(3-phthalimidoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-
N-benzimidazolyl)-f-D-ribofuranose 64 in 3.5 mL abs. Acetonitril geldst. Nach Zugabe von
164 pL sym-Collidin (1.28 mmol, 8 eq.) sowie 5.5 pL N-Methylimidazol (0.07 mmol, 0.5 eq.)
wird das Reaktionsgemisch auf 0°C abgekiihlt. Man gibt langsam 58 puL (0.23 mmol, 1.8 eq.)
2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 hinzu und rithrt fiir 45 min bei 0°C. Das
Fortschreiten der Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie kontrolliert
(CH,Cl/MeOH 97:3). SchlieBlich ldsst man das Reaktionsgemisch fiir 10 min auf
Raumtemp. erwédrmen und beendet die Phosphitylierung durch Zugabe weniger mL einer 0.01
M Zitronensdure-Lsg. Es wird drei Mal mit jeweils 10 mL 0.01 M Zitronensdure-Lsg.
extrahiert und die wissrige Phase wird zwei Mal gegen Dichlormethan ausgeschiittelt. Die
vereinigten organischen Extrakte werden iiber MgSQO,4 getrocknet und das Losemittel wird 1.
Vak. entfernt. Der Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan aufgenommen und
an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (96:4) sdulenchromatographisch
aufgereinigt.

Ausbeute: 69 mg (0.07 mmol, 55 %) beide Diastereomere als leicht gelblicher Schaum.

DC: R¢=0.45 (CH,Cl,/MeOH 96:4)
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'H-NMR: (400 MHz, Aceton-dg)
o [ppm] = 7.97 (s, 1H, H2), 7.44-7.38 (m, 4H, Hphmatimia), 7.34-7.21 (m, 9H,
Harom), 6.99 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H7), 6.85-6.80 (m, 4H, Harom), 6.63 (t, J = 10.0 Hz,
1H, H5), 6.84 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H1"), 4.51-4.47 (m, 1H, H3"), 4.40-4.31 (m, 3H,
H4', H2', a-CH,), 4.12 (q, J = 7.2 Hz, 1H, a-CH,), 3.94-3.85 (m, 3H, H5’, H5""),
3.78 (s, 6H, OCHs), 3.71-3.59 (m, 4H, -CH-CHj3 aus iPr), 3.42-3.32 (m, 2H, -
OCH,CH,CN), 3.20-3.15 (m, 2H, OCH,CH,CN), 2.71-2.68 (m, 1H, B-CH,), 2.37-
2.33 (m, 1H, B-CH,), 1.16 (d, J = 6.8 Hz, 6H, 2 x CH3 iPr), 1.06 (d, J = 6.8 Hz,
6H, 2 x CH; iPr).

3IP.NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 151.2, 149.9 (Verhiltnis: 1:2)

MALDI(+)-MS: m/z 962.9 [M+H]"

3,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-N,N",N"" (tri-tert-
butyloxycarbonyl)guanidinoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-

B-D-ribofuranose

67
C42HeoF2N501;Si,
913.45 g/mol

Man I6st unter Schutzgasatmosphire 260 mg (0.45 mmol) 37°,5-0-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-hydroxyethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-

imidazolyl)-B-D-ribofuranose 56 in 39 mL abs. THF und versetzt diese Losung mit 175 mg
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(0.68 mmol, 1.5 eq.) Triphenylphosphin und 340 mg (0.9 mmol, 2 eq.) N,N’,N""(Tri-tert-
butyloxycarbonyl)guanidin. Man kiihlt das Reaktionsgemisch auf 0°C und gibt portionsweise
121 mg Diethylazodicarboxylat (DEAD, 0.68 mmol, 1.5 eq.) hinzu. Der Reaktionsansatz wird
fiir 2 h in der Mikrowelle unter Riihren bestrahlt (300 W Leistung, 1 bar, 80°C). Anschlieend
wird tiberschiissiges N,N’,N"’(tri-tert-butyloxycarbonyl)guanidin abfiltriert und das Filtrat
wird mehrfach gegen eine ges. wassr. NaHCOs-Lsg ausgeschiittelt. Die wéssr. Phase wird
zweimal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte werden iiber
MgSO, getrocknet. Nach Einengen der Losung wird der verbleibende Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel im Laufmittel CH,Cl,/MeOH (98:2) aufgereinigt.
Ausbeute : 334 mg (0.37 mmol, 82 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.55 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.23 (s, 1H, H2), 7.09 (dd, J = 8.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H7), 6.79 (dt,J =
10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 5.86 (s, 1H, H1"), 4.48 (q, J = 4.5 Hz, 1H, H3"),
4.33-4.29 (m, 1H, H4"), 4.27-3.90 (m, 7H, H2', H5’, H5"", a-CH,, B-CH,), 1.47—
1.41 (m, 27 H, CH;3 aus BOC), 1.10-0.97 (m, 28H, Si-CH3, Si-iPr).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl)
8 [ppm] = 159.3 (CF), 155.5 (CF), 153.0 (CGuanidin), 146.6, 145.6, 145.0 (3 x CO
Carbamat), 141.1 (C2), 134.2 (Carom), 129.7 (Carom), 98.5 (C5), 93.4 (C7), 89.8
(C1°), 83.9 (C4"), 82.7 (C2"), 81.2 (CCH; aus BOC), 70.3 (Car), 69.9 (C3"), 59.6
(C5"), 48.1 (CP), 28.1, 28.0, 27.9, 27.1 (CH; BOC) 17.1 (SiCHCH3), 14.4, 14.2,
13.0, 12.6 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 915.6 [M+2H]*"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C42H69F2N50118i2+H]+I 914.4578, gefunden :914.4594
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1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-N,N",N"" (tri-tert-

butyloxycarbonyl)guanidinoethyl)-B-D-ribofuranose

68
C30H43F2N501
671.30 g/mol

Zum simultanen Entschiitzen der 3,5’ -Hydroxyfunktionen wird nach allgemeiner Vorschrift
Nr. 2 verfahren. FEingesetzte Mengen: 336 mg (0.37 mmol) 37,5-O-(1,1,3,3-Tetra-
1sopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B3-N,N",N""(tri-tert-butyloxycarbonyl)guanidinoethyl)-1"-
desoxy-1-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 67. Reaktionsdauer: 90 min.
Laufmittelgemisch zur sdulenchromatographischen Aufreinigung: CH,Cl,/MeOH (95:5 -
9:1).

Ausbeute: 186 mg (0.28 mmol, 75 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.37 (CH,Cl,/MeOH 9:1)

'H-NMR: (250 MHz, Aceton-d)
& [ppm] = 8.19 (s, 1H, H2), 7.15 (dd, J = 8.0 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, H7), 6.89 (dt,J =
10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 6.01 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H1"), 4.55 (q, J = 4.7 Hz,
1H, H3"), 4.39-4.30 (m, 2H, H2", H4"), 4.15-3.90 (m, 6H, H5", H5"", a-CH,, B-
CH,), 2.25 (br s, 2H, 5’-OH, 3’-OH), 1.35-1.28 (m, 27 H, CH; aus BOC).

MALDI(+)-MS: m/z 673.8 [M+2H]2+, 573.9 [M-Boc+2H]2+
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C30H43F2N5010+Na]+: 694.2876, gefunden : 694.2897.
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(B-N,N",N""(tri-tert-
butyloxycarbonyl)guanidinoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-

B-D-ribofuranose

N
| H
Boc

69
Cs1Hg1FoN5sO12
973.42 g/mol

186 mg (0.28 mmol) 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(3-N,N",N""(tri-
tert-butyloxycarbonyl)guanidinoethyl)-B-D-ribofuranose 68 werden gemill allgemeiner
Vorschrift Nr. 1 zum 5-O-DMTr-blockierten Nucleosid 69 umgesetzt. Weitere Reaktanden:

122 mg (0.36 mmol, 1.3 eq.) 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid, 2 mL abs. Pyridin,
67 uL NEt;, Reaktionsdauer: 17 h.

Ausbeute: 150 mg (0.22 mmol, 80 %), leicht orangefarbener Schaum.
DC: R¢=0.47 (CH,Clp/MeOH 95:5)

'H-NMR: (250 MHz, DMSO-de)
& [ppm] = 8.45 (s, 1H, H2), 7.45 (dd, J = 8.3 Hz, J=2.1 Hz, 1H, H7), 7.16-7.33
(m, 10H, H5, Harom), 6.05 (d, J=5.7 Hz, 1H, H1"), 5.35 (d, J = 5.7 Hz, 1H, 3°-OH),
4.49-4.35(m, 3H, H2', H3", H4"), 3.79 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.64-3.48 (m, 3H, H5",
H5"", a-CH,), 3.22-3.18 (m, 1H, a-CH,), 2.98-2.88 (m, 2H, B-CH,), 1.48-1.22 (m,
27 H, CH3 aus BOC).

MALDI(+)-MS: m/z 976.5 [M+3H]*"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C51H61F2N5012+Na]+: 996.4183, gefunden : 996.4182.
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3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5-O-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(B-N,N",N""(tri-tert-butyloxycarbonyl)-
guanidinoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

70
CeoH78F2N7O13P
1173.54 g/mol

Es werden 140 mg (0.14 mmol) 5°-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(B-N,N",N""(tri-
tert-butyloxycarbonyl)guanidinoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-3-D-
ribofuranose 69 in einem ausgeheizten Rundkolben unter Schutzgasatmosphdre in 2.6 mL
abs. Acetonitril gelost. Nach Zugabe von 153 uL sym-Collidin (1.15 mmol, 8 eq.), sowie 5.7
uL N-Methylimidazol (0.07 mmol, 0.5 eq.) wird das Reaktionsgemisch auf 0°C abgekiihlt.
Man gibt langsam 58 pL (0.26 mmol, 1.8 eq.) 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit
44 hinzu und rithrt fiir 60 min bei 0°C. Das Fortschreiten der Reaktion wird mittels
Diinnschichtchromatographie kontrolliert (CH,Cl,/MeOH 97:3). SchlieBlich ldsst man das
Reaktionsgemisch kurz auf Raumtemp. erwédrmen und beendet die Phosphitylierung durch
Zugabe weniger mL einer 0.01 M Zitronensdure-Lsg. Es wird drei Mal mit jeweils 10 mL 0.01
M Zitronensdure-Lsg. extrahiert und die wéssrige Phase wird zwei Mal gegen Dichlormethan
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Extrakte werden iiber MgSO4 getrocknet das
Losemittel wird 1. Vak. entfernt. Der Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan
aufgenommen und an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (96:4) sdulen-
chromatographisch aufgereinigt.

Ausbeute: 141 mg (0.12 mmol, 86 %) beide Diastereomere als farblosen Schaum

DC: R¢= 0.44 (CH,Cl,/MeOH 96:4)
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'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 8.21 (s, 1H, H2), 7.35-7.11 (m, 10H, Hyrom, H7), 6.87-6.69 (m, 5H,
Harom, H5), 6.00 (s, 1H, H1"), 4.55-4.53 (m, 1H, H3"), 4.38-4.18 (m, 4H, H2", H4",
H5', H5""), 3.67 (s, 6H, OCH3), 3.64-3.44 (m, 6H, -CH-CHj aus iPr, o-CH,), 3.37—
3.25 (m, 2H, -OCH,CH,CN), 3.20-3.12 (m, 2H, OCH,CH,CN), 2.45-2.39 (m, 2H,
B-CH,), 1.45-1.33 (s, 27H, CH3 aus BOC), 1.11 (d, J = 6.6 Hz, 6H, 2 x CHj; iPr),
1.04 (d,J=6.7 Hz, 6H, 2 x CHj; iPr).

3'P-NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
o [ppm] = 150.2, 149.8 (Verhiltnis: 1:1.3)

MALDI(+)-MS: m/z 1193.1 [M+Na-H]

3',5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-1"-desoxy-

1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

F

712
C27H41F2N3058S1,
581.80 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Argonatmosphdre 980 mg (1.85 mmol)
37,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimid-

azolyl)-B-D-ribofuranose 54 und 603 mg Caesiumcarbonat (1.85 mmol, 1 eq.) in 8.7 mL tert-
Butanol gelost. Zum Reaktionsgemisch werden nun 2.42 mL (37 mmol, 20 eq.) frisch
destilliertes Acrylnitril zugesetzt und man rithrt das Gemisch fiir 2 h bei Raumtemp.

AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Dichlormethan verdiinnt und iiber eine
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Saugfritte mit wenig Kieselgel abgesaugt. Man wiascht mit Dichlormethan nach und befreit
das Filtrat vom Losungsmittel. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt. Als Eluent verwendet man ein Gemisch aus Dichlormethan/Methanol 98:2. Man
erhilt 72 als gelblichen, amorphen Feststoff.

Ausbeute: 890 mg (1.53 mmol, 83 %), gelber, amorpher Feststoff

DC: R¢=0.53 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.15 (s, 1H, H2), 6.91 (dd, J=8.0 Hz, J = 1.8 Hz, 1H, H7), 6.70 (dt, J =
10.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H5), 5.81 (s, 1H, H1"), 4.48-4.45 (m, 1H, H3"), 4.23—
4.18 (m, 4H, H5’, a-CH,), 4.11-4.09 (m, 1H, H4"), 3.97 (dd, J = 2.5 Hz, 13.5 Hz,
1H, H5""), 3.88 (d, J = 4.3 Hz, 1H, H2"), 3.78-3.74 (m, 1H, a-CH,), 2.64-2.60 (m,
2H, B-CH,), 1.04-0.90 (m, 28H, Si-CH3, Si-iPr).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCls)
& [ppm] = 158.5 (dd, J = 243 Hz, J = 11 Hz, CF), 152.6 (dd, J = 257 Hz, J =15
Hz, CF), 139.8 (C2), 133.1 (Carom), 128.7 (Carom), 116.6 (CN), 97.6 (C5), 92.2 (dd,
C7), 88.7 (C17), 82.1 (C4"), 80.2 (C2"), 69.2 (Car), 65.6 (C3"), 58.5 (C5"), 18.6
(CB), 16.2 (SiCHCH3), 12.0 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 581.8 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C,7H4;F2N305Si,+H]": 582.2631, gefunden: 582.2637.
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3',5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1"-

desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

77
C,7H45F2N305S1,
585.83 g/mol

In einem Autoklavenrohrchen (@ = 1.5 cm) werden unter Argonatmosphdre 1.07 g (1.84
mmol) 37,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-1"-desoxy-1"-
(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 72 in 11 mL abs. Methanol gelost. Es
werden zwei Spatelspitzen Raney-Nickel-Katalysator, welcher zuvor griindlich mit Methanol
gespiilt wurde, zugesetzt. SchlieBBlich werden 8 mL einer Ammoniak-geséttigten Methanol-
Losung zugesetzt. Man hydriert das Reaktionsgemisch im Autoklaven bei einem
Wasserstoffdruck von 30 bar unter stindigem Riihren bei Raumtemp. fiir 5 h. Anschlie8end
wird das Reaktionsgemisch iiber Celite abgesaugt. Man wischt mehrfach mit Methanol und
engt das Filtrat am Rotationsverdampfer zur Trockene ein. Zurlick bleibt das Produkt 76 als
orangefarbenes Ol, welches aufgrund seiner Reinheit nicht weiter aufgereinigt werden muss.

Ausbeute: 1.08 g (1.84 mmol, quant.) orangefarbenes Ol.

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.22 (s, 1H, H2), 6.93 (dd, J=8.0 Hz, J = 1.9 Hz, 1H, H7), 6.81 (dt,J =
10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 5.83 (s, 1H, H1"), 4.52-4.49 (m, 1H, H3"), 4.28—
4.13 (m, 2H, H2’, H4"), 4.06-4.00 (m, 3H, H5’, H5"",0-CH,), 3.82 (d, J = 4.6 Hz,
1H, a-CH,), 3.77-3.74 (m, 1H, y-CH,), 3.56-3.54 (m, 1H, y-CH,), 2.89-2.86 (m,
2H, NH,), 1.83-1.75 (m, 2H, B-CH,), 1.11-0.98 (m, 28H, Si-CHj3, Si-iPr).
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BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
& [ppm] = 159.3 (dd, J = 243 Hz, J = 11 Hz, CF), 153.4 (dd, J =257 Hz, J =15
Hz, CF), 141.4 (C2), 134.2 (Carom), 129.7 (Carom), 98.4 (C5), 93.4 (d, C7), 89.8
(C17),82.4 (C4"), 81.6 (C2), 70.0 (Car), 69.8 (C3"), 59.6 (C5°), 38.4 (Cy), 28.1
(CB), 16.6 (SICHCH3), 12.2 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 586.1 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C27H4sF2N305Siy+H]"™: 586.2944, gefunden : 586.2942.

1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-B-D-

ribofuranose
N
S
N F

O Oey

HO o

74
Ci5sHi5FoN304
339.29 g/mol

Man 16st in einem ausgeheizten Rundkolben unter Argonatmospédhre 267 mg (0.46 mmol)
37,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-di-
fluor-1-N-benzimidazolyl)- B-D-ribofuranose 72 in 4 mL abs. THF. Nun tropft man langsam
276 uL (1.61 mmol) einer Losung von NEt; « 3 HF dazu und riihrt das Reaktionsgemisch fiir
60 min bei Raumtemp. Das Fortschreiten der Reaktion wird durch Diinnschicht-
chromatographie kontrolliert (CH,Cl,/MeOH 95:5). Anschlieend wird die Reaktionslosung
am Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand wird sdulenchromatographisch an
Kieselgel aufgereinigt (CH,Cl,/MeOH 95:5 = 9:1).

Ausbeute: 141 mg (0.41 mmol, 90 %)

DC: R¢=0.33 (CH2Cl/MeOH 9:1)
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'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 8.51 (s, 1H, H2), 7.55 (ddd, J = 0.7 Hz, J =2.2 Hz, J = 9.0 Hz, 1H, H7),
6.93 (dt, J=10.3 Hz, J=2.2 Hz, 1H, H5), 6.11(d, J=5.9 Hz, IH, H1"), 4.64-4.62
(m, 1H, H3"), 4.53 (t, J = 5.3 Hz, 1H, H4"), 4.37 (br s, 2H, 5"-OH, 3’-OH), 4.23—
421 (m, 1H, H2"), 4.00-3.94 (m, 1H, a-CH,), 3.93-3.90 (m, 2H, H5’, H5""), 3.83—
3.77 (m, 1H, 0-CH,),2.76-2.72 (m, 2H, p-CH,).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 159.9 (dd, J =239 Hz, J = 11 Hz, CF), 154.1 (dd, J =254 Hz, J =15
Hz, CF), 143.9 (C2), 136.3 (Carom), 130.4 (Carom),118.9 (CN), 98.6 (C5), 95.8 (dd,
C7), 88.9 (C1°),87.3 (C4"), 83.4 (C2"), 70.5 (C3"), 66.7 (Car), 62.3 (C5"), 19.2

(CP).

ESI(+)-MS:  m/z 341.4 [M+2H]*
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C15H15F2N304+Na]+: 362.0929, gefunden: 362.0928.

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-B-D-ribofuranose

OMe F
SRS
N F
MeO Q O—l 0
O OH O\/\CN

75
C36H33F2N306
641.66 g/mol

Die Einfilhrung der 5’-DMTr-Schutzgruppe erfolgt nach allgemeiner Vorschrift Nr. 1.
Eingesetzte Mengen: 150 mg (0.44 mmol) 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2’-
O-(B-cyanoethyl)-B-D-ribofuranose 74, 2.2 mL abs. Pyridin, ~ 104 pL NEt;, 210 mg 4,4'-
Dimethoxytriphenylmethylchlorid (0.59 mmol, 1.4 eq.). Reaktionsdauer: 17 h.
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Ausbeute: 242 mg (0.38 mmol, 86 %)
DC: R¢=0.39 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
& [ppm] = 8.34 (s, 1H, H2), 7.45-7.42 (m, 2H, Hurom), 7.38 (dd, J=2.1 Hz, J=8.8
Hz, 1H, H7), 7.34-7.20 (m, 7H, Hyrom), 6.94 (dt, J = 10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5),
6.86-6.80 (m, 4H, Hyrom), 6.14 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H1"), 4.66-4.61 (m, 1H, H3"),
4.48-4.46 (m, 1H, H4"), 4.31-4.27 (m, 1H, H2"), 4.08-3.86 (m, 2H, H5",H5""),
3.77 (s, 6H, OCH3), 3.42 (d, J = 3.9 Hz, 2H, a-CH,), 2.84-2.82 (m, 1H, 3’-OH),
2.88-2.75 (m, 2H, B-CH,).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-dg)
8 [ppm] = 159.6 (CF), 153.5 (CF), 145.9 (Carom), 143.1 (C2), 136.6 (Carom), 130.9,
129.0, 128.6, 127.6 (4 X Carom), 118.8 (CN), 113.9 (Carom), 98.6 (C5), 95.5 (C7),
88.6 (C17),87.2 (C47),85.2 (Cpmm), 82.9 (C2), 70.6 (C3"), 66.6 (Car), 64.2 (C5"),
55.5 (OCHs), 19.2 (CP).

ESI(-)-MS: m/z 640.7 [M-H]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C36H33F2N306+H]+: 642.2415, gefunden : 642.2422.



150 5. Experimenteller Teil

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4"-dimethoxy-
triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-

cyanoethyl)-B-D-ribofuranose

C4sHs0F2N5sO4P
841.88 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Schutzgasatmosphire 200 mg 5°-O-(4,4'-
Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(B-cyano-

ethyl)-B-D-ribofuranose (0.31 mmol) 75 in 4.3 mL abs. Acetonitril geldst. Nachfolgend gibt
man 330 pL (2.5 mmol, 8 eq.) sym-Collidin sowie 12.3 pL (0.16 mmol, 0.5 eq.) N-
Methylimidazol hinzu und kiihlt die Reaktionsmischung im Eisbad auf 0°C ab. Langsam
werden nun 125 pL (0.56 mmol, 1.8 eq.) 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44
zugespritzt und man ldsst die gelbfarbene Reaktionslosung fiir 80 min bei 0°C riihren. Mittels
DC-Kontrolle lédsst sich der Reaktionsablauf verfolgen (CH,Cl,/MeOH 97:3). AnschlieBend
lasst man die Reaktionsmischung auf Raumtemp. erwdrmen und gibt 2 mL 0.01 M
Zitronensaure-Lsg. hinzu. Man schiittelt das Reaktionsgemisch zwei Mal gegen 10 mL 0.01
M Zitronensdure-Lsg. aus und wiéscht schlieBlich noch einmal mit einer wéssr. ges. NaHCO;-
Lsg. Die wissrige Phase wird noch zwei Mal mit Dichlormethan extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer
ohne Wasserbad vom Ldosemittel befreit. Der Riickstand wird unter Schutzgas in wenige mL
Dichlormethan aufgenommen und mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel aufgereinigt.

Auf diese Weise erhdlt man das gewiinschte Phosphoramidit 75 als Diastereomerengemisch.
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Ausbeute: 188 mg (0.22 mmol, 71 %), farbloser Schaum beider Diastereomere

DC: R¢=0.62 (CH,Cl,/MeOH 97:3, beide Diastereomere)

'H-NMR: (300 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 8.33 (s, 1H, H2), 7.47-7.20 (m, 10H, H7, Hyrom), 6.93 (dt, J = 10.4 Hz, J
= 2.2 Hz, 1H, H5), 6.87-6.81 (m, 4H, Harom), 6.19 (d, J = 4.8 Hz 1H, H1"), 4.75—
471 (m, 1H, H3"), 4.50-4.48 (m, 1H, H4"), 4.41-4.38 (m, 1H, H2"), 4.15-3.99 (m,
2H, H5’, H5""), 3.91-3.83 (m, 2H, a-CH,), 3.77 (s, 6H, O-CH3), 3.73-3.66 (m,
3H, y-CH,,-OCH,CH,CN), 3.53-3.39 (m, 3H,y-CH,-OCH,CH,CN), 2.84-2.72
(m, 2H, B-CH,), 1.25-1.11 (m, 14H, 2iPr).

3IP.NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
0 [ppm] = 150.1, 149.8 (Verhiltnis: 1:1.3)

MALDI(+)-MS: m/z 842.9 [M+H]"

3°,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-
trifluoracetamidopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-

ribofuranose

F

79
Cr9H44FsN306S1,
681.84 g/mol

In einem ausgeheizten Kolben werden unter Schutzgasatmosphire 570 mg 3°,5-0O-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-aminopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benz-

imidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 (0.97 mmol) in 11 mL abs. Pyridin geldst und auf 0°C
gekiihlt. Nun gibt man 180 puL Trifluoressigsdureanhydrid (1.26 mmol, 1.3 eq.) hinzu und
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lasst unter stindigem Riihren die Reaktionslosung langsam auf Raumtemp. erwidrmen. Das
Fortschreiten der Reaktion lédsst sich mittels DC-Kontrolle verfolgen, wobei sich noch nicht
umgesetztes Edukt mit Ninhydrin-Sprithreagenz anfdrben ldsst. Nach 6 h Riihren bei
Raumtemp. wird die Reaktion durch Zugabe von wenigen Millilitern Methanol gequencht.
Die Reaktionsmischung wird zwei Mal mit einer geséttigten NaCl-Losung gewaschen und die
wissrige Phase wird zwei Mal mit Dichlormethan extrahiert. Nach dem Trocknen der
vereinigten organischen Extrakte liber MgSO4 wird das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt und der Riickstand mehrmals mit Toluol coevaporiert. Zuletzt wird der
Riickstand mittels Saulenchromatographie gereinigt; als Eluent verwendet man
CH,Cl,/MeOH 95:5.

Ausbeute: 496 mg (0.73 mmol, 75 %) leicht gelber Schaum.

DC: R¢=0.38 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
O [ppm] = 8.22 (s, 1H, H2), 7.14 (br s, 1H, NH), 6.91 (dd, J =8.0 Hz, J = 1.9 Hz,
1H, H7), 6.82 (dt, J = 10.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H5), 5.84 (s, 1H, H1"), 4.58-4.55
(m, 1H, H3"), 4.30-4.27 (m, 1H, H4"), 4.09-4.06 (m, 1H, H5"), 4.03-3.98 (m, 2H,
a-CH,, H5"), 3.92-3.89 (m, 1H, a-CH,), 3.83-3.83 (m, 1H, H2"), 3.78-3.73 (m,
1H, y-CH,), 3.44-3.40 (m, 1H, y-CH,), 1.97-1.95 (m, 2H, B-CH,), 1.12-0.99 (m,
28H, Si-CHj, Si-iPr).

ESI(+)-MS:  m/z 682.4 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C29H44F5N306$i2+H]+: 682.2767, gefunden : 682.2762.
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1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-

trifluoracetamidopropyl)-p-D-ribofuranose V15V

80
C17H13F5N30s5
439.33 g/mol

Die Deblockierung wird gemdf3 der allgemeinen Vorschrift Nr. 2 vollzogen. Es werden 450
mg 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-trifluoracetamidopropyl)-1"-
desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 79 (0.66 mmol) eingesetzt. Als
Laufmittelgemisch fiir die Sdulenchromatographie wird CH,Cl,/MeOH (9:1) verwendet.
Ausbeute: 211 mg (0.48 mmol, 73 %), farbloser Schaum

DC: R¢=0.26 (CH2Clo/MeOH 9:1)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.49 (s, 1H, H2), 7.45 (br s, 1H, NH), 7.14 (dd, J = 8.1 Hz, J = 1.9 Hz,
1H, H7), 6.83 (dt, J = 10.0 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H5), 5.93 (d, J = 5.4 Hz 1H, HI"),
4.60—4.57 (m, 1H, H3"), 4.28-4.23 (m, 2H, H2',H4"), 4.08-3.90 (m, 2H, H5" H5""),
3.71-3.58 (m, 2H, a-CH,), 3.43-3.79 (m, 1H, y-CH,), 3.02-2.94 (m, 1H, y-CHy,),
2.31 (brs, 2H, 5°-OH, 3'-OH), 1.84-1.75 (m, 2H, p-CH,).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 161.5 (CO), 158.1 (CF3), 157.5 (CF), 155.3 (CF), 141.8 (C2), 134.8
(Carom), 128.7 (Carom), 98.8 (C5), 93.8 (C7), 88.2 (C17),85.8 (C4"), 83.2 (C2"), 69.7
(C3"), 68.8 (Car), 61.5 (C57), 37.3,(Cy), 29.2 (CP).

MALDI(-)-MS:  m/z 438.1 [M-H]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C;7HsFsN3Os+H]": 462.1065, gefunden : 462.1048.



154 5. Experimenteller Teil

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-trifluoracetamidopropyl)-B-D-ribofuranose

OMe

® “ﬁ
%
N F
weo— Htoq 4

H
O OH OWNTCF3

81
C3gH36FsN304
741.70 g/mol

Die Einfithrung der 5’-DMTr-Schutzgruppe erfolgt analog zur allgemeinen Vorschrift Nr. 1.
Eingesetzte Mengen: 200 mg 1’-Desoxy-1’-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-
trifluor-acetamidopropyl)-f-D-ribofuranose 80 (0.46 mmol), 3.6 mL abs. Pyridin, ~ 135 pL
NEt;, 200 mg 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (0.59 mmol, 1.3 eq.). Reaktionsdauer:
17 h.

Ausbeute: 253 mg (0.34 mmol, 74 %), leicht orangefarbener, amorpher Feststoff.

DC: R¢=0.46 (CH,Clo/MeOH 95:5)

'H-NMR: (300 MHz, Aceton-de)
8 [ppm] = 8.59-8.57 (m, 1H, NH), 8.32 (s, 1H, H2), 7.45-7.20 (m, 10H, H7, Harom),
6.94 (dt, J =10.3 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, H5), 6.86-6.81 (m, 4H, Hurom), 6.10 (d, J =
5.1 Hz 1H, H1"), 4.62-4.58 (m, 1H, H3"), 4.55-4.50 (m, 2H, H2’, H4"), 4.30-4.26
(m, 1H, H5"), 3.83-3.72 (m, 9H, O-CH3, a-CH,, H5""), 3.52-3.46 (m, 1H, o-CH,),
3.42-3.40 (m, 3H, y-CH, H2"), 2.79 (br s, 1H, 3'-OH), 1.89-1.84 (m, 2H, B-CH,).
BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-dg)
8 [ppm] = 161.2 (CO), 159.7 (CF), 157.5 (CF), 153.1, 150.7 (Carom), 145.9 (C2),
143.1 (Carom), 136.6 (C9), 131.0, 129.0, 128.6 (Carom), 113.9 (Carom), 98.6 (C5), 95.5
(C7), 88.6 (C1") 87.3 (C4), 85.5 (Cpwmr), 82.7 (C2), 70.6 (C3"), 69.2 (Cav), 64.4
(C57), 55.5 (OCH3), 37.8 (Cy), 29.9 (CB im Losemittelsignal).
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ESI(+)-MS: m/z 742.4 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C38H36F5N307Si2+H]+: 742.2551, getunden : 742.2548.

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4"-dimethoxy-
triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-

trifluoracetamidopropyl)-B-D-ribofuranose

F
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82
C47H53FsNsOgP
941.92 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Schutzgasatmosphire 198 mg 5°-O-(4,4'-
Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tri-

fluoracetamidopropyl)-B-D-ribofuranose (0.27 mmol) 81 in 4.2 mL abs. Acetonitril gelost.
Nachfolgend gibt man 284 pL (2.16 mmol, 8 eq.) sym-Collidin sowie 10.6 pL (0.13 mmol,
0.5 eq.) N-Methylimidazol hinzu und kiihlt die Reaktionsmischung im Eisbad auf 0°C ab.
Langsam werden nun 107 pL (049 mmol, 1.8 eq.) 2-Cyanoethyldiisopropyl-
chlorphosphoramidit 44 zugespritzt und man ldsst die gelbliche Reaktionslosung fiir 50 min
bei 0°C rithren. Mittels DC-Kontrolle ldsst sich der Reaktionsablauf verfolgen
(CH2CLl/MeOH 97:3). AnschlieBend ldsst man die Reaktionsmischung auf Raumtemp.
erwdrmen und gibt 1.5 mL 0.01 M Zitronensdure-Lsg. hinzu. Man schiittelt das
Reaktionsgemisch zwei Mal gegen 10 mL 0.01 M Zitronensdure-Lsg. aus und wischt
schlieBlich noch einmal mit einer wissr. ges. NaHCO;-Lsg. Die wissrige Phase wird noch
zweil Mal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden iiber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer ohne Wasserbad vom Losemittel befreit. Der

Riickstand wird unter Schutzgas in wenige mL Dichlormethan aufgenommen und mittels
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Flash-Chromatographie an Kieselgel aufgereinigt. Auf diese Weise erhdlt man das
gewlinschte Phosphoramidit 81 als Diastereomerengemisch.

Ausbeute: 155 mg (0.16 mmol, 61 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.62 (CH,Cl,/MeOH 97:3, beide Diastereomere)

'H-NMR: (300 MHz, Aceton-d)
O [ppm] = 8.36 (br s, 1H, NH), 8.32 (s, 1H, H2), 7.47-7.21 (m, 10H, H7, Harom),
6.97—6.83 (m, 5H, H5, Hyom), 6.16 (d, J = 5.0 Hz 1H, H1"), 4.74-4.68 (m, 1H,
H3"), 4.65-4.61 (m, 1H, H4'), 441-4.39 (m, 1H, H2"), 4.05-3.90 (m, 3H,
H5',H5"", a-CH,), 3.78 (s, 6H, O-CH3), 3.74-3.64 (m, 4H, 0.-CH,, -OCH,CH,CN),
3.42-3.40 (m, 3H, y-CH,, -OCH,CH,CN), 1.91-1.87 (m, 2H, B-CH,), 1.24-1.10
(m, 14H, 2iPr).

3IP.NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 150.2, 149.6. (Verhiltnis: 1:3.5)

MALDI(+)-MS:  m/z 941.6 [M]
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3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-tert-
butyloxycarbonyl-propyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-

ribofuranose

103
C3:Hs3F2N30S1,
685.95 g/mol

Variante A:

Zu einer Losung von 417 mg 3°,5'-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-
aminopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose ~ 77  (0.71
mmol) in 4.3 mL abs. Pyridin gibt man 150 pL (1.07 mmol, 1.5 eq.) Triethylamin und 14sst 5
min bei 0°C unter Argon rithren. Nun gibt man 465 mg (2.14 mmol, 3 eq.) Di-tert-
Butyldicarbonat in drei Portionen zu in etwa gleichen Teilen innerhalb von 60 min zur
gekiihlten Reaktionslosung. Nach beendeter Zugabe ldsst man das Reaktionsgemisch langsam
auf Raumtemp. erwédrmen und riihrt fiir weitere 12 h bei Raumtemp. Die Reaktionskontrolle
erfolgt mittels Diinnschichtchromatographie (CH,Cl,/MeOH 95:5); nicht vollstindig
umgesetztes Edukt ldsst sich mit Hilfe von Ninhydrin-Spriihreagenz anfiarben. Man quencht
die Reaktion durch Zugabe von wenigen mL einer ges. NaCl-Lsg. und extrahiert die
Reaktionslésung drei Mal mit einer ges. wissr. NaHCOs-Lsg. Die wissrige Phase wird zwei
Mal gegen Dichlormethan ausgeschiittelt; die vereinigten organischen Phasen werden iiber
MgSO, getrocknet und das Losemittel wird i. Vak. entfernt. Die Aufreinigung des dligen
Riickstandes erfolgt durch Saulenchromatographie an Kieselgel im Laufmittelgemisch
CH,Cl1,/MeOH (98:2 - 95:5).

Ausbeute: 346 mg (0.5 mmol, 71 %), farbloser, amorpher Feststoff.
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Variante B:

In einem Autoklavenréhrchen (@ = 1.5 cm) werden unter Argonatmosphire 890 mg (1.53
mmol) 37,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-1"-desoxy-1"-
(4,6-di-fluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 72 in 10 mL abs. Methanol geldst. Es
werden zwei Spatelspitzen Raney-Nickel - Katalysator, welcher zuvor griindlich mit
Methanol gespiilt wurde, sowie 1.0 g Di-tert-Butyldicarbonat (4.59 mmol, 3 eq.) zugesetzt.
Man hydriert das Reaktionsgemisch im Autoklaven bei einem Wasserstoffdruck von 30 bar
unter stdndigem Riithren bei Raumtemp. fiir Sh. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch
iber Celite abgesaugt. Man wischt mehrfach mit Methanol und Dichlormethan und engt das
Filtrat am Rotationsverdampfer zur Trockene ein. Der Riickstand wird sdulen-
chromatographisch an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (98:2 = 95:5)
aufgereinigt.

Ausbeute: 1.02 g (1.49 mmol, 98 %), farbloser amorpher Feststoff

DC: R¢=0.51 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.25 (s, 1H, H2), 6.94 (dd, J=8.1 Hz, J = 1.8 Hz, 1H, H7), 6.82 (dt,J =
10.2 Hz, J=2.1 Hz, 1H, H5), 5.85 (s, 1H, H1"), 4.96 (br s, 1H, NH), 4.55-4.49 (m,
1H, H3"), 4.30-4.25 (m, 1H, H4"), 4.17-4.14 (m, 1H, H5"), 4.07-4.00 (m, 1H,
H5'"), 3.98-3.95 (m, 1H, a-CH,), 3.83-3.75 (m, 2H, H2', a-CH,),), 3.33-3.27 (m,
2H, y-CH,), 1.86-1.81 (m, 2H, B-CH,), 1.43 (s, 9H, CH; BOC), 1.11-0.98 (m,
28H, Si-CHj, Si-iPr).

BC-NMR: (75.5 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 159.4 (CF), 155.9 (CF), 146.7 (CO Carbamat), 141.1 (C2), 134.2
(Carom), 129.7 (Carom), 98.4 (C5), 93.1 (C7), 89.8 (C1°), 85.1 (C4"), 82.5 (C2), 81.5
(CCH; aus BOC), 70.3 (Ca), 69.7 (C3"), 59.6 (C5°), 38.4 (Cy), 31.3, 30.3 (CP),
28.4,27.4 (CH; BOC) 17.3 (SiCHCH3), 13.4, 13.0, 12.5 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS:  m/z 685.5 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C32H53F2N3O7Si2+H]+: 686.3468, gefunden : 686.3484.



5. Experimenteller Teil 159

1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)- 2°-O-(y-N-tert-butyloxycarbonyl-

propyl)-B-D-ribofuranose

F

N

«ﬁ

N F
HOq o

H
OH O _~_N_O
1O

0]

105
Cr0H27F2N306
443.19 g/mol

Die Abspaltung der Markiewicz-Schutzgruppe erfolgt analog zu allgemeiner Vorschrift Nr. 2.
Eingesetzte Mengen: 572 mg 3°,5'-0O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-
tert-Butyloxycarbonylpropyl)-1-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-p-D-ribo-
furanose 103 (0.84 mmol). Reaktionsdauer: 70 min. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (95:5).

Ausbeute: 305 mg (0.69 mmol, 82 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.24 (CH,Cl/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.51 (s, 1H, H2), 7.17 (dd, J = 8.0 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H7), 6.80 (dt, J =
10.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H5), 5.98 (d, J = 6.2 Hz 1H, H1"),4.89 (br s, 1H, NH),
451 (br s, 1H, H3"), 4.34-4.31 (m, 2H, H2',H4"), 4.07-3.91 (m, 2H, H5" H5""),
3.65-3.60 (m, 1H, y-CH,), 3.52-3.45 (m, 2H, a-CH,, y-CH,), 3.08-3.04 (m, 1H, o-
CH,), 1.80—1.71 (m, 2H, p-CH,), 1.45 (s, 9H, CH; aus BOC).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCls)
8 [ppm] = 159.3 (CF3), 156.9 (CO), 153.3 (CF), 142.0 (C2), 135.2 (Carom), 128.6
(Carom), 98.5 (C5), 93.9 (C7), 88.1 (C17),86.7 (C4"), 83.9 (C2"), 79.8 (CCH; aus
BOC), 70.1 (C3"), 67.9 (Ca), 61.9 (C5"), 36.9 (Cy), 31.1 (CP), 28.4 (CH; BOC).

MALDI(+)-MS: m/z 443.9 [M]



160 5. Experimenteller Teil

ESI-HRMS: Berechnet fur [C20H27F2N306+Na]+: 466.1766, gefunden: 466.1767.

5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tert-Butyloxycarbonylpropyl)-B-D-ribofuranose

OMe

N
® «f:t
N F
wo—{ Soq o
OHO N__O

106
C41HasF2N305
745.81 g/mol

Die Einfilhrung der 5'-DMTr-Schutzgruppe erfolgt analog zu Allgemeiner Vorschrift Nr. 1.
Eingesetzte Mengen: 273 mg (0.62 mmol) 1'-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2’-
O-(y-N-tert-Butyloxycarbonyl-propyl)-p-D-ribofuranose 105, 4.8 mL abs. Pyridin, ~ 150 uL
NEts, 271 mg 4,4’ -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (0.8 mmol, 1.3 eq.).

Reaktionsdauer: 17 h.

Ausbeute: 363 mg (0.49 mmol, 79 %), leichtgelber, amorpher Feststoff.

DC: R¢= 0.48 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (250 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] = 8.48 (s, 1H, H2), 7.46 (dd, J = 2.0 Hz, J = 8.6 Hz, 1H, H7), 7.15-7.32
(m, 10H, HS, Harom), 6.84-6.78 (m, 4H, Hyrom), 6.07 (d, J = 5.9 Hz, 1H, H1"), 5.27
(d, J=5.4 Hz, 1H, 3’-OH), 4.40-4.31 (m, 2H, H3', H4"), 4.14-4.12 (m, 1H, H2"),
3.73 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.64-3.47 (m, 2H, H5",H5""), 3.22-3.20 (m, 2H, a-CH,),
2.99-2.93 (m, 2H, y-CH,), 1.63—1.58 (m, 2H, p-CH,), 1.35 (s, 9H, CH3 aus BOC).
BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-de)
8 [ppm] = 159.6 (CF), 158.0 (CF), 149.4 (CO), 141.2 (C2), 136.6 (Carom), 131.0,
130.1, 129.7, 129.1, 129.0, 128.8, 128.6, 128.3, 127.6, 127.4 (Carom),114.0, 113.6
(Carom), 98.3 (C5), 95.2 (C7), 88.4 (C1"), 87.3 (C4"), 85.6 (Cpwmr: ), 83.0 (C2), 81.5,
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78.9 (CCH3; aus BOC), 70.5 (C3"), 68.8 (Ca), 64.5 (C5"), 55.5 (OCH3) , 37.6 (Cy),
31.5 (CB), 30.0 (CH3 BOC im Losemittelsignal).

ESI(+)-MS: m/z 746.4 [M+H]" 768.4 [M+Na]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C41H45F2N308+Na]+: 768.3108, gefunden: 768.3096.

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4"-dimethoxy-
triphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tert-

butyloxycarbonylpropyl)-B-D-ribofuranose

OMe

H

O 0O Oo_~_N_O

}N,é\o/\/CN \(f)l/j<
O~

107
CsoHe2F2N5OoP
945.03 g/mol

Unter Argonatmosphére werden in einem ausgeheizten Rundkolben 181 mg (0.24 mmol) 5’-
O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-

N-tert-Butyloxycarbonylpropyl)-pB-D-ribofuranose 106 in 4.5 mL abs. Acetonitril geldst. Zur
orangefarbenen Losung werden 258 pL sym-Collidin (1.9 mmol, 8 eq.), sowie 9.6 uL N-
Methylimidazol (0.12 mmol, 0.5 eq.) zugesetzt und das Reaktionsgemisch wird auf 0°C
abgekiihlt. Langsam gibt man 98 pL (0.44 mmol, 1.8 eq.) 2-Cyanoethyldiisopropyl-
chlorphosphoramidit 44 hinzu und riihrt fiir 60 min bei 0°C. Das Fortschreiten der Reaktion
wird mittels Diinnschichtchromatographie kontrolliert (CH,Cl,/MeOH 96:4). SchlieBlich 14sst
man das Reaktionsgemisch kurz auf Raumtemp. erwdrmen und beendet die Phosphitylierung
durch Zugabe weniger mL 0.01 M Zitronensdure-Lsg. Es wird drei Mal mit jeweils 15 mL
0.01 M Zitronensdure-Lsg. extrahiert und die wéssrige Phase wird zwei Mal gegen

Dichlormethan ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Extrakte werden liber MgSO,
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getrocknet und am Rotationsverdampfer ohne Erwdrmung bis zur Trockene eingeengt. Der
Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan aufgenommen und an Kieselgel im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (97:3) sdaulenchromatographisch aufgereinigt.
Ausbeute: 188 mg (0.19 mmol, 81 %), beide Diastereomere als farbloser Schaum.

DC: R¢= 0.55 (CH,Cl/MeOH 97:3)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
d [ppm] = 8.21 (s, 1H, H2), 7.33-7.05 (m, 10H, H7, Harom), 6.80 (dt, J =2.1 Hz, J =
10.5 Hz, 1H, HS), 6.74-6.69 (m, 4H, Harom), 6.02 (d, J = 5.8 Hz 1H, H1"), 5.73 (br
s, 1H, NH), 4.59—4.46 (m, 2H, H3', H4"), 4.27-4.25 (m, 1H, H2"), 3.65 (s, 6H, O-
CH;), 3.34-329 (m, 3H, HS5,HS”, a-CH), 3.00-2.96 (m, 2H, a-CHa,-
OCH,CH,CN), 2.77-2.65 (m, 3H, y-CH,-OCH,CH,CN), 2.50-2.46 (m, 1H,y-
CH,), 1.61-1.58 (m, 2H, B-CH,), 1.25-1.23 (m, 9H, CH3; BOC), 1.16-0.97 (m,
14H, 2iPr).

3'P.NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 150.2, 149.6 (Verhiltnis: 1:2.2)

MALDI(+)-MS: m/z 945.7 [M]
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3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-(N-tert-
butyloxycarbonyl-N,-trifluoracetyl-lysinamidopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-

1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

89
Ca40HesFsN5OoSi,
910.13 g/mol

Man legt in einem ausgeheizten Rundkolben unter Argonatmosphére i. Hochvak. getrocknete
360 mg (0.62 mmol) 37,5-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-amino-
propyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)--D-ribofuranose 77 vor und 16st das
Edukt in 7.5 mL abs. Dichlormethan. Es werden 211 mg (0.62 mmol, 1 eq.) Ng-tert-
Butyloxycarbonyl-Ng-trifluoracetyllysin sowie 85 mg (0.62 mmol, 1 eq.) HOBt und 96 pL
(0.62 mmol, 1 eq.) DIC zugesetzt und man riihrt fiir 72 h bei Raumtemp. Das Fortschreiten
der Reaktion ldsst sich mittels Diinnschichtchromatographie im Laufmittel CH,Cl,/MeOH
96:4 kontrollieren. Man gibt anschlieBend wenige mL einer wissr. ges. NaHCOs-Lsg. zu und
schiittelt die Reaktionslosung mehrmals gegen eine wéssr. ges. NaHCOs-Lsg. aus. Die wissr.
Phase wird noch zweimal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen werden iiber MgSO4 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird i.
Hochvak. getrocknet. Aufgrund der hohen Reinheit kann das Produkt ohne weitere
Aufreinigung in der nachsten Stufe eingesetzt werden.

Ausbeute: 562 mg (0.62 mmol, quant.), orangefarbener Schaum

DC: R¢= 0.32 (CH,Cl,/MeOH 96:4)
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'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)

8 [ppm] = 8.28 (s, 1H, H2), 7.04 (dd, J = 8.2 Hz, J = 1.9 Hz, 1H, H7), 6.81 (dt, J =
10.2 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 6.50 (br s, 1H, NH), 5.91 (s, 1H, H1"), 5.83-5.80 (m,
1H, NH), 5.04 (d, J = 8.1 Hz, 1H, a-CHy i), 4.55-4.51 (dd, J = 4.7 Hz, 1H, H3"),
4.29-4.24 (m, 1H, H4"), 4.17-4.13 (m, 1H, H2"), 4.08-3.97 (m, 2H, H5’, H5""),
3.90-3.77 (m, 2H, a-CH,), 3.72-3.64 (m, 1H, NH), 3.41-3.35 (m, 2H, y-CH,),
2.17-2.13 (m, 2H, -CH,CH3), 1.87-1.82 (m, 2H, B-CH,), 1.70-1.60 (m, 8H, -
CH,-), 1.42 (s, 9H, CH; BOC), 1.15-0.97 (m, 28H Si-CH3, Si-iPr).

ESI(+)-MS:  m/z909.9 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C40H64F5N509+H]+: 910.4241, gefunden: 910.4242.

1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-(Nq-tert-

Butyloxycarbonyl-N-trifluoracetyllysinamidopropyl))-B-D-ribofuranose
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667.62 g/mol

Die Abspaltung der Markiewicz-Schutzgruppe erfolgt analog zu allgemeiner Vorschrift Nr. 2.
Eingesetzte Mengen: 525 mg 3°,5'-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-
(Ng-tert-butyloxycarbonyl-N-trifluoracetyllysinamidopropyl)-1'-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 89 (0.58 mmol). Reaktionsdauer: 90 min. Die sdulen-
chromatographische Aufreinigung erfolgt an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH
(9:12>7:3).

Ausbeute: 298 mg (0.45 mmol, 77 %), farbloser Schaum.
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DC: R¢= 0.44 (CH,Cl,/MeOH 9:1)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
& [ppm] = 8.59 (br s, 1H, NHcarbamar), 8.46 (s, 1H, H2), 7.60 (d, J =9.0 Hz, J = 2.0
Hz, 1H, H7), 7.50 (brs, 1H, NH), 6.92 (dt, J = 10.5 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, H5), 6.05
(d, J=6.6 Hz, 1H, H1"), 4.86 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 3'-OH), 4.56-4.54 (m, 1H, H5"),
4.52-4.50 (m, 1H, H3"), 4.35-4.33 (m, 1H, H2"), 4.19-4.17 (m, 1H, H5"), 4.03—
3.97 (m, 1H, a-CH,), 3.87-3.85 (m, 2H, H4', 5°-OH), 3.66-3.56 (m, 2H, a-CH,, y-
CH,), 3.51-3.46 (m, 1H, y-CH>), 3.35-3.31 (m, 2H, -CH,- ), 3.18-3.09 (m, 1H, o-
CHyysin), 1.81-1.79 (m, 2H, B-CHy), 1.67-1.58 (m, 6H, -CH,-), 1.39 (s, 9H, CH;
aus BOC).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 173.8 (CO), 165.6 (CO), 159.3 (CF3), 153.3 (CF), 144.1 (C2), 135.2
(Carom), 128.6 (Carom), 115.8 (CF3), 98.4 (C5), 96.0 (C7), 88.7 (C1°), 87.4 (C4"),
83.2 (C2’), 81.5 (CCH; aus BOC), 70.1 (C3"), 68.3 (Ca), 62.6 (C5"), 55.7 (a-
CHiyin), 40.2 (CHy), 36.3 (Cy), 32.7 (CHy), 31.3 (CPB), 29.2 (CH,), 28.6 (CH;
BOC), 23.7 (CH>).

MALDI(+)-MS: m/z 667.9 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C28H38F5N508+H]+: 668.2719, gefunden: 668.2697
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(N-tert-butyloxycarbonyl-N,-
trifluoracetyl-lysinamidopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-

D-ribofuranose
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969.99 g/mol

Zur selektiven Einfiihren der 5'-DMTr-Schutzgruppe wird nach allgemeiner Vorschrift Nr. 1
verfahren. Eingesetzte Mengen: 158 mg (0.24 mmol) 1'-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-(Nq-tert-butyloxycarbonyl-N.-trifluoracetyl-lysinamidopropyl))-3-
D-ribofuranose 90. 1.5 mL abs. Pyridin, 56 pL. NEt; und 112 mg 4,4’-Dimethoxytriphenyl-
methylchlorid (0.33 .mmol, 1.4 eq.). Reaktionsdauer: 17 h.

Ausbeute: 170 mg (0.17 mmol, 71 %), gelblicher, amorpher Feststoff.

DC: R¢=0.47 (CH,Clo/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-de)
8 [ppm] = 8.50 (br s, 1H, NHcubamar), 8.35 (s, 1H, H2), 7.55-7.52 (m, 1H, H7),
7.46-7.22 (m, 9H, Harom), 6.98—6.84 (m, SH, H5, Hawom), 6.12 (d, J = 5.6 Hz, 1H,
H1"), 6.07 (br s, 1H, NH), 4.84 (d, J = 4.5 Hz, 1H, 3'-OH), 4.54-4.47 (m, 2H,
H2',H3"), 4.31-4.29 (m, 1H, H4"), 4.01-3.99 (m, 2H, H2’, a-CHin), 3.79 (s, 6H,
OCHs), 3.75-3.72 (m, 1H, a-CH,), 3.67-3.57 (m, 3H, o-CH,, y-CH,, H5"), 3.43—
3.30 (m, 5H, H5',-CH,-), 3.21-3.16 (m, 1H, y-CH,), 1.81-1.73 (m, 2H, p-CH,),
1.64—1.57 (m, 4H, -CH,-), 1.38 (s, 9H, CH; aus BOC).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-ds)
8 [ppm] = 173.7 (CO), 159.6 (CF3), 150.7 (CF), 145.9 (Curom), 143.2 (C2), 136.6
(Carom), 131.1, 131.0, 129.0, 128.7, 128.6, 124.6 (6 X Carom), 114.0 (CF3), 98.4 (C5),
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96.0 (C7), 88.4 (C1), 87.3 (C4"), 85.7 (Cpmrs), 83.0 (C2°), 79.3 (CCH; aus BOC),
70.4 (C3°), 68.6 (Cau), 64.6 (C5), 55.6 (0-CH ysin), 55.5 (OCH3), 40.2 (CH,), 36.4
(Cy), 32.8 (CH,), 31.3 (CB), 29.0 (CH; BOC im Lésemittelsignal), 23.8 (CHy).

MALDI(+)-MS: m/z 971.3 [M+2H]*
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C49H56F5N5010+H]+: 970.4025, gefunden: 970.4039.

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5-O-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(Ng-tert-butyloxycarbonyl-N,-
trifluoracetyl-lysinamidopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-

D-ribofuranose
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Man 16st unter Argonatmosphire in einem ausgeheizten Rundkolben 157 mg (0.16 mmol) 5'-
O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(Nq-tert-butyloxycarbonyl-N-trifluoracetyl-

lysinamidopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-p-D-ribofuranose 91 in 2.7
mL abs. Acetonitril. Nach Zugabe von 170 pL sym-Collidin (1.3 mmol, 8 eq.), sowie 6.3 puL
N-Methylimidazol (0.08 mmol, 0.5 eq.) wird das Reaktionsgemisch auf 0°C abgekiihlt. Man
gibt langsam 65 pL (0.29 mmol, 1.8 eq.) 2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44
hinzu und rithrt fiir 70 min bei 0°C. Das Fortschreiten der Reaktion wird mittels

Diinnschichtchromatographie kontrolliert (CH>Cl,/MeOH 97:3). SchlieBlich ldsst man das
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Reaktionsgemisch kurz auf Raumtemp. erwédrmen und beendet die Phosphitylierung durch
Zugabe weniger mL einer 0.01 M Zitronensédure-Lsg. Es wird drei Mal mit jeweils 10 mL 0.01
M Zitronensdure-Lsg extrahiert und die wéssrige Phase wird zwei Mal gegen Dichlormethan
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Extrakte werden iiber MgSO4 getrocknet das
Losemittel wird i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan
aufgenommen und an Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (96:4) séulen-
chromatographisch aufgereinigt.

Ausbeute: 122 mg (0.10 mmol, 65 %) beide Diastereomere als leicht gelblicher Schaum

DC: R¢=0.42 (CH,Cl,/MeOH 96:4)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
O [ppm] = 8.37 (br s, 1H, NH), 8.23 (s, 1H, H2), 7.40-7.10 (m, 10H, Harom, H7),
6.77-6.70 (m, SH, Harom, HS), 6.04 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H1"), 5.81 (br s, 2H, NH),
4.56-4.53 (m, 1H, H3"), 4.49—4.46 (m, 1H, H4"), 4.33—4.22 (m, 3H, H2",H5" H5""),
3.66 (s, 6H, OCH3), 3.60-3.53 (m, 4H, -CH-CHj; aus iPr), 3.48-3.44 (m, 2H, a-
CH,), 3.37-3.28 (m, 4H, -OCH,CH,CN, -CH,-), 3.20-3.15 (m, 7H, y-CHa,
OCH,CHyCN, -CH,-), 2.53-2.51 (m, 1H, y-CH,), 2.49-2.45 (m, 1H, o-CHyysin),
1.62-1.59 (m, 2H, B-CH,), 1.45-1.43 (m, 4H, -CH;-), 1.28 (s, 9H, CHj3 aus BOC),
1.15(d,J=6.7 Hz, 6H, 2 x CH; iPr), 1.08 (d, J=6.7 Hz, 6H, 2 x CHj3 iPr).
S'P.NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 150.4, 149.8 (Verhéltnis: 1:2.1)

MALDI(+)-MS: m/z 1170.4 [M+H]"
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3',5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-(N,Ns-bis(tert-butyl-
carbamoyl)-N,,Ns -bis(3-[tert-butyl-carbamoyl-amino]propyl)ornithin)-
propylamid)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

94
CssHi01F2N7014S1,
1213.69 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben unter Schutzgasatmosphdre legt man i. Hochvak.
getrocknete 427 mg (0.73 mmol) 3°,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-
aminopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 vor und
16st das Edukt in 6 mL abs. Dichlormethan. Es werden 472 mg Ng,Ns-Bis(tert-butyl-
carbamoyl)-Ng,Ns-bis(3-[tert-butyl-carbamoylamino]propyl)ornithin 93 (0.73 mmol, 1 eq.),
sowie 99 mg (0.73 mmol, 1 eq.) HOBt und 113 pL (0.73 mmol, 1 eq.) DIC zugesetzt und man
rihrt fir 72 h bei Raumtemp. Eine Kontrolle der Reaktion erfolgt durch Diinn-
schichtchromatographie im Laufmittel CH,Cl,/MeOH 95:5. Nach beendeter Reaktion
schiittelt man die Reaktionslosung drei Mal gegen eine ges. wassr. NaHCO;-Lsg. aus und
extrahiert die wiassr. Phase zwei Mal mit Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen
werden tiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das Losemittel i. Vak. entfernt und der
Riickstand wird im Hochvak. getrocknet. Aufgrund der hohen Reinheit kann das Produkt
ohne weitere Aufreinigung in der néchsten Stufe eingesetzt werden.

Ausbeute: 883 mg (0.73 mmol, quant.) leicht rétlicher Schaum

DC: R¢=0.45 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.27 (s, 1H, H2), 7.02 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H7), 6.82 (dt, J = 10.1 Hz, J =
2.0 Hz, 1H, H5), 5.91 (s, 1H, H1"), 5.30 (br s, 1H, NH), 4.55-4.50 (m, 1H, H3"),
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431-4.28 (m, 1H, H5"), 4.19-4.16 (m, 1H, H4"), 4.08-4.02 (m, 2H, H5"", a-CH)),
3.90-3.79 (m, 3H,y-CH,, H2), 3.70-3.67 (m, 1H, a-CH,), 3.43-3.38 (m, 1H,
COCH), 3.24-3.08 (m, 8H, -CH,-), 1.84-1.81 (m, 2H, B-CH,), 1.69-1.63 (m, 4H,
-CH,-), 1.46-1.43 (m, 36H, 4 x CH; aus BOC), 1.15-0.86 (m, 34H, -CH,-CH,-
CH,-, Si-CH, Si-iPr).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 171.5 (COamia), 157.5 (CF), 156.9, 156.6, 156.4, 156.0 (4 x CO aus
BOC), 155.0 (CF), 141.1 (C2), 135.2 (Carom), 129.9 (Carom), 98.5 (C5), 93.0 (C7),
89.8 (C17), 82.5 (C2"), 81.4 (C4"), 79.7, 79.1 (2x CCH; aus BOC), 70.1 (C3"), 69.9
(Ca), 59.9 (C5), 41.1 (Cy), 38.1, 37.5, 37.0 (3 x CH,), 31.1 (CB), 28.4 (CH; BOC),
26.2, 26.0, 25.8, 25.3, 25.0, 23.6 (6 x CH,), 17.2 (SiCHCH3), 13.4, 13.0, 12.7
(SiCHCH3).

MALDI(+)-MS: m/z 1214.4 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C58H101F2N7014Si2+H]+2 12146991, gefunden: 1214.6982.

1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-(Ng,Ns-bis(tert-butyl-
carbamoyl)-N,,Ns -bis(3-[tert-butyl-carbamoyl-amino]propyl)ornithin)-

propylamid)-B-D-ribofuranose

95
Ca6H75F2N7O13
971.54 g/mol

Die simultane 3°,5 -Entschiitzung wird gemal der allgemeinen Vorschrift Nr. 2 vollzogen. Es
werden 405 mg (0.33 mmol) 3°,5"-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-
(Ng,Ns-bis(tert-butylcarbamoyl)-N,,Ns-bis(3-[tert-butylcarbamoylamino]propyl)ornithin)-
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propylamid)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 94 umgesetzt.
Reaktionsdauer: 70 min. Als Laufmittelgemisch zur sdulenchromatographischen
Aufreinigung wird CH,Cl,/MeOH (9:1) verwendet.

Ausbeute: 259 mg (0.27 mmol, 81 %), farbloser Schaum

DC: R¢=0.35 (CH,Cl,/MeOH 9:1)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
§ [ppm] = 8.30 (s, 1H, H2), 7.32-7.28 (m, 1H, H7), 6.79 (dt, J = 10.1 Hz, J = 2.2
Hz, 1H, H5), 5.95(d, J=6.7 Hz, 1H, H1"), 5.30 (br s, 1H, NH), 4.95 (br s, 1H, 3'-
OH), 4.80 (br s, 1H, 5'-OH), 4.52-4.49 (m, 1H, H3"), 4.33-4.30 (m, 1H, H4"),
4.25-4.20 (m, 1H, H2"), 3.95 (br s, 2H, H5", H5""), 3.89-3.78 (m, 2H, y-CH,),
3.41-3.38 (m, 3H, a-CH,, COCH), 3.24-3.05 (m, 12H, -CH,-), 1.72-1.64 (m, 2H,
B-CH,), 1.46-1.43 (m, 36H,4 x CH; aus BOC), 1.15-1.13 (m, 6H,-CH,-CH,-CH,-).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
§ [ppm] = 172.1 (COamia), 158.9 (CF), 156.9, 156.6, 156.5, 156.2 (4 x CO aus
BOC), 155.0 (CF), 142.4 (C2), 135.2 (Carom), 129.5 (Carom), 98.8 (C5), 94.7 (C7),
88.0 (C1), 86.5 (C2"), 83.0 (C4"), 79.9, 79.7, 79.5, 79.2 (4x CCH; aus BOC), 69.7
(C3"), 67.8 (Ca), 62.3 (C5°), 42.5 (Cy), 38.1, 37.8, 35.7 (3 x CHy), 31.1 (CP), 28.4
(CH; BOC), 26.0,25.9,25.7, 25.0, 24.8, 23.6 (6 x CH»).

MALDI(+)-MS: m/z 972.7 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C46H75F2N7013+H]+: 972.5469, gefunden: 972.5460.
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(N,,Ns-bis(tert-butyl-
carbamoyl)-N,,Ns -bis(3-[tert-butyl-carbamoyl-amino]propyl)ornithin)-
propylamid)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

96
Ce7Ho3FoN7O 5
1273.67 g/mol

Die Einfilhrung der 5’-DMTr-Schutzgruppe erfolgt nach allgemeiner Vorschrift Nr. 1.
Eingesetzte Mengen: 250 mg (0.26 mmol) 1’-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2’-
O-(y-N-(Ng,Ns-bis(tert-butyl-carbamoyl)-Ng,Ns-bis(3-[tert-butyl-carbamoyl-amino|propyl)-
ornithin)propylamid)-p-D-ribofuranose 95, 2.4 mL abs. Pyridin, 66 puL mL NEt; und 114 mg
4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (0.34 mmol, 1.3 eq.). Reaktionsdauer: 17 h.

Ausbeute: 278 mg (0.22 mmol, 84 %), farbloser Schaum

DC: R¢=0.52 (CH,Cl/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 8.33 (s, 1H, H2), 7.46-7.22 (m, 10H, H7, Harom), 6.95 (dt, J = 10.2 Hz, J
=2.2 Hz, 1H, H5), 6.87-6.83 (m, 4H, Harom), 6.12 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H1"), 6.03 (br
s, 1H, NH), 5.96 (br s, 1H, NH), 4.83 (br s, 1H, 3"-OH), 4.60-4.56 (m, 1H, H3"),
4.52-4.49 (m, 1H, H2"), 4.34-4.31 (m, 1H, H4"), 3.82-3.76 (m, 6H, OCH3), 3.67—
3.61 (m, 2H, y-CH,), 3.44-3.42 (m, 2H, H5", H5""), 3.27-3.18 (m, 4H, -CH,-),
3.10-3.06 (m, 3H, a-CH,, COCH), 1.79-1.68 (m, 8H, -CH,-), 1.58-1.56 (m, 2H, p-
CH,), 1.45-1.40 (m, 42H.4 x CH; aus BOC, CH,-CH,-CH>-).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-dg)
8 [ppm] = 172.4 (COamia), 159.7 (CF), 156.7, 156.6, 156.5, 156.2 (4 x CO aus
BOC), 155.8 (CF), 150.7 (Carom), 146.0 (Carom), 143.2 (C2), 136.6 (Carom), 131.0,
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129.0, 128.7, 127.6, 124.6 (Cyrom), 114.0 (Cyrom), 98.6 (C5), 95.8 (C7), 88.7 (C1"),
87.3 (C27), 85.7 (Cpmrr), 83.0 (C47), 80.5, 79.6, 78.6, 78.5 (4x CCHjs aus BOC),
70.5 (C3"), 68.9 (Ca), 64.6 (C5"), 55.5 (OCHs), 42.2 (Cy), 39.0, 37.6, 36.9 (3 x
CH»), 31.2 (CPB), 29.0 (CH3 BOC im Losemittelsignal).

MALDI(+)-MS: m/z 1275.1 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C¢7Ho3F2N70, 5+Na]+: 1296.6596, gefunden: 1296.6591

3-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-0O-(4,4"-dimethoxy-
triphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(N,,Ns-bis(tert-butyl-carbamoyl)-N,,Ns -bis(3-[tert-
butyl-carbamoyl-amino]propyl)ornithin)propylamid)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-

N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

97
Cr6H110F2N9O16P
1473.78 g/mol

Man 16st unter Argonatmosphire in einem ausgeheizten Rundkolben 142 mg (0.11 mmol) 5'-
O-(4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(Nq,Ns-bis(tert-butyl-carbamoyl)-Ng,Ns-bis(3-
[tert-butyl-carbamoyl-amino]propyl)ornithin)propylamid)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-f-D-ribofuranose 96 in 2.2 mL abs. Acetonitril. Nach Zugabe von 118 pL
sym-Collidin (0.9 mmol, 8 eq.), sowie 4.4 pL. N-Methylimidazol (0.06 mmol, 0.5 eq.) wird
das Reaktionsgemisch auf 0°C abgekiihlt. Man gibt langsam 45 pL (0.20 mmol, 1.8 eq.) 2-
Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 hinzu und riihrt fiir 70 min bei 0°C. Das
Fortschreiten der Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie kontrolliert

(CH2Cl/MeOH 97:3). SchlieBlich ldsst man das Reaktionsgemisch kurz auf Raumtemp.
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erwarmen und beendet die Phosphitylierung durch Zugabe weniger mL einer 0.01 M
Zitronensaure-Lsg. Es wird drei Mal mit jeweils 10 mL 0.01 M Zitronensédure-Lsg. extrahiert
und die wissrige Phase wird zwei Mal gegen Dichlormethan ausgeschiittelt. Die vereinigten
organischen Extrakte werden tiber MgSO,4 getrocknet das Ldsemittel wird i. Vak. entfernt.
Der Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan aufgenommen und an Kieselgel im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (96:4) sdulenchromatographisch aufgereinigt.

Ausbeute: 105 mg (0.07 mmol, 64 %), beide Diastereomere als farbloser Schaum.

DC: R¢=0.62 (CH,Cl,/MeOH 96:4)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-dg)
8 [ppm] = 8.35 (s, 1H, H2), 7.44-7.42 (m, 1H, H7), 7.35-7.26 (m, 9H, Harom), 6.95
(dt, J=10.4 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 6.88-6.83 (m, 4H, Huom), 6.19 (s, 1H, H1"),
5.98 (br s, 1H, NH), 4.79-4.75 (m, 1H, H3"), 4.70-4.60 (m, 1H, H4"), 4.62-4.59
(m, 1H, H2"), 4.56-4.46 (m, 2H, H5", H5""), 4.40-4.30 (m, 2H, y-CH,), 3.78 (s,
6H, O-CH3), 3.63-3.41 (m, 4H, -OCH,CH,CN, a-CH,), 3.27-3.19 (m, 14H, -CH-
CHj aus iPr, -CH,-), 3.06-3.00 (m, 2H, OCH,CH,CN, 2.63-2.59 (m, 1H, COCH),
1.75-1.67 (m, 2H, B-CH,), 1.44—1.39 (m, 36H, 4 x CH;3 aus BOC), 1.16 (d, J = 6.9
Hz, 6H, 2 x CHj iPr), 1.13-1.10 (m, 6H, -CH,-CH,-CH>-), 1.05 (d, J = 6.9 Hz,
6H, 2 x CHj; iPr).

3IP-NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 150.3, 149.7 (Verhiltnis: 1:1.9)

MALDI(+)-MS: m/z 1474.7 [M+H]"
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3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-(dodecanamido-
propyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

F
N
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\(SI—‘O O\/\/ N \n/\/\/\/\/\/
(@]
99
C39He7F2N306S12

768.45 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben unter Argonatmosphére legt man i. Hochvak. getrocknete
275 mg (047 mmol) 37,5"-0O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-
aminopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 vor und
16st das Edukt in 5 mL abs. Dichlormethan. Es werden 94 mg (0.47 mmol, 1 eq.), Laurinséure
sowie 64 mg (0.47 mmol, 1 eq.) HOBt und 72 pL (0.47 mmol, 1 eq.) DIC zugesetzt und man
riihrt fiir 72 h bei Raumtemp. Das Fortschreiten der Reaktion ldsst sich mittels Diinnschicht-
chromatographie im Laufmittel CH>Cl,/MeOH 95:5 kontrollieren. Man gibt anschliefend
wenige mL einer wéssr. ges. NaHCO3-Lsg. zu und schiittelt die Reaktionslosung mehrmals
gegen eine wissr. ges. NaHCOs;-Lsg. aus. Die wissr. Phase wird noch zweimal mit
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO,
getrocknet. Das Losemittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand wird séulenchromato-
graphisch an Kiesel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (97:3) aufgereinigt.

Ausbeute: 256 mg (0.33 mmol, 71 %), orangefarbenes Ol

DC: R¢=0.36 (CH2Clo/MeOH 97:3)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 8.28 (s, 1H, H2), 6.97 (dd, J = 8.4 Hz, J = 1.7 Hz, 1H, H7), 6.83 (dt,J =
10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 5.87 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H1"), 5.83-5.80 (m, 1H,
NH), 4.55-4.51 (m, 1H, H3"), 4.30-4.27 (m, 1H, H4"), 4.15-4.12 (m, 1H, H2"),
4.07-4.03 (m, 1H, H5"), 4.00-3.95 (m, 1H, a-CH,), 3.84-3.82 (m, 1H, H5""), 3.80—
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3.75 (m, 1H, 0-CH,), 3.51-3.38 (m, 2H, y-CH,), 2.17-2.13 (m, 2H, -CH,CHj3),
1.88-1.84 (m, 2H, B-CH,), 1.64—1.61 (m, 2H, -CH,-), 1.29-1.25 (m, 19H,8 x CH,,
CH3), 1.12-0.96 (m, 28H Si-CHs, Si-iPr).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-dg)

8 [ppm] = 173.1 (COamia), 160.0 (dd, J = 240 Hz, J = 11 Hz, CF), 153.4 (dd, J =
254 Hz, J = 15 Hz, CF), 142.6 (C2), 135.8 (Carom), 130.6 (Carom), 98.5 (C5), 95.1
(C7), 90.5 (C1°), 83.0 (C2°), 82.5 (C4"), 71.0 (C3"), 70.3 (Cav), 61.1 (C5"), 37.0
(Cy), 36.9 (CH»), 32.7 (CHs3), 31.4 (CB), 29.9 (CH; im Losemittelsignal), 26.5, 23.4
(2 x CH,), 17.8 (SiCHCH3), 14.4, 14.2, 13.8, 13.5 (SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 768.6 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C39H67F2N306+H]+: 768.4614, gefunden: 768.4600.

1"-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-(dodecanamidopropyl))-

B-D-ribofuranose

Cy7H41F2N305
525.30 g/mol

Die Abspaltung der Markiewicz-Schutzgruppe erfolgt analog zu allgemeiner Vorschrift Nr. 2.
Eingesetzte Mengen: 180 mg 3°,5'-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-
(dodecan-amidopropyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 99
(0.23 mmol). Reaktionsdauer: 60 min. Die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgt an

Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (95:5-2>9:1).
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Ausbeute: 105 mg (0.20 mmol, 87 %), orangefarbenes Ol.
DC: R¢=0.27 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (250 MHz, CDCl;)

8 [ppm] = 8.46 (s, 1H, H2), 7.16 (dd, J = 8.3 Hz, J = 1.7 Hz, 1H, H7), 6.79 (dt, J =
10.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H5), 5.95 (d, J = 6.3 Hz, 1H, HI"), 5.92-5.89 (m, 1H,
NH), 4.53-4.51 (m, 1H, H3"), 4.33-4.31 (m, 1H, H4"), 426-4.23 (m, 1H, H2"),
4.04-3.88 (m, 2H, H5', H5"), 3.76-3.74 (m, 1H, y-CH,), 3.58-3.52 (m, 1H, o-
CH,), 3.48-3.44 (m, 1H, a-CH,), 3.09-3.05 (m, 1H, y-CH,), 2.18-2.14 (m, 2H, -
CH,CH3), 1.77-1.73 (m, 2H, p-CH,), 1.62-1.58 (m, 2H, -CH,-), 1.29-1.23 (m,
19H, 8 x CH,, CH3).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 174.4 (COamia), 158.3 (CF), 154.6 (CF), 142.0 (C2), 135.1 (Carom), 128.8

(Carom), 98.6 (C3), 94.3 (C7), 88.1 (C1°), 86.6 (C4"), 83.7 (C2"), 69.9 (C3"), 68.1
(Ca), 62.8 (C57), 37.0 (Cy), 36.0 (CH,), 32.0 (CHs), 30.9 (CB), 29.7, 29.6, 29.5,
29.4,29.3 (5 x CHa), 25.7, 22.7, 20.2 (3 x CHa),

ESI(-)-MS: m/z 524.2 [M-H]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C27H41F2N305+H]+: 526.3092, gefunden: 526.3092.
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(dodecanamidopropyl))-1"-

desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

OMe F
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@)

101
C4sHsoF2N304
827.43 g/mol

Die Blockierung der 5'-OH-Funktion mit der DMTr-Schutzgruppe erfolgt nach allgemeiner
Vorschrift Nr. 1. Eingesetzte Mengen: 80 mg (0.15 mmol) 1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-
benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-(dodecanamidopropyl))-B-D-ribofuranose 100, 830 puL abs.
Pyridin, 36 pL. mL NEt; und 72 mg 4,4’ -Dimethoxytriphenylmethylchlorid (0.21 mmol, 1.4
eq.). Reaktionsdauer: 17 h.

Ausbeute: 83 mg (0.10 mmol, 67 %), gelblicher, amorpher Feststoff.

DC: R¢=0.39 (CH,Cl,/MeOH 97:3)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 8.33 (s, 1H, H2), 7.41 (dd, J = 8.7 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H7), 7.35-7.22
(m, 9H, Hyrom), 6.95 (dt, J = 10.0 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H5), 6.87-6.84 (m, 4H,
Harom), 6.10 (d, J = 5.8 Hz, 1H, H1"), 4.92 (d, J = 5.0 Hz, 1H, 2"-OH), 4.56-4.52
(m, 1H, H3"), 4.49-4.46 (m, 1H, H4"), 4.30 (q, J = 3.7 Hz, 1H, H2"), 3.79 (s, 6H,
OCHj3), 3.73-3.69 (m, 1H, a-CH,), 3.67-3.57 (m, 2H, a-CH,, y-CH>), 3.43-3.42
(m, 2H, H5’, H5"), 3.16-3.11 (m, 1H, y-CH,), 2.17-2.14 (t, J = 7.4 Hz, 2H, -
CH,CH3), 1.76-1.70 (m, 2H, p-CH,), 1.62-1.57 (m, 2H, -CH,-), 1.29-1.26 (m,
19H, 8 x CH,, CH3).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-dg)
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O [ppm] = 174.1 (COamia), 159.7 (CF), 153.1 (CF), 145.9 (Cyrom), 142.0 (C2), 136.6
(Carom), 131.0, 129.0, 128.6, 127.6 (4 X Carom), 113.9 (Carom), 98.5 (C5), 95.5 (C7),
88.4 (C1"), 87.3 (C4"), 85.7 (Cpmrr), 83.1 (C27), 70.4 (C3"), 68.8 (Car), 64.6 (C5’),
55.5 (OCHj3), 36.9 (Cy), 36.3 (CHy), 32.7 (CHs), 31.5 (CB), 29.9 (CH; im
Losemittelsignal), 26.6, 23.4 (2 x CHa).

ESI(+)-MS: m/z 828.7 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C48H59F2N307+H]+: 828.4399, gefunden: 828.4373.

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin-5"-O-(4,4" -dimethoxy-
triphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(dodecanamidopropyl))-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-

N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

102
Cs7H76F2NsOgP
1027.54 g/mol

Man 16st 124 mg (0.15 mmol) 5'-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-(dodecan-
amidopropyl))-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-pB-D-ribofuranose 101 in 2 mL
abs. Dichlormethan. Zu dieser leicht gelben Lésung gibt man 19.5 mg (0.17 mmol) 4,5-
Dicyanoimidazol und kiihlt die Losung anschlieBend im Eisbad auf 0°C. Nun werden 71.5 pL
(0.23 mmol, 1.5 eq.) 2-Cyanoethyl-N,N,N",N"-tetraisopropylphosphoramidit 45 zugesetzt und
man rithrt die nunmehr orangefarbene Losung fiir 3 h bei Raumtemp. Nach Zugabe weniger
mL Dichlormethan wird die Reaktionslosung dreimal gegen eine wéssr. ges. NaCl-Losung
ausgeschiittelt. Die wissrige Phase wird zwei Mal mit Dichlormethan extrahiert und die

vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO,4 getrocknet. Nach dem Abziehen des
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Losemittels 1. Vak. wird der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt.
Als Eluent wird CH,Cl,/MeOH (96:4) verwendet.

Ausbeute: 97 mg (0.09 mmol, 63 %) beide Diastereomere als leicht gelblicher Schaum

DC: R¢=0.45 (CH,Cl,/MeOH 96:4)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)

8 [ppm] = 8.24 (s, 1H, H2), 7.35-7.18 (m, 10H, Hayom, H7), 6.95 (dt, J = 10.0 Hz, J
= 2.0 Hz, 1H, H5), 6.89-6.72 (m, 4H, Hyom), 6.08 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H1"), 4.57—
451 (m, 2H, H3", H4"), 4.31-4.28 (m, 1H, H2"), 3.92-3.84 (m, 2H, H5’, H5""),
3.69 (s, 6H, OCH3), 3.66-3.63 (m, 4H, -CH-CHj3 aus iPr), 3.51-3.46 (m, 2H, a-
CH,), 3.35-3.32 (m, 2H,-OCH,CH,CN), 3.18-3.07 (m, 2H, y-CH,), 2.74-2.71 (m,
3H, OCH,CH,CN), 2.51 (t, J = 5.9 Hz, 2H, -CH,CHj), 1.64-1.61 (m, 2H, f-CH,),
1.50-1.42 (m, 2H, -CH,-), 1.29-1.26 (m, 19H, 8 x CH,, CH3), 1.16 (d, J = 6.8 Hz,
6H, 2 x CH3 iPr), 1.06 (d, J= 6.8 Hz, 6H, 2 x CH; iPr).

J'IP-NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 150.2, 149.6 (Verhiltnis: 1:2)

ESI(+)-MS: m/z 1028.8 [M+H]", 1050.8 [M+Na]"
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3',5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-(N,Ns-bis(9-H-
fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-Ng,Ns -bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbony!l -
amino]propyl)ornithin)propylamid)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

115
CogH109F2N7014S1,
1703.12 g/mol

339 mg  (0.58 mmol) 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-
aminopropyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose 77 werden
unter Argonatmosphére im Rundkolben in 6 mL abs. Dichlormethan gelost. Es werden 658
mg  Ng,Ns-Bis(9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N,,Ns-bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxy-
carbonyl]propyl)ornithin (0.58 mmol, 1 eq.), sowie 79 mg (0.58 mmol, 1 eq.) HOBt und 90
uL (0.58 mmol, 1 eq.) DIC zugesetzt und man riihrt fiir 72 h bei Raumtemp. Eine Kontrolle
der Reaktion erfolgt durch Diinnschichtchromatographie im Laufmittel CH,Cl,/MeOH 95:5.
AnschlieBend wird das Losemittel i. Vak. entfernt und der Riickstand wird i. Hochvak.
getrocknet. Aufgrund der hohen Reinheit kann das Produkt ohne weitere Aufreinigung in der
nichsten Stufe eingesetzt werden.

Ausbeute: 986 mg (0.58 mmol, quant.) leicht gelblicher Schaum

DC: R¢=0.48 (CH,Clo/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-de)
8 [ppm] = 8.47 (s, 1H, H2), 7.82—7.80 (m, 8H, Hemoc), 7.63—7.61 (m, 8H, Hepmoc),
7.37-7.28 (m, 17H, Hemoe, H7), 6.91 (dt, J = 2.0 Hz, J = 10.4 Hz, H5), 6.44 (br s,
1H, NH), 6.26 (br s, 2H, NH), 6.07 (s, 1H, H1"), 5.03 (s, 1H, a-CHsper), 4.64—4.60
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(m, 1H, H3"), 4.49-4.47 (m, 4H, H2’, H4", H5", H5""), 4.32-4.08 (m, 4H, Fmoc-
CH.), 3.84-3.76 (m, 2H, y-CH,), 3.46-3.44 (m, 1H a-CH,), 3.25-2.82 (m, 14H,
CHa.sper, -0-CHy), 1.78-1.77(m, 2H, B-CH,), 1.45-1.33 (s, 27H, CH; aus BOC),
1.11-0.99 (m, 28H, Si-CH, Si-iPr).

MALDI(+)-MS: m/z 1702.05 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [CogH09F2N7014Si1; +Na]+: 1724.7437, gefunden : 1724.7433.

1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-(Ng,Ns-bis(9-H-fluoren-
9-yl-methoxycarbonyl)-Ng,Ns -bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl -

amino]propyl)ornithin)propylamid)-B-D-ribofuranose

HO—l 0 f
Fmoc.
OH O N N §

~ N \”)\/\/ ~ “Fmoc

O]

116
CssHs3FoN7O 13
1460.62 g/mol

Unter  Argonatmosphidre  werden 300 mg (0.18 mmol) 37,5-O-(1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-(Ng,Ns-bis(9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-
Ng,Ns-bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino]propyl)ornithin)propylamid)-1’-
desoxy-1-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-f-D-ribofuranose 115 in 2 mL abs. THF gelost.
Nun tropft man langsam 107 pL (0.62 mmol) einer Losung von NEt; « 3 HF dazu und riihrt
das Reaktionsgemisch flir 60 min bei Raumtemp. Das Fortschreiten der Reaktion wird durch
Diinnschichtchromatographie kontrolliert. AnschlieBend wird die Reaktionslosung am

Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kiesel-

gel aufgereinigt (CH,Cl,/MeOH 95:5 - 9:1).
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Ausbeute: 205 mg (0.14 mmol, 78 %), farbloser Schaum.
DC: R¢=0.46 (CH,Cl/MeOH 9:1)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-de)

& [ppm] = 8.47 (s, 1H, H2), 7.90-7.81 (m, 8H, Hrmoc), 7.64 — 7.59 (m, 8H, Hemoc)
7.60-7.57 (m, 1H, H7), 7.38-7.34 (m, 8H, Hpmoc), 7.33-7.29 (m, 8H, Hpmoc), 6.92
(dt, J = 2.4 Hz, J = 10.4 Hz, 1H, H5), 6.49-6.48 (m, 1H, NH), 6.30-6.29 (m, 2H,
NH), 6.07 (d, J = 6.4 Hz, 1H, H1"), 5.10-5.09 (m, 1H, 5°-OH), 4.71 (s, 1H, 3'-OH),
4.52-4.50 (m, 10H, H3’, H5", Fmoc-CH,), 4.34—4.20 (m, 7H, H2’, H4", Fmoc-HO9,
o-CHsper), 3.85-2.89 (m, 15H, H5"’, a-CHa, y-CH,, CHy.sper), 1.65-1.20 (m, 10H,
B-CH,, CHasper).

ESI(+)-MS: m/z 1461.2 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [Cg6H83F2N7013+Na]+: 1482.5915, gefunden : 1482.5907.
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl-2"-O-(y-N-(Ng,Ns-bis(9-H-fluoren-9-yl-
methoxycarbonyl)-Ng,Ns -bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl -
amino]propyl)ornithin)propylamid)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-

benzimidazolyl)-B-D-ribofuranose

DMTrO—l o J)
Fmoc.

H N II-'moc H
OH
O\/\/Njﬁ\/\/N\/\/N\Fmoc
(0]
117

Cio7H101F2N7015
1762.98 g/mol

Die Einfithrung der 5’-DMTr-Schutzgruppe erfolgt analog zur allgemeinen Vorschrift Nr. 1.
Eingesetzte Mengen: 179 mg (0.123 mmol) 1'-Desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-
2"-0O-(y-N-(Ng,Ns-bis(9-H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-Ng,Ns-bis(3-[9-H-fluoren-9-yl-
methoxycarbonyl-amino|propylornithin)propylamid)-p-D-ribofuranose 116, 54 mg (0.159
mmol, 1.3 eq.) 4,4’ -Dimethoxytriphenylmethylchlorid, 1.3 mL abs. Pyridin und 29 pL. NEts,
Reaktionsdauer : 17 h.

Ausbeute : 166 mg (0.09 mmol, 76 %), leicht orangefarbener Schaum.

DC: R¢=0.55 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
8.37 (s, 1H, H2), 7.81-7.41 (m, 17H, H7, Himoc), 7.40—7.17 (m, 25H, Hrmoe, Harom)s
7.00-6.81 (dt, J = 2.2 Hz, J = 10.0 Hz 1H, H5), 6.80-6.78 (m, 4H, Harom), 6.11 (d,
J =54 Hz, 1H, H1"), 4.57 (s, 1H, 3’-OH), 4.50-4.16 (m, 17H, H3’, H5", H5"",
H2’, H4", Hrmoer, Fmoc-CH,, a-CHser), 3.74-3.72 (m, 6H, OCH3), 3.06-2.86 (m,
14H, 0-CH,, y-CHa, CHa sper), 1.76-1.30 (m, 10H, B-CH,, CHy.sper).
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ESI(+)-MS:  m/z 1763.6 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C107H101F2N7015+Na]+: 1784.7222, getfunden : 1784.7225.

2", 3", 5°-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose
N N
\w
</N:&N
0

OAc OAc

AcO

39
Ci6H18N4O7
378.34 g/mol

1 g (8.3 mmol) Purin werden unter Argonatmosphére in 40 mL abs. Acetonitril gelost. Man
versetzt die Suspension mit 2.0 mL N,O-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid (9.6 mL) und bestrahlt
das Gemisch in der Mikrowelle fiir 15 min (Leistung: 150 W, 80°C, 1 bar). Die homogene
Losung wird nun mit einer Losung aus 2.64 g (8.3 mmol) 1,2,3,5-Tetra-O-acetyl--D-
ribofuranose in 10 mL abs. Acetonitril versetzt. SchlieBlich gibt man 0.85 mL (4.6 mmol)
Trimethylsilyltrifluorsulfonat (TMSOTY) hinzu und bestrahlt das Reaktionsgemisch 105 min
in der Mikrowelle (150 W, 80°C, 1 bar). Nach dem Abkiihlen der Lsg. quencht man die
Reaktion durch Zugabe von 8 mL einer wissr. ges. NaHCO;-Lsg. und man extrahiert drei
Mal mit Dichlormethan. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in Dichlormethan
aufgenommen und sdulenchromatographisch an Kieselgel im Laufmittelgemisch
CH,Cl1,/MeOH (99:1 - 98:2) aufgereinigt. Man erhélt das gewiinschte 7N-Isomer als sog.
slow-Isomer als farblosen Schaum.

Ausbeute: 488 mg (1.29 mmol, 16 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.37 (CH,Cl,/MeOH 95:5)
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'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
& [ppm] = 9.20 (d, J = 11.4 Hz, 2H, H6, H2), 8.51 (s, 1H, H8), 6.14 (d, J = 5.5 Hz,
1H, H1"), 5.50 (t, J = 5.5 Hz, 1H, H2"), 5.39 (t, J = 5.0 Hz, H3"), 4.56-4.49 (m, 2H,
H5', H5""), 4.42-4.38 (m, 1H, H4"), 2.18 (s, 3H, CH3-Ac), 2.16 (s, 3H, CHs-Ac),
2.11 (s, 3H, CHs-Ac).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 170.1, 169.5, 169.4 (3 x CO), 161.5 (C4), 153.7 (C6), 146.0 (C2), 141.0
(C8), 124.0 (C5), 88.2 (C17), 81.0 (C2"), 73.7 (C3"), 70.0 (C4"), 62.6 (C5"), 20.8,
20.5,20.4 (3 x CHz-Ac).

MALDI(+)-MS:  m/z 378.3 [M]

2", 3", 5°-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(9-N-purinyl)-B-D-ribofuranose
al
4
<N | N/)
0

OAc OAc

AcO

39b
Ci6H18N4O7
378.34 g/mol

Man erhélt 2, 3", 5'-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(9-N-purin)-p-D-ribofuranose 39b als zweites
Regioisomer bei der Darstellung von 2°,3",4’-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(7-N-purin)-f-D-
ribofuranose 39 gemidll obiger Vorschriftt Es wird als sog. fast-Isomer sdulen-
chromatographisch erhalten.

Ausbeute: 2.12 g (5.6 mmol, 68 %) farbloser Schaum

DC: R¢=0.42 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
§ [ppm] = 9.12-9.15 (m, 1H, H6), 8.95 (s, 1H, H2), 8.23 (s, 1H, H8), 6.21 (d, J =
5.1 Hz, 1H, H1"), 5.96-5.93 (m, 1H, H2"), 5.65-5.63 (m, 1H, H3"), 4.42-4.39 (m,
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2H, H5',H5""), 4.35-4.31 (m, 1H, H4"), 2.10 (s, 3H, CH;s-Ac), 2.05 (s, 3H, CHs-
Ac), 2.02 (s, 3H, CHs-Ac).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCls)
& [ppm] = 170.3, 169.6, 169.3 (3 x CO), 152.9 (C4), 150.9 (C2), 149.1 (C6), 143.7
(C8), 134.7 (C5), 86.5 (C17), 80.4 (C2), 73.1 (C3"), 70.6 (C4"), 63.0 (C5"), 20.7,
20.5,20.4 (3 x CH3-Ac).

ESI(+)-MS: m/z 378.1 [M]

1"-Desoxy-1"-(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose
N N
i
¢ 1A
0

OH OH
41
CioH12N4O04
252.23 g/mol

HO

1.11 g (295 mmol) 2°,3",5"-Tri-O-acetyl-1"-desoxy-1"-(7-N-purin)-p-D-ribofuranose 39
werden unter Argonatmosphire in 44 mL abs. Methanol gelost. Man gibt 354 uL einer 5.4 M
Natriummethanolat-Lsg (in Methanol) dazu und riihrt bei Raumtemp. Nach 45 min lésst sich
mittels DC-Kontrolle kein Edukt mehr nachweisen, sodass die Reaktion durch Zugabe von
vier Spateln eines schwach sauren Ionenaustauschers (Dowex S0WXS8, Korngro3e 200 — 400)
gestoppt wird. Nach Abfiltration des Ionenaustauschers engt man das Filtrat i. Vak ein und
reinigt den Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel im Laufmittelgemisch
CH,Cl,/MeOH (9:1) auf.

Ausbeute: 670 mg (2.66 mmol, 90 %), farbloser, amorpher Feststoff.
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'H-NMR: (400 MHz, Methanol-d,)
8 [ppm] = 9.38 (s, 1H, H6), 8.95 (s, 1H, H2), 8.84 (s, 1H, HS), 5.98 (d, J = 5.4 Hz,
1H, H1"), 4.43-4.39 (m, 1H, H2"), 4.26-4.23 (m, 1H, H3"), 4.14 (q, J = 2.8 Hz, 1H,
H4), 3.81-3.78 (m, 2H, H5", H5"").

BC-NMR: (100.6 MHz, Methanol-ds)
§ [ppm] = 161.2 (C4), 153.5 (C6), 145.8 (C2), 141.0 (C8), 123.8 (C5), 88.1 (C1"),
80.9 (C2"), 73.5 (C3"), 70.0 (C4"), 63.1 (C5").

MALDI(+)-MS: m/z 253.7 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C10H12N4O4+Na]+: 275.0757, gefunden: 275.0755.

3,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(7-N-purinyl)-B-D-
ribofuranose

NN
¢T3
%ﬁo ONLN

O\ '
\rSI—O OH
-

55
C2H33N40581,

494.73 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Schutzgasatmosphire 670 mg 1'-Desoxy-1"-
(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose 41 (2.67 mmol) in 8 mL abs. Pyridin gelost. Nach langsamer
Zugabe von 1.0 mL (3.48 mmol, 1.3 eq.) 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid 52 riihrt
man die Reaktionsmischung fiir 6 h bei Raumtemp. Hierbei ist die Bildung des ausfallenden
Pyridiniumchlorids als farbloser Niederschlag zu beobachten. Die Reaktion wird durch
Zugabe von wenigen mL Wasser gestoppt und man wéscht das Reaktionsgemisch drei Mal
mit jeweils 10 mL einer ges. NaHCOs-Losung. Die wissrige Phase wird mehrmals
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO,
getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird mehrmals mit wenig Toluol

coevaporiert und schlielich sdulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt. Als Eluent
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wird ein Gemisch aus Dichlormethan/Methanol 98:2 verwendet. Man erhilt das Produkt 55
als farblosen Schaum.

Ausbeute: 1.06 g (2.14 mmol, 80 %), farbloser Schaum

DC: R¢=0.32 (CH,Cl,/MeOH 98:2)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
§ [ppm] = 9.17 (s, 1H, H6), 9.16 (s, 1H, H2), 8.55 (s, 1H, HS), 6.01 (d, J = 2.0 Hz,
1H, H1"), 4.58-4.53 (m, 1H, H3"), 4.28-4.25 (m, 1H, H2"), 4.21-4.14 (m, 3H,
H4" H5’, H5""), 3.30 (br s, 1H, 2’-OH), 1.11-0.99 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr).
BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 161.4 (C4), 153.4 (C2), 145.8 (C6), 140.7 (C8), 123.9 (C5), 91.2 (C1"),
82.7 (C2"), 75.3 (C4"), 69.7 (C3"), 60.9 (C5°), 17.5, 17.4, 17.3, 17.2, 17.1, 17.0,
16.9, 16.8 (8 x SiICHCH3), 13.4, 13.0, 12.9, 12.6 (4 x SiCHCHj3).

ESI(+)-MS:  m/z 494.3 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C22H33N4058i2+Na]+: 517.2279, gefunden: 517.2272.

3',5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(B-cyanoethyl)-1"-desoxy-

1"-(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose
N N
)
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) ol
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73

C»sH41N5O581,
547.79 g/mol

In einem ausgeheizten Rundkolben werden unter Argonatmosphédre 630 mg (1.27 mmol)
37,5"-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-1"-desoxy-1"-(7-N-purin)-pB-D-ribofuranose
55 und 416 mg Caesiumcarbonat (1.27 mmol, 1 eq.) in 6 mL tert-Butanol geldst. Zum
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Reaktionsgemisch werden 1.65 mL (25.4 mmol, 20 eq.) frisch destilliertes Acrylnitril
zugesetzt und man riihrt fiir 13 h bei Raumtemp. Anschlieend fiir die Reaktionsmischung mit
Dichlormethan verdiinnt und iiber eine Saugfritte mit wenig Kieselgel abgesaugt. Man wéascht
mit Dichlormethan nach und befreit das Filtrat vom Losungsmittel. Der Riickstand wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. Als Eluent verwendet man ein Gemisch aus
Dichlormethan/Methanol 95:5.

Ausbeute: 560 mg (1.02 mmol, 81 %), gelblicher Schaum

DC: R¢=0.39 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
§ [ppm] = 9.18-9.17 (m, 2H, H2, H6), 8.55 (s, 1H, HS), 6.01 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
H1%), 4.57-4.52 (m, 1H, H3"), 4.34-4.30 (m, 1H, a-CH,), 4.27-4.03 (m, 4H, H2’,
H4', H5', H5""), 3.88-3.82 (m, 1H, a-CH,), 2.74-2.63 (m, 2H, p-CH,), 1.11-0.99
(m, 28H, Si-CH3, Si-iPr).

BC-NMR: (100.6 MHz, CDCls)
8 [ppm] = 161.4 (C4), 153.7 (C2), 145.4 (C6), 140.5 (C8), 123.8 (C5), 117.5 (CN),
90.1 (C17), 83.6 (C2"), 81.6 (C3"), 70.1 (C4"), 66.6 (Ca), 59.3 (C5"), 19.7 (CP),
17.5,17.4,17.3,17.2, 17.1, 17.0, 16.9, 16.8 (8 x SICHCH3), 13.4, 13.0, 12.9, 12.6
(4 x SiCHCH3).

ESI(+)-MS: m/z 548.3 [M+H]"
ESI-HRMS: Berechnet fur [C25H41N5058i2+Na]+: 570.2544 , gefunden: 570.2534.
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3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-tert-
butyloxycarbonyl-propyl)-1"-desoxy-1"-(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose

NNy
« S
(0]

>*}:O O\/\/H\H/O\’<

]

104
C30Hs3Ns507S1,
651.94 g/mol

355 mg (0.61 mmol) 3°,5"-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(-cyanoethyl)-
1’-desoxy-1"-(7-N-purin)-f-D-ribofuranose 73 werden in einem Autoklavenréhrchen (& = 1.5
cm) unter Argonatmosphére in 5 mL abs. Methanol geldst. Es werden zwei Spatelspitzen
Raney-Nickel-Katalysator, welcher zuvor griindlich mit Methanol gespiilt wurde, sowie 399
mg Di-tert-Butyldicarbonat (1.83 mmol, 3 eq.) zugesetzt. Man hydriert das Reaktions-
gemisch im Autoklaven bei einem Wasserstoffdruck von 30 bar unter stindigem Riihren bei
Raumtemp. fiir 5 h. Anschlieend wird das Reaktionsgemisch iiber Celite abgesaugt. Man
wiéscht mehrfach mit Methanol und Dichlormethan und engt das Filtrat am
Rotationsverdampfer zur Trockene ein. Der Riickstand wird sidulenchromatographisch an
Kieselgel im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (97:3 = 95:5) aufgereinigt.

Ausbeute: 310 mg (0.4 mmol, 78 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.50 (CH,Clp/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, CDCl;)
8 [ppm] = 9.15 (s, 1H, H6), 9.11 (s, 1H, H2), 8.64 (s, 1H, H8), 6.06 (d, J = 6.6 Hz,
1H, H1"), 4.56-4.49 (m, 1H, H3"), 4.34-4.20 (m, 2H, H4',H2"), 4.09-3.75 (m, 6H,
H5', H5"", a-CHa, y-CH,), 1.84-1.81 (m, 2H, B-CH,), 1.42 (s, 9H, CH; BOC),
1.11-0.97 (m, 28H, Si-CHs, Si-iPr).

MALDI(+)-MS: m/z 653.8 [M+2H]*
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C30H53N507Si2+Na]+: 674.3382 , gefunden: 674.3369.
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1"-Desoxy-1"-(7-N-purinyl)- 2"-O-(y-N-tert-butyloxycarbonylpropyl)-B-D-

ribofuranose
N— Ny
_h
N _N
o)

H
OH O_~_N_O
oK

@)

HO

108
Ci8H27N50¢
409.44 g/mol

Die simultane 3°,5'-Entschiitzung wird gemil3 allgmeiner Vorschrift Nr. 2 vollzogen. Es
werden 250 mg (0.38 mmol) 3°,5"-O-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-2"-O-(y-N-
tert-butyloxy-carbonylpropyl)-1'-desoxy-1"-(7-N-purin)-p-D-ribofuranose = 104 umgesetzt.
Reaktionsdauer: 60 min. Als Laufmittelgemisch zur sdulenchromatographischen
Aufreinigung wird CH,Cl,/MeOH (9:1) verwendet.

Ausbeute: 113 mg (0.27 mmol, 72 %), farbloser Schaum.

DC: R¢=0.35 (CH,Cl,/MeOH 9:1)

'H-NMR: (400 MHz, CDCls)
& [ppm] = 9.31 (s, 1H, H6), 9.06 (s, 1H, H2), 8.74 (s, 1H, HY), 6.07 (d, J = 6.5 Hz,
1H, H1"), 4.93 (br s, 1H, 5’-OH), 4.76 (br s, 1H, 3’-OH), 4.58-4.56 (m, 1H, H3"),
4.40-4.39 (m, 1H, H2"), 4.29-4.26 (m, 1H, H4"), 4.06-3.96 (m, 2H, H5’, H5""),
3.65-3.61 (m, 1H, a-CH,), 3.54-3.52 (m, 1H, y-CH,), 3.40-3.39 (m, 1H, a-CH,),
3.05-2.97 (m, 1H, y-CH,) 1.76-1.68 (m, 2H, p-CH,), 1.42 (s, 9H, CH; BOC).
BC-NMR: (100.6 MHz, CDCl5)
8 [ppm] = 160.8 (COcurvamar), 157.0 (C4), 153.2 (C2), 146.9 (C6), 141.9 (C8),
124.4 (C5), 89.2 (C17), 87.3 (C2"), 83.9 (CCH; aus BOC), 79.9 (C3"), 69.8 (C4"),
67.8 (Car), 61.9 (C5), 36.8 (Cy), 31.3 (CP), 28.4 (CH; BOC).

ESI(-)-MS: m/z 407.2 [M-H]
ESI-HRMS: Berechnet fur [C28H17N506+Na]+: 432.1859 , gefunden: 432.1872.
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5°-0-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-tert-butyloxycarbonyl-propyl)-

1"-desoxy-1"-(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose

DMTrO o

H
OH O_~_N_2O
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)

109
C39H45N50g
711.80 g/mol

203 mg (0.49 mmol) 1'-Desoxy-1"-(7-N-purin)- 2’-O-(y-N-tert-butyloxycarbonyl-propyl)-3-
D-ribofuranose 108 werden gemidll allgemeiner Vorschrift Nr. 1 einer 5°-O-DMTr-
Blockierung unterworfen. Hierzu werden 215 mg (0.63 mmol, 1.3 eq.), 4,4"-Dimethoxy-
triphenylmethylchlorid 3 mL abs. Pyridin und 73 pL mL NEt; zugesetzt. Reaktionsdauer: 17
h.

Ausbeute: 288 mg (0.41 mmol, 83 %), leichtgelber, amorpher Feststoff.

DC: R¢=0.44 (CH,CIlo/MeOH 95:5)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-de)
8 [ppm] = 9.20 (s, 1H, H6), 8.99 (s, 1H, H2), 8.70 (s, 1H, H8), 7.45-7.42 (m, 2H,
Harom), 7.34-7.19 (m, 7H, Haom), 6.85-6.82 (m, 4H, Haom), 6.21 (d, J = 5.8 Hz,
1H, H1"), 6.10 (br s, 1H, NH), 4.70-4.68 (m, 1H, 3°-OH), 4.57—4.55 (m, 1H, H4"),
4.51-4.47 (m, 1H, H2"), 4.37-4.33 (m, 1H, H3"), 3.76 (s, 6H, OCH3), 3.66-3.59
(m, 1H, a-CH,), 3.52-3.40 (m, 2H, H5’, H5""), 3.38-3.29 (m, 1H, y-CH,), 3.12—
3.05 (m, 1H, a-CH,), 2.86-2.84 (m, 1H, y-CH,) 1.75-1.68 (m, 2H, B-CH,), 1.39
(s, 9H, CH; BOC).

BC-NMR: (100.6 MHz, Aceton-dg)
8 [ppm] = 162.3 (COcarbamar), 159.7 (C4), 157.4 (Carom), 153.9 (C2), 147.3 (C6),
145.9 (Carom), 142.6 (C8), 136.6, 136.5 (Carom), 130.9, 128.9, 128.7, 127.6 (Carom),
125.5 (C5), 114.3 (Carom), 89.4 (C17), 87.4 (C2"), 86.1 (Cpmm), 83.5 (CCH; aus
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BOC), 78.9 (C3"), 70.5 (C4"), 68.9 (Ca), 64.5 (C5), 55.5 (OCH3), 37.7 (Cy), 31.5
(CB), 29.8 (CH3 BOC im Losemittelsignal).

ESI(+)-MS: m/z 712.2 [M]
ESI-HRMS: Berechnet fiir [C39H4sNsOg+Na]™: 734.3166 , gefunden: 734.3139.

3"-0-(2-Cyanethoxy-N,N-diisopropylamin)phosphin -5"-0-(4,4"-
dimethoxytriphenylmethyl)-2"-O-(y-N-tert-butyloxycarbonyl-propyl)-1"-desoxy-
1"-(7-N-purinyl)-B-D-ribofuranose

NNy
%
N N
DMTrOq o
(o o\/\/H o)
N-P.;~_CN \g/ \!<
110
CagHs2N700P
912.02 g/mol

Man 16st unter Argonatmosphire 273 mg (0.38 mmol) 5°-O-(4,4"-Dimethoxy-
triphenylmethyl)-2"-O-(y-N-tert-butyloxycarbonyl-propyl)-1"-desoxy-1"-(7-N-purin)--D-

ribofuranose 109 in 7 mL abs. Acetonitril. Nach Zugabe von 415 pL sym-Collidin (3.04
mmol, 8 eq.), sowie 15.5 pL N-Methylimidazol (0.19 mmol, 0.5 eq.) wird das
Reaktionsgemisch auf 0°C abgekiihlt. Man gibt langsam 157 pL (0.68 mmol, 1.8 eq.) 2-
Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit 44 hinzu und riihrt fiir 50 min bei 0°C. Das
Fortschreiten der Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie kontrolliert
(CH2Cl/MeOH 97:3). SchlieBlich ldsst man das Reaktionsgemisch kurz auf Raumtemp.
erwiarmen. Es wird drei Mal mit jeweils 10 mL einer ges. wassr. NaHCOs-Lsg. extrahiert und
die wissrige Phase wird zwei Mal gegen Dichlormethan ausgeschiittelt. Die vereinigten

organischen Extrakte werden liber MgSO,4 getrocknet das Losemittel wird i. Vak. entfernt.
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Der Riickstand wird unter Argon in wenig Dichlormethan aufgenommen und an Kieselgel im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (96:4) sdulenchromatographisch aufgereinigt.

Ausbeute: 266 mg (0.29 mmol, 77 %) beide Diastereomere als farblosen Schaum

DC: R¢=0.51 (CH,Cl,/MeOH 96:4)

'H-NMR: (400 MHz, Aceton-d)
8 [ppm] = 9.10 (s, 1H, H6), 8.88 (s, 1H, H2), 8.59 (s, 1H, HS), 7.50-7.21 (m, 9H,
Harom), 6.86-6.83 (m, 4H, Hyom), 6.33-6.30 (m, 1H, H1"), 5.87 (br s, 1H, NH),
5.00-4.96 (m, 1H, H4"), 4.94-4.85 (m, 1H, H2"), 4.45-4.39 (m, 1H, H3"), 4.02—
3.94 (m, 1H, H5"), 3.84-3.81 (m, 1H, H5""), 3.79 (s, 6H, OCH3), 3.71-3.68 (m, 2H,
-CH-CH;3 aus iPr), 3.57-3.43 (m, 2H, -OCH,CH,CN), 3.14-3.11 (m, 2H,
OCH,CH,CN), 2.84-2.78 (m, 3H, 0-CH,, y-CH,), 2.64-2.62 (m, 1H, y-CH,),
1.75-1.72 (m, 2H, p-CH,), 1.38 (s, 27H, CH; aus BOC), 1.29-1.15 (m, 12 H, 4 x
CH; iPr).

3IP-NMR: (121.5 MHz, Aceton-de)
O [ppm] = 149.8, 149.4 (Verhiltnis: 1:1.2)

MALDI(+)-MS: m/z 934.9 [M+Na]"

Allgemeine Vorschrift zur Durchfiihrung einer Festphasenkupplung an ein RNA-

Oligonucleotid

Zur Durchfiihrung der Kupplung eines (geschiitzten) Carbonsdurederivats an ein RNA-
Oligomer mit z.B. folgender Sequenz: 3’- UUC UUX CUU UUC - 5" (mit X = modifiziertes
Nucleosid mit 2"-O-Aminopropyl - Modifikation) werden zundchst 20 mg HOBt mit wenig
Pyridin codestilliert und anschliefend fiir 20 h i. Hochvak. getrocknet. 20 mg (~ 40 umol) der
Kupplungskompontente werden zusammen mit 15 mg HBTU (40 pmol) in einem kleinen
Spitzkolben i. Hochvak. fiir mind. 5 h getrocknet.

Zum getrockneten HOBt gibt man unter Argonatmosphire 200 uL abs. DMF. Die
Kupplungskomponente sowie das HBTU werden unter Argonatmosphére in einem Gemisch

aus 100 pL abs. DMF und 100 pL abs. Dichlormethan geldst. Das festphasengebundene,
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modifizierte Oligonucleotid wird in ein kleines Sdulchen mit Fritte (Fa. Alltech) tiberfiihrt
und vorsichtig mit Argon iiberschichtet. Nun gibt man beide Losungen (HOBt in DMF sowie
die Kupplungskomponente mit HBTU in Dichlormethan/DMF) hinzu und versetzt das
heterogene Gemisch zusétzlich mit 15 pL DIPEA. Man {iberschichtet vorsichtig mit Argon
und verschlieit das Sdulchen sorgfiltig. Das Gemisch wird nun fiir 72 h im Schiittelinkubator
bei ~ 35 °C inkubiert. AnschlieBend wird die Fliissigkeit iiber den Hahn abgelassen und das
Festphasenmaterial wird mit 10 mL DMF und gleicher Menge Dichlormethan gespiilt. Nach
vorsichtigem Trocknen des Festphasenmaterials durch einen leichten Argonstrom {iiberfiihrt
man es in ein 5 mL Roéhrchen und verfahrt gemil Standardaufarbeitung fiir Oligonucleotide

(vgl. Kap. 3.2.2).

Kupplung von 5°-O-(4,4"-Dimethoxytriphenylmethyl)-1"-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-
N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-trifluoracetamidopropyl)-p-D-ribofuranose 80 an
LCAA-CPG Festphasenmaterial

In einem Rundkolben werden unter Argonatmosphire 1g LCAA-CPG vorgelegt. Man gibt
200 mg (0.2 mmol) Bernsteinsdureanhydrid, 24 mg (0.2 mmol) DMAP sowie 7 mL abs.
Pyridin hinzu und verschlieft den Kolben mit einem Septum. Der Reaktionsansatz wird 1. N.
im Schiittelinkubator bei Raumtemp. geschiittelt. AnschlieBend saugt man das
Festphasenmaterial iiber eine Saugfritte ab und wéscht es nacheinander mit ca. 7 mL Pyridin,
15 mL Methanol und schlieBlich 20 mL Dichlormethan. Das aktivierte CPG-
Festphasenmaterial wird 1. Vak. getrocknet und bei -20°C gelagert.

Zur Kupplungsreaktion werden 1 g des aktivierten CPG-Materials unter Schutzgas in einem
Rundkolben vorgelegt. Nachfolgend werden 74.2 mg (0.1 mmol) 5°-O-(4,4"-Dimethoxy-
triphenylmethyl)-1’-desoxy-1"-(4,6-difluor-1-N-benzimidazolyl)-2"-O-(y-N-tri-fluoracet-
amidopropyl)-B-D-ribofuranose 80, 12 mg (0.1 mmol) DMAP, 155 puL (0.1 mmol) DIC sowie
7 mL abs. Pyridin zugesetzt. Der mit einem Septum verschlossene Rundkolben wird fiir 17 h
im Schiittelinkubator bei Raumtemp. inkubiert. Danach werden 134 mg (0.5 mmol)
Pentachlorphenol zugefiigt und man schiittelt das Gemisch fiir weitere 20 h bei Raumtemp.
AnschlieBend gibt man 5 mL Piperidin zum Reaktionsgemisch und schiittelt fiir 5 min bei

Raumtemp. Nach dem Absaugen des CPG-Materials iiber eine Saugfritte wischt man
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nacheinander mit ca. 7 mL Pyridin, 15 mL Methanol und schlieSlich 20 mL Dichlormethan
und trocknet das CPG-Material i. Vak. Danach iiberfiihrt man es erneut in einen Rundkolben
und gibt jeweils 5 mL der Synthesizer-Capping Losungen A und B* dazu und schiittelt fiir 2 h
bei Raumtemp. Das CPG-Material wird iiber eine Fritte abgesaugt, mit 15 mL Methanol und
25 mL Dichlormethan gewaschen und i. Vak. getrocknet.

Die Beladung des CPG-Materials kann nach der Methode, wie sie in Kap. 3.1.6 beschrieben

ist, ermittelt werden.

Ermittelte Beladung: ~ 35 pmol/g

5.3 Synthese und Analytik der Oligonucleotide

Die RNA-Synthesen wurden im 1umol - Mallstab an einem Synthesizer der Fa. PerSeptive-
Biosystems, Modell Expedite 8905 durchgefiihrt. Zur Synthese der Oligomere wurden 30 mg
des ersten Nucleosids als CPG-Material (Fa. ChemGenes, Beladung ~ 40 pmol/g) in leere
Einweg-Synthesesdulchen (Fa.GlenResearch) gefiillt. Die sonstigen RNA-Amiditbausteine
wurden in Konzentrationen von 0.1 M eingesetzt. Nach beendeter Synthese wurde die DMTr-
Schutzgruppe des letzten Nucleosidbausteins abgespalten (DMTr-Off Programm).
Anschliefend wurde das kurzzeitig i.Vak. getrocknete CPG-Material mit dem synthetisierten
RNA-Oligomer in ein 5 mL Rohrchen der Fa. Greiner iiberfiihrt, mit ca. 800 pL eines
Ammoniak/Ethanol-Gemisches iiberschichtet, gevortext und . N. bei 40°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und in ein frisches 5 mL Réhrchen
pipettiert. Man engte in der Speed-Vac ii.N. bis zur Trockne ein und gab 300 pL folgendes
Gemisches hinzu: 300 pL 1-Methyl-2-pyrrolidon, 150 pL Triethylamin, 200 pL Triethylamin
Trihydrofluorid. Nach merhmaligem Vortexen wurde das Gemisch fiir 90 min bei 60°C
inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemp. wurden 1.4 mL n-Butanol zugesetzt,
geschiittelt und fiir 1 h bei -80°C gestellt. SchlieBlich wurde in der Zentrifuge die RNA
pelletiert (0°C, 12500 rpm, 30 min). Nach dem Abnehmen des Uberstandes wurde das RNA-
Pellet in leichtem Argonstrom getrocknet und in 200 puL. 1-Methyl-2-pyrrolidon und 200 pL

* CAP A: THF / Acetanhydrid; CAP B: THF / 1-Methylimidazol / Pyridin; Proligo Biochemie GmbH, Hamburg
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sterilem Wasser gelost. Nachfolgend wurde das RNA-Oligomer mittels Anionenaustausch-
HPLC gereinigt.

Die Aufreinigung des synthetisierten RNA-Oligonucleotids erfolgte an einer HPLC der Fa.
Jasco, Modell 980. Die Trennungen erfolgten an einer semipridparativen AE-Sdule der Fa.
Dionex, Model NucleoPac PA 100 (Sdulendimensionen 250 x 9 mL) mit einer Flussrate von 5
mL/min. Es wurden lineare Gradienten von 0 % bis 70 % Puffer B in Puffer A (in 40 min)
verwendet; Puffer A: DEPC-H,O (pH = 8.0), Puffer B: 1 M LiCl in Puffer A (pH = 8.0).

Die Detektion erfolgte am UV-Detektor (Modell: UV-970, Fa. Jasco) bei A =260 nm.
Sédmtliche Produktfraktionen wurden mittels Sephadex PD10 G-25-Sdulchen der Fa. GE
Healthcare entsalzt.

Zur Bestimmung der RNA-Menge wurde die optische Dichte bei A = 260 nm ermittelt.
Hierfiir wurde die entsalzte RNA-Probe in 1 mL DEPC-Wasser (pH = 8.0) gelost. 10 uL
dieser Losung wurden in einer Quarzkiivette mit der Schichtdicke d = 10 mm mit DEPC-
Wasser (pH = 8.0) auf 1 mL Gesamtmenge aufgefiillt. Man ermittelte die Extinktion dieser
Losung an einem UV-Photometer der Fa. Hitachi (Modell 1-MA-08/15) und multipliziert den
angezeigten Wert mit dem Verdiinnungsfaktor (100). Auf diese Weise erhielt man die RNA-
Menge der jeweiligen Probe als ODsg. Fiir eine exakte Bestimmung der Konzentration ldsst
sich dieser Wert mit dem molaren Extinktionskoeffizienten umrechnen.

Da der molare Extinktionskoeffizient in erster Linie von der Extinktion der Nucleobase
abhingt fanden im Rahmen dieser Arbeit keine Berechnungen der molaren Extinktions-
koeffizienten der 2’-O-modifizierten Nucleosid-Bausteine statt; vielmehr wurde als gute
Néherung fiir den 4,6-Difluorbenzimidazol-Baustein der molare Extinktionskoeffizient von
Guanosin herangezogen. %"

UV-Schmelzkurven wurden an einem UV-/VIS Spektralphotometer der Fa. Jasco mit thermo-
statisierbarem Kiivettenhalter gemessen. Es wurde ein Phosphatpuffer mit folgender
Zusammensetzung verwendet: 140 mM Natriumchlorid, 10 mM Dinatriumhydrogenphosphat,
10 mM Natriumdihydrogenphosphat gelost in sterilem DEPC-Wasser, pH = 7.0.

Zur Herstellung von sterilem Wasser wurde 1 L Millipore-Wasser mit 1 mL Diethyl-
pyrocarbonat versetzt und {i. N. stehengelassen. Anschliefend wird die Losung autoklaviert
und der pH-Wert wird je nach Bedarf (i. d. Regel. pH = 8.0) eingestellt.

Bei jeder UV-Messung wurde als Referenz eine Kiivette mit 1 mL Phosphatpuffer befiillt und
als Hintergrundmessung abgeglichen (Background). Zur Messung eines Modifizierten RNA-

12mers wurden in eine Quarzkiivette mit der Schichtdicke d = 10 mm mit 1 mL Phosphat-
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puffer gefiillt. Nach erfolgtem Nullabgleich mit dem Background wurden 0.25 OD,¢p des
modifizierten Stranges in die MeBkiivette pipettiert; anschlieBend wurde eine dquivalente
Menge des komplementiren Gegenstranges (entweder Ul oder Al, vgl. Tab. 1 bzw. 2)
dazupipettiert. Nach dem VerschlieBen der Kiivette wurde das Progamm zur Duplexbildung
gestartet. Hierbei wurden die Proben fiir 10 min auf 80°C erhitzt und anschlieBend durch
Abkiihlen mit 5°C/min renaturiert. AnschlieBend wurden die renaturierten Proben auf ca. 0°C
abgekiihlt (hierbei wurde die Probenkammer mit Stickstoff gespiilt, um eine Kondensation der
Luftfeuchtigkeit und dadurch bedingte MeBungenauigkeiten zu vemeiden) und das
Messprogramm wurde gestartet. Nun wurden die Proben langsam (0.5°C/min) auf eine
Maximaltemperatur von 60°C geheizt, wobei automatisch alle 30 sec die Extinktion der Probe
aufgezeichnet wurde. Fiir simtliche Proben wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
Die Aufzeichnungen der CD-Spektren erfolgte an einem Spektropolarimeter der Fa. Jasco
(Modell J-710). Dieses war mit einem thermostatisierten Kiivettenhalter (Neslab RTE-100)
ausgeriistet. Die Messungen erfolgten mit den bereits fiir die UV-Spektroskopie eingesetzten
Proben. Zur Auswertung der Spektren wurde die Software Standard-Analysis Ver. 1.3.3 der
Fa. Jasco eingesetzt. Zur Messung der wellenlédngenabhédngigen Spektren wurden jeweils fiinf
Spektren im Bereich von 350 nm bis 200 nm akkumuliert. Es wurden folgende
Geriteeinstellungen verwendet: resolution: 0.2 nm, scan speed: 50 nm/min, response: 1 sec,
band width: 1.0 nm.

Von den aufgenommenen Spektren wurde jeweils ein Backgroundspektrum, das den
verwendeten Phosphatpuffer (s.0.) bei gleicher Temperatur enthielt, subtrahiert. Die

erhaltenen Kurven wurden mittels Software gegléttet (,,noise reduction®).
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6.2 Abkulrzungsverzeichnis

Verwendete Abkirzungen:

Abb.
abs.
Ac
Ac,O
AcOH
Arg
arom.
Bp
Bn
Boc
brs
BSA
°C

C

c

Cbz
CD
CEPA-CI
CPG
ca.

d, dd
)

DC
DEPC
DEPT
dest.
DFBi
DIC

Adenosin

Abbildung

absolut

Acetyl-

Acetanhydrid

Essigsdure

Arginin

aromatisch

Basenpaar

Benzyl

tert-Butyloxycarbonyl-

breites Singulett
N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid
Grad Celsius

Cytidin

Konzentration
Benzyloxycarbonyl

Circularer Dichroismus
2-Cyanoethyldiisopropylchlorphosphoramidit
controlled-pore-glass

circa

Dublett, Dublett vom Dublett
chemische Verschiebung
Diinnschichtchromatographie
Diethylpyrocarbonat
Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer
destilliert

Difluorbenzimidazol

N,N’-Diisopropylcarbodiimid
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DIPEA N-Ethyldiisopropylamin

DMAP Dimethylaminopyridin

DMF N,N’-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTr 4,4’ -Dimethoxytriphenylmethyl-

DNA Desoxyribonucleinsdure

dsRNA doppelstrangige RNA

dt Dublett von Triplett

ESI-MS Electrospray-Ionisation-Massenspektrometrie
etal. et alii

Et Ethyl-

EtOH Ethanol

Fa. Firma

G Guanosin

g Gramm

ges. gesittigt

h Stunde

HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
i. Hochvak. im Hochvakuum

1.Vak. im Vakuum

J Kopplungskonstante

kDa Kilodalton

konz. konzentriert

A Wellenlidnge

LCAA Long-chain-aminoalkyl

Lsg. Losung

Lys Lysin

M Molaritét

m multiplett
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mRNA
MALDI-TOF
Me
MeCN
MeOH
MHz
min
MS
MW
NMR
nt

OD
ppm

quant.
R

R

RP

R¢
Raumtemp.
RISC
RNA
RNAI

S
Schmp.
Sdp.
SG
siRNA
sog.
TCA
TFA

tert

messenger-RNA

Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight
Methyl-

Acetonitril

Methanol

Megahertz

Minute
Massenspektrometrie
Mikrowellenreaktion
Nuclear magnetic resonance
Nucleotid

Optische Dichte

parts per million

quartett

quantitativ

Rest

Retentionsfaktor fiir Diinnschichtchromatogramme
Reverse phase
Retentionszeit
Raumtemperatur
RNA-induced silencing complex
Ribonucleinsdure
RNA-Interferenz

Singulett

Schmelzpunkt

Siedepunkt

Schutzgruppe
small-interfering RNA

So genannte
Trichloressigsdure
Trifluoressigsdure

Triplett

tertiar
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tBu tert-Butyl-

THF Tetrahydrofuran

TiPDS 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxandichlorid
RISC RNA-induced silencing complex
RNAI RNA-Interferenz

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBDMS tert-Butyldimethylsilyl-

Tm Schmelztemperatur

U Uridin

uv Ultraviolett

i. N. iiber Nacht

vgl. vergleiche

Wassr. wassrig

z.B. zum Beispiel
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