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. Einleitung

| Einleitung

Die Entschiiissdung des menschlichen Erbgutes it das grofe Zie des internationden Human
Genom-Projektes (human genom organization HUGO)*®. Das menschliche Erbgut bestent aus
ca 3 Milliarden Nukleotidert”, die in 23 Chromosomen angeordnet sind. Um die groffen Mengen an
DNA zu ssquenzieren, sSnd schnelle und effektive Andyseverfahren notwendig. Die DNA-
Sequenzierung nach Verfahren von Maxam/ Gilbert®® und besonders von Sanger® mit
anchlief3ender Anadlyse per Gelelektrophorese unter Verwendung von Fuoreszenzmarkern wurden
benutzt, um die Mehrheit der heute verfligbaren Sequenzdaten zu generieren. Konventionelle
Detektionstechnik  erfolgt dabel dtets indirekt und efordet daher die Anwesenheit von
Reporterfunktionen wie zum Beispid Radioaktivitét, Fluoreszenz oder Chemilumineszenz. Dabel
sellt insbesondere die Gelelektrophorese eine grolie Fehlerquelle dar, well die Grole bzw. das
Molekulargewicht kirzerer DNA-Sequenzen nicht direkt mit der Mobilitét korreliert, die jedoch ds
MeRgrole herangezogen wird™. Die Mobilité wird dabei durch eine Vielzahl sequenzspezifischer
Effekte, Sekundérstrukturen und anderer Interaktionen mit der Gelmatrix beeinfluf.

Eine Alternative zur herkémmlichen Sequenzierung stdlt die Verwendung von DNA-Arrays M4 -
miniaturiderten Tragern, auf deren Oberflachen DNA-Molekile in enem geordneten Ragter
immobilisert Snd - zur Sequenzierung durch Hybridiserung™>*® dar.

Die Kenntnis der Sequenz eines menschlichen Genoms dlein erméglicht aber noch keine Aussage
Uber die Bedeutung. Daher mul3 sch an die erste Sequenzierungsphase des Human Genom-
Projektes @ne zweite, vergleichende und diagnostische Phase anschlieRer™. Innerhalb dieser
zweiten Phase ergibt sich ein noch grol¥erer Bedarf fir schnelle und insbesondere zuverldssge und
preiswerte Verfahren zur DNA-Andytik mit mdglichst hohem Probendurchsatz.

Einen vidversorechenden Ansatz, die zetaufwendige, klasssche Geleektrophorese zu ersetzen,
liefert die Massenspektrometrie, die sait den sechziger Jahren zu den wichtigsten Anadysenmethoden
in der organischen Chemie zahlt. Mit Hilfe diessr Methode gelingt die Charakteriserung und
Identifizierung unterschiedlichster Substanzen bis in den Spuren-bereich durch die Bestimmung der

relativen Molekllmasse - dem ,Wéagen® von Molekilen - und durch den Erhdt enes
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Fragmentierungsmugters, welches zusitzliche Rickschlisse auf die Struktur des Molekils
ermoglicht.

Die massengpektrometrische Bestimmung der relaiven Molekilmasse mit Hilfe der klassschen
Elektronenstol3-lonisation oder der chemischen lonisation, bel denen die lonisation unter reduziertem
Druck in der Gasphase erfolgt, erfordert die Verdampfbarkeit der Substanzprobe. Diese Eigenschaft
enes Stoffes i der Polaritée und der Molekiilgrole entgegengerichtet. Bei  komplexen,
hochmolekularen Verbindungen wie Proteinen, Kohlen-hydraten und Oligonukleotiden steigt mit der
relaiven Molekllmasse die Zahl der funktiondlen Gruppen und damit die Stérke der inter- und
intramolekularen Wechsd-wirkungen. Durch diese Wechsdwirkungen und der damit verbundenen
Thermolabilitédt ist der Molekilmassenbestimmung solcher Verbindungen eine natlirliche Grenze
gesetzt.

Auf Grund der zunehmenden Bedeutung der Biochemie und Biotechnologie in den letzten Jahren
wurde versucht, durch neue lonisationstechniken - wie zum Beipie die FAB-lonisation (Fast-Atom
Bombardement lonisation) - bei denen die Proben nicht vor der lonisation in der Dampfphase
vorliegen missen, den Einsatzbereich der Massenspektrometrie auf  biochemisch relevante
Subgtanzklassen zu erweitern. Mittels der FAB-lonisation, bei der die Desorption durch den
Beschul? mit lonen oder neutralen Tellchen hoher kinetischer Energie erreicht wird und anderer
lonisationstechniken - zum Beispid der Plasma-lonisation - gelang die Bestimmung der relativen
Molekilmasse von enigen klenen Peptiden und Nukleotided®®#??. Das Zid der
massengpektrometrischen Molekulargewichtsbestimmung von Polymer-Verbindungen konnte mit
diesen Methoden aber nicht verwirklicht werden.

Seit den 70er Jahren®™ werden Laser zur Desorption/lonisation in der Massenspektrometrie
eingesetzt. Die Laserdesorption war jedoch nur bel kleinen Molekiilen bis etwa 1500 g/mol'®?
anwendbar und erlangte kaum praktische Bedeutung. Erst die Einfihrung der Matrix-unterstiitzten
Laserdesorption (MALDI Matrix Asssted Laser Desorption / lonisation) durch Hillenkamp und
Karas® im Jahre 1988 ertffnete einen Massenbereich von bis zu 500 000 g/mol® bei Proteinen
und bis zu 1,5 Millionen g/mal bei Biopolymerert?”). Zahireiche Modifikationen der urspriinglich zur
Protein- und Peptidanaytik entwickelten Technik haben eine Ausdehnung auf eine Vidzahl anderer
organischer Biopolymere ermaglicht!?2,
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Fir die Probenpréparation wird dabel die zu untersuchende Substanz mit enem bis zu 10.000
fachen molaren Uberschul® einer MatrixIésung vermischt, und auf einem metallischen Probentrager
zur Krigalisation gebracht. Zur Vermessung wird die Probe dann im Hoch-vakuum einem intensven
Impuls kurzwelliger Laserstrahlung von ca. funf Nanosekunden Dauer ausgesetzt. Anwendung finden
hierbel haufig Impulsfestkorperlaser (Nd-Y AG-Laser im W lenbereich von 355 bzw. 266 nm) oder
Stickgoff-Gadaser (mit einem Welenbereich von 337 nm). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ausschliefdich MALDI-Massengpektrometer mit Stickstoff-Gadasern verwandt.

Obwohl der Mechaniamus der Desorption und lonisation zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht
bisins Detall aufgeklart ist, existieren doch relativ gute Vorgellungen Uber die Rolle der Matrix und
das Geschehen wahrend der Messung. Die Aufgabe der Matrixmolekile liegt neben der
Energieaufnahme des Lasarlichtes und der Energielibertragung auf die Proben-molekiile auch darin,
die Assoziation der zu andysierenden Molekiile zu verhinderr®®. Dazu muR’ die Matrix grundsétzlich
eine grof¥e Ladichkelt fir das Lasungsmittel der zu unter-suchenden Substanz aufweisen. Aul3erdem
sollte die Matrix keine chemischen Resktionen mit der Andytsubstanz eingehen. Als Matrixmolekile
werden typischerweise kleine, aromatische Verbindungen verwendet, die bel der entsprechenden
Laserwellenlange eine hohe Absorption besitzen. Die zur Desorption der lonen bendtigte Energie
wird von den Matrixmolekiilen zunéchst in Form eektronischer Anregungsenergie gespeichert und
nach extrem kurzer Zeit in das Gitter des Festkorpers relaxiert. Es erfolgt ein Phaseniibergang weit
auRerhalb des thermischen Gleichgewichts. Im Zuge der explosonsartigen Auflésung® eines
Mikrobereiches des Probenfestktrpers werden sowohl Matrixmolekile as auch unzersetzte
Probenmolekile in die Gasphase freigesetzt. Erst jetzt entstehen durch Protonentransfer der
photoioniserten Matrixmolekile elektrisch geladene Probenmolekiile.

Die generieten lonen werden mit Hilfe enes dekirischen Fedes - ausgehend von der
Probenoberflache hin zum Andysator - beschleunigt. Die Ermittlung des Masse-Ladungs-
Verhdtnisses efolgt mit Hilfe von Hugzeitmassenspektrometern ( TOF = time of flight ) durch
Messungen der Zeit, die zwischen dem Start der 1onen in der Quelle und dem Eintreffen im Detektor
vergeht. Diese Methode zur Molekllmassebestimmung baset auf der Tasache, da’d die
verschieden schweren lonen bel gleicher kinetischer Energie eine unterschiedliche Geschwindigkeit
bestzen. Aus der Zet, die vergeht, bis en lon auf dem Detektor eintrifft, kann somit die Masse
ermittelt werden. Eine deutliche Verbesserung der Massenauflésung erhdt man durch orthogonde
3
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Injektiorf, Verwendung eines lonen reflektors zur Verlangerung der Flugstrecke und durch eine
verzogerte lonenextraktiort>* (DE dedayed ion extraction) zur Energie-Fokussierung der lonen.
Einen weiteren entscheidenden Einflud auf die Ergebnisse hat die Wahl der verwendeten Matrix,
welche mit der Analytiésung kokristalisiert wird 9.

Die MALDI-TOF-Massengpektrometrie hat sich inzwischen zu einer Uberaus wertvollen Methode in
der indrumentellen Andytik von Biopolymeren entwickelt. Durch die Erweiterung des zuganglichen
Massenbereichs auf 500 000 g/mol®® bei Proteinen und das hohe Auflésungsvermogen Ubertrifft
die MALDI-TOF-Massengpektrometrie bel  wetem die eadblieten Methoden zur
Molekulargewichtsbestimmung von Biopolymeren. Wéhrend bel der Molekulargewichtsbestimmung
durch Geleektrophorese ein Vergleich der Mobilitét der Analysensubstanz nit einer Mixtur von
Molekilen bekannten Molekulargewichts dtatfindet!™®, erhdt man bei der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie  wesentlich  detallliertere  Informationen.  Erdens  représentiet der im
Massenspektrum erkennbare Molekllionenpeak das Masse-zu-Ladungs-Verhdtnis, welches eine
eindeutige physkaische Eigenschaft des zu andyserenden Molekils dargtdlt, und zweitens snd
auch eindeutige Strukturaussagen moglich. Die neue Methode zeichnet sich auf3erdem durch folgende

Vortele aus.

einfache Probenvorbereitung und kurze Analysendauer

minimaler Probenbedarf

hohe Massengenauigkeit und Auflésung

Separation von Probengemischen und Detektion in eéinem Arbeitsgang
einfach zu interpretierende und leicht reproduzierbare M assenspekiren
hohes Automatiserungspotentia

Dieses Verfahren, zunéchst vor dlem zur Untersuchung von Peptiden und Proteinen eingesetzt, wird
st einigen Jahren auch sehr erfolgreich in der Analytik von DNA-Fragmenten angewandt. Mit Hilfe
eines Matrixgemisches aus 3-Hydroxypikolinsiure (3-HPA)®" und Pikolinsiure ist es gelungen,
DNA-Fragmente bis zu einer Lange von 500 Basenpaaren zu detektierert™® .
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Sat der EinfUhrung der MALDI-TOF-MS von Karas und Hillenkamp vor 12 Jahren ist es durch
eine Vidzahl von Verbesserungen gelungen, diese Anadlysenmethode in der DNA-Untersuchung zu
etablieren. Durch die Verwendung von piezoel ektrischen Pipettert* gelingt es, Nanolitermengen der
zu untersuchenden Proben im Array-Format auf enen Sliciumchip aufzubringen. Mit Hilfe diesr
semiautomatiserten Technik kénnen einige bam manudlen Auftragen entstehende Probleme gdost
werden. AulRerdem werden die kleinen Spots beim Laserbeschuld komplett abgedeckt, so dal3
Inhomogenitéten innerhab des Spots kompensiert werden kénnen und die Suche nach |, sweet
spots* - wie vorher in der Makroprdparation tblich - entfdlt. Auf diese Weise ergibt sch auch eine
gute Reproduzierbarkeit der Spektren.

Eine Waterentwicklung in Hinblick auf den enormen Sequenzierungsbedarf durch das Human
Genom-Projekt stellt die Entwicklung von MALDI-kompatiblen DNA-Chip-Systemen dari®. Auf
diese Weise konnen die Geschwindigketsvortelle der Massenspektrometrie, das grofie
Automatiserungspotentid und die pardlde Prozesserung in einem Andysesystem, das auf hohen
Probendurchsatz ausgerichtet ist, z7usammengefald werderf*!.

Die MALDI-TOF-Massengpektrometrie wird heute zum Beispid zur  Sequenzierung 9,
Andysg ¥ Detektior*** und zur Diagnostik!®*? von Oligonukleotiden eingesetzt.

Der Erweterung der praktischen Anwendung dieser Technik, insbesondere im Hinblick auf die
Untersuchung langerer DNA-Fragmente und komplexerer Probengemische, stehen, wie auch die
oben erwahnten Arbeitert*?*? zeigen, noch einige Schwierigkeiten im Weg. Denn neben der Wah
ener geeigneten Matrix, dem Proben-Matrix-Verhdtnis und der eingesetzten Laserenergie wird das
Ergebnis der massengpektrometrischen Analyse vor alem durch Adduktbildung des ioniserten
DNA-Fragmentes mit Matrixmolekilen, durch das Auftreten mehrfach geladener Molekdlionen und
durch Fragmentierungsresktionen - wie zum Beispid der Depurinierung - beanflud. Um den
zuganglichen Massenbereich be der Anadyse von DNA-Fragmenten mittedls MALDI-TOF-
Massengpektrometrie auszuweiten, ist diesen Faktoren verstérkt Rechnung zu tragen. Neben der
Verbesserung der MALDI-TOF-Massenspektrometer kann dies - wie im Rahmen dieser Arbat
néher  beschrieben wird - auch duch den Einsstz chemisch  modifizierter
Nukleosdtriphosphatanaloga zur Stabilserung der zu untersuchenden DNA-Fragmente versucht

werden.
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Die Depurinierung it vor dlem auf die begrenzte Stabilitét bzw. die Hydrolyse-empfindlichkelt der
N-glykosidischen Bindung zwischen Purinbase und dem Zucker zurlickzufthren. In Losung wird die
sAurekatdyserte Hydrolyse von Purinnukleosden durch die Protonierung am N-7 Atom der
Purinbase  eingdetet.  Anschlief3end  dissoziiet  das  protoniete Nukleosd  im
geschwindigketsbestimmenden Schritt zum freien Purin und enem Carbanion, welches mit Wasser
zur fréen Desoxyribose reagiet **>). Die Subdtitution des N-7 Stickstoffatoms durch eine
Methingruppe bewirkt - wie Seda et a. gezeigt haben - eine deutliche Stabilitétssteigerung solcher

7-Deazapurinnukleoside gegenilber einer sauren Hydrolyse™

Die Depurinierung von DNA bei der Desorption und lonisation im MALDI-Prozef3 wird auch durch
die Protonierung der Base eingdditet . Es folgt der Bruch der N-glykosidischen Bindung unter
Freisetzung der Base und anschlielRend die Spaltung des Phosphatriickgrats™”.

RNA zeigt bet MALDI-TOF-MS Untersuchungen gegentiber DNA eine signifikant hthere Stabilitét
[ Diese Beobachtung simmt mit der algemeinen Regd (berein, da3 Glykosde von 2-
Hydroxyzuckern im Gegensatz zu 2-Desoxyzuckern wesentlich schwerer in 1-Selung durch
Hydrolyse gespdten werden. Offenschtlich bt die 2-Hydroxygruppe durch ihren induktiven Effekt
einen hemmenden Einflul auf die Glykosidgpatung aus ™.

Eine Stabiliserung der N-glykosidischen Bindung von Nukleosiden im MALDI-Prozef3 kann daher
durch Modifikation der Desoxyribose erreicht werden, indem der 2'-Wasserstoff durch eine stérker
elektronenziehende Gruppe - wie zum Bespid Huor - ausgetauscht wird oder durch Modifikation
der Base, das heift Substitution des N-7 Stickstoffatoms durch eine Methingruppe!®.

Bed MALDI-TOF-MS Untersuchungen erfahren 2-Fluor- Y und 7-Deazanukleotide 19 2
enthaltende DNA-Fragmente eine deutlich geringere Depurinierung und bestzen daher ene
verbesserte Massenauflésung. Das Problem der Depurinierung ist daher durch den Einsatz von 7-
Deazapurinnukleos dtriphosphaten zufriedenstellend gelést worden. Allerdings erfolgt der Einbau der
modifizierten Nukleosdtriphosphate durch die gangigen Polymerasen innerhdb einer PCR nicht
problemlos *), denn die Ausbeuten liegen im Vergleich zum unmodifizierten Amplifikationsprodukt
nur be ca 50 %. Der entscheidende Nachtell, der bel der Verwendung der 7-
Deazapurinnukleosdtriphosphate zur Unterdriickung der Depuri-nierung auftritt, besteht aber darin,
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dal3 DNA-Fragmente, in denen dGTP und dATP durch die 7-Deazaanaloga ersetzt worden sind,

nicht mehr von Restriktionsendonukleasen geschnitten werden kénnen(®,

Die sehr hohe Spezifitét der Protein-DNA-Wechsawirkung beruht auf der Bildung von genau
ausgerichteten Wasserstoffbrtickenbindungen, wobel das N-7 eine entscheidende Ralle spidt. Die
Veranderung der Elektronenverteilung bei der Subdtitution von dATP und dGTP durch die 7
Deazanaoga bewirkt den Verlugt der Wasserstoffakzeptorfunktion in Position 7 des Purinrings und
verhindet  somit die  sezifische  Enzym-DNA-Wechsdwirkung, die  fur  de
Restriktionsendonuklessen zum Schneiden der DNA unerlasdich ist 1% %,

Der DNA-Spdtung durch Redriktionsendonukleasen kommt in der Diagnostik und in
molekularbiol ogischen Techniken aber eine grof3e Bedeutung zu. Bel der Suche nach Verénderungen
/ Mutationen auf der Ebene der Nukleotidsequenz, zum Beispid bel der Detektion von RFLP's
(Restriktion Fragment Length Polymorphism) * oder beim Screenen von cDNA’s auf sogenannte
EST’s (Expressed Sequence Tags) " % | spiden Restriktions-endonukleasen eine entscheidende
Roalle. Die Erhdtung der Wasserstoffakzeptorfunktion in Pogition 7 des Purinrings zur Gewahrleistung
der gpezifischen Protein-DNA-Wechsa-wirkungen ist daher neben der Vergrol¥erung der
Bindungsstabilitét zwischen Purinbase und Zucker im Sinne der massengpektrometrischen Andyse
zwingend erforderlich.
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Il Problemstellung

Bei der Analyse von DNA mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie sinkt mit steigender
Lange der zu untersuchenden DNA-Fragmente die Massenauflosung und damit die Massen-

genauigkeit **. Dies liegt hauptsachlich an der schon erwahnten Depurinierung .

Die zur Verminderung der Depurinierung eingesetzten 7-Deazaanaloga der natirlichen
Nukleosidtriphosphate fiihren aber zu Oligonukleotiden, die aufgrund der fehlenden Wasser-
stoffakzeptorfunktion in Position 7 des Purinrings - durch die Substitution des Stickstoff-
atoms durch eine Methingruppe - nicht mehr von Restriktionsendonukleasen geschnitten

werden.

Zielsetzung ist die Synthese eines optimierten Nukleosidtriphosphates, welches sowohl die
Depurinierung vermindern als auch zu DNA fihren soll, die noch von Restriktions-

endonukleasen gespalten werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Synthese eines 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-

O-triphosphates ausgearbeitet, welches beiden Anforderungen gentigen soll:

» Die séurelabile N-glykosidische Bindung zwischen Purinbase und Zucker wird durch eine
stabilere C-glykosidische Bindung ersetzt, um die Depurinierung zu verhindern.

» Durch Substitution des N-7 Stickstoffatoms durch ein Sauerstoffatom wird im Gegensatz
zu den herkdmmlichen c¢’-Purinnukleotiden in dieser Position eine Wasserstoffakzeptor-
funktion erhalten, durch welche spezifische Wechselwirkungen mit Restriktionsendo-

nukleasen ermdglicht werden sollten.

Zur Uberpriifung dieser Ziele wird zuerst eine Polymerase zu suchen sein, welche in der Lage
ist, die Modifikation einzubauen. Anschlieend sollen dann Restriktionsexperimente mit
verschiedenen Restriktionsendonukleasen und Stabilitatstests bei der MALDI-TOF Massen-

spektrometrie folgen.
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111 Allgemeiner Teil

1 Das Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin- und das Furo[3,2-d]-

pyrimidinringsystem

Die Benennung des Pyrrolo[2,3-d]pyrimidins und des Furo[3,2-d]pyrimidins beruhen auf der
Vorstellung, dall ein heterozyklischer Funfring - Pyrrol oder Furan - an eine Seite des
Pyrimidinrings anelliert ist. Die Bezifferung des Pyrrolo[2,3-d]- und des Furo[3,2-d]-
pyrimidins weichen von der des Purinringsystems ab. Beim Purinring werden alle Atome
gleichwertig durchnumeriert, wahrend beim Pyrrolo[2,3-d]- und beim Furo[3,2-d]-pyrimidin
die C-Atome in den Anellierungspositionen die Ziffer des vorangegangenen peripheren

Atomes mit Zusatz eines kleinen Buchstabens erhalten.

Purin Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin Furo[3,2-d]pyrimidin
6 . 7 4 @ 4 i 5
WIS VY Ve
zkN4|\||9 szm'}ly ZKN7a/7
3 H 1 H 1
Abbildung 1

Zur Wahrung der Konformitat mit der vorhandenen Literatur wird in dieser Arbeit die
unterschiedliche Numerierung der Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-, Furo[3,2-d]pyrimidin- und
Purinderivate bis zur Fertigstellung des modifizierten Ringsystems und durchgehend bei der
Interpretation der NMR-Spektren beibehalten. Nach dem Aufbau des Ringsystems wird, um
die Synthesewege besser vergleichen zu konnen, das Furo[3,2-d]pyrimidinderivat als
7,9-Dideaza-7-oxoadenosin und das Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinderivat als 7-Deaza-adenosin

bezeichnet.
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2 EinfUhrung

Die intensive Suche nach Chemotherapeutika gegen Krebs und andere, viralbedingte
Krankheiten hat zur Entdeckung einer Vielzahl von biologisch aktiven Nukleosidanaloga,
wie den carbozyklischen Nukleosiden [} - bei denen der Sauerstoff im Ribosering durch eine
Methylengruppe ersetzt worden ist - und den C-Nukleosiden " - bei denen die
N-glykosidische Bindung durch eine C-glykosidische Bindung substituiert worden ist -
gefuhrt. Verschiedene Arbeitsgruppen beschaftigen sich mit der chemischen Synthese neuer
Nukleosidanaloga und deren Aktivitatsbestimmung. So wurde zum Beispiel nachgewiesen,
daB 9-Deazaadenosin antibakterielle Eigenschaften besitzt "* ™ und cytotoxisch gegen
Tumorzellen der Maus und des Menschens wirkt ™. Ein anderes Adenosinanalogon - das
d-APTR (4-Amino-8-B-D-ribofuranosylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin) - zeigt Wirkung gegen
Leukamie [">76],

Viele der untersuchten C-Nukleoside &hneln den nattrlichen Nukleosiden sehr, so dal3 eine
biologische Akitivitat nicht berraschte. Erstaunlich hingegen war die biologische Aktivitét
der sehr stark modifizierten  Thiono[3,2-d]pyrimidin-C-nukleoside, denn diese
Nukleosidanaloga zahlen zu den wirksamsten Cytotoxika der Purinreihe ['). Daher wurde
1986 von Klein die Darstellung einer weiteren, noch weiter vom Original entfernteren,
Nukleosidmodifikation - dem Furo[3,2-d]pyrimidin-C-nukleosid - publiziert ®.. Die Idee war,
auszutesten, wie weit die Modifikation des Nukleosids gehen kann, bis das Analogon von den

Enzymen nicht mehr als Purin erkannt wird.

Der chemische Teil dieser Arbeit befal3t sich - wie nachfolgend dargestellt - mit der de novo
Synthese des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates (modifiziertes Des-
oxyribonukleosidtriphosphat) 50. Dazu wurde ausgehend von Ribose an dieser in einer
neunstufigen Synthese der modifizierte Heterozyklus aufgebaut und so das 7,9-Dideaza-7-
oxoadenosin (modifiziertes Ribonukleosid) 11 hergestellt. Es folgte eine vierstufige
Desoxygenierungsprozedur zum modifizierten 2’-Desoxynukleosid 32. AnschlieRend wurde
dann, nach der Einfuhrung der notwendigen Schutzgruppen, das 2’-Desoxynukleosid 32 durch
eine Triphosphatsynthese in das modifizierte Desoxyribonukleosidtriphosphat 50 tberfuhrt.

Im biochemischen Teil dieser Arbeit wurden zuerst verschiedene Enzyme auf ihre Fahigkeit
hin Uberprift, das modifizierte Triphosphat 50 innerhalb einer Polymerasekettenreaktion

(PCR) zu inkorporieren. Im weiteren Verlauf wurden dann die erfolgreichsten Enzyme auf

10
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ihre Inkorporationsfahigkeit bei steigender Templatelange hin geprift. AuBerdem wurde
versucht, die doppelstrangig modifizierte DNA-Doppelhelix und die nur einzelstrangig
modifizierte DNA-Doppelhelix mit Hilfe verschiedener Restriktionsendonukleasen zu
schneiden, und es wurden Experimente durchgefuhrt, um die erhohte Stabilitdt des
modifizierten Nukleotids zu beweisen. Die Analytik dieser Versuche erfolgte entweder durch

Gelelektrophorese oder mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie.

Ribose
Synthese des modifizierten

Ringsystems an der Ribose ﬁ

e

modifiziertes m

Ribonukleosid i

S

c

l Desoxygenierung 2

r

modifiziertes

Desoxyribonukleosid ;I'

i

I

l Triphosphatsynthese
modifiziertes
Desoxynukleosidtriphosphat

B

Primer Extension i

PCR / PROBE\« Stabilitatstests 0

c

h

modifizierte DNA MALDI-TOF . e
Massenspektrometrie m

i

Spaltungs- S
versuche c
h

e

Gelelektrophorese r
T

e

i

|

Abbildung 2
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3 Chemische Synthesen

3.1 Darstellung des modifizierten Nukleosids

Die nachfolgende Abbildung zeigt die Syntheseschritte bis zum modifizierten Nukleosid.

HO o Tr—0 o 3 Tr—0
—WOH 1) Aceton _p—OH Ph3P=CHCN © CH,CN
2 ) Tritylchlorid

HO OH 0 0 74.% 00

ins. 70 % )Q )k
2 4
H /CHs H
Tr—0 Tr—0 OH
/ N\ o /
(CH3)3COCHIN(CH3)] 2 N CHg CF3COOH/H,0/CH,Cly -

o
00 00
" PN A
) 6

o. CN
H \ |
Tr=0 0 Tr—0
NH
KF, Kronenether © / \—CN LDA 0 2
> CN
CICH,CN

OO0 Anomeren- 00

ins. 76 % PR frennung PE
L 8

22%

NH, NH,
o| SN \Ol SN
\ -
Formamidinacetat "' 07| o N MeOH/Acetylchlorid HO— o N
_ >
9 99 %
% Q O HO OH
9 11

Abbildung 3: Syntheseschema zur Darstellung von 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin
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Zur Darstellung des 4-Amino-7-f3-D-ribofuranosylfuro[3,2-d]pyrimidins 11 wurde - wie in
Abbildung 3 dargestellt - an der 1-Position der Ribose, welche in der 2- und 3-Position mit
der Isopropylidengruppe und in der 5-Position mit der Tritylgruppe geschutzt war,
schrittweise der Heterozyklus aufgebaut. Dazu wurde zuerst die C-glykosidische Bindung
gekniipft und anschlieRend in drei Stufen ein Cyanomethylether 7 hergestellt, aus welchem
durch Zyklisierung der Furanfinfring gebildet wurde. An dieser Stelle wurden die beiden
Anomeren getrennt. Es folgte der Aufbau des Pyrimidinsechsrings am Furanring. Im letzten
Schritt wurden alle vorhandenen Schutzgruppen abgespalten und das freie Nukleosid 11

erhalten.

3.1.1 Synthese der geschutzten Ribose

Als Schutzgruppe fur die 2-OH- und die 3-OH-Gruppe der Ribose bot sich die basen- und
bedingt sdurestabile Isopropylidenschutzgruppe an, da im Verlauf der Synthese des
Furo[3,2-d]pyrimidin-Derivats stark basische aber nur maRig saure Reaktionsbedingungen

vorherrschten.

Aulerdem war bei der Wahl der 2- und 3-OH-Schutzgruppe noch wichtig, daR sie sich in
Hinblick auf weiterfiihrende Synthesen, wie zum Beispiel der 2’-Desoxygenierung, in einem
Reaktionsschritt mit der Schutzgruppe der 5-OH-Gruppe entfernen liel3, um mdglichst wenige
Reaktionsschritte und Aufreinigungen, die jeweils einen Ausbeuteverlust bedeuten,
durchfiihren zu mussen. Die 5-OH-Gruppe der Ribose wurde mit der fur primare OH-Gruppen
selektiven, aber recht saurestabilen Tritylgruppe geschitzt. Die in der Nukleosidchemie sonst
oft verwandte 4,4’-Dimethoxytritylether-Bindung (DMT-Gruppe) wére unter den - im

Verlaufe der Synthese auftretenden - sauren Bedingungen nicht stabil gewesen.

Zur Einfuhrung der Isopropylidenschutzgruppe wurden zwei Synthesewege miteinander

verglichen.

Bei der ersten Methode wurde die in Aceton geldste Ribose mit p-Toluolsulfonsdure versetzt
und in Anwesenheit von Molekularsieb durch Kochen unter Ruckflul zur 2,3-O-

Isopropyliden-D-ribofuranose 1 umgesetzt ™).

13
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HO p-Toluolsulfonséure HO
0 OH o] Aceton, 80 °C 0o OH
+ )J\ -H,O

HO OH Q.0

N

1

Abbildung 4: Erste Methode zur Darstellung von 2,3-O-Isopropyliden-D-ribofuranose 1

Durch die dunnschichtchromatographische Verfolgung der Reaktion konnte beobachtet
werden, dal neben dem gewiinschten Produkt 1 noch zwei Nebenprodukte entstanden. Bei
den Nebenprodukten % handelte es sich, wie durch *H- und **C-NMR-Spektroskopie
nachgewiesen werden konnte, um 1,2-O-lIsopropyliden-D-ribofuranose, die noch leicht mit
disubstituierter 1,2:3,4-di-O-lIsopropyliden-D-ribopyranose verunreinigt war, und um

3,4-I1sopropyliden-D-ribopyranose.

Da das gewinschte Produkt zuerst entstand und die Nebenproduktbildung im Laufe der
Reaktionszeit verstarkt anstieg, wurde die Reaktion nach einer Stunde abgebrochen, obwohl
noch nicht das gesamte Edukt umgesetzt war. Die 2,3-O-lIsopropyliden-D-ribofuranose 1
konnte nach der s&dulenchromatographischen Reinigung in 40,2 %iger Ausbeute erhalten und
durch 'H- und *C-NMR-Spektroskopie sowie durch Massen- und IR-Spektroskopie
charakterisiert werden.

Beim zweiten Darstellungsweg wurde die in Aceton geldste Ribose mit 2,2-Dimethoxypropan
und einem Tropfen konz. Schwefelsaure bei 0 °C 24 Stunden gerihrt. Nach der
Neutralisation und der sdulenchromatographischen Reinigung konnte das gewiinschte Produkt

in 69,2 %iger Ausbeute erhalten werden ®%,

+

HO CH H HO
o oH 3 Aceton, 4 °C O OH
+ H3C—O+O—CH3
CH3 - 2 MeOH

HO OH Q.0

N

1

Abbildung 5: Zweiter Syntheseweg zur Darstellung von 2,3-O-lIsopropyliden-D-ribofuranose 1

Durch die verénderten Versuchsbedingungen konnte die Ausbeute von 40,2 auf 69,2 %

gesteigert werden. Aullerdem entstanden bei der zweiten Methode vergleichsweise wenige
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Nebenprodukte und zusatzlich mufite auch kein Reagenz - wie die para-Toluolsulfonsdure
beim ersten Syntheseweg - bei der sdulenchromatographischen Reinigung entfernt werden.
Daher war es moéglich, das Rohprodukt der 2,3-O-Isopropyliden-D-ribofuranose 1 ohne Auf-
reinigung gleich per Tritylierung weiter umzusetzen und so einen Reinigungsschritt zu spa-
ren.

Durch Umsetzung der 2,3-O-Isopropyliden-D-ribofuranose 1 mit Tritylchlorid in Pyridin
gelang das Schiitzen der priméren 5-OH-Gruppe #2.

HO

Pyridin
O~ OH .\ QC—CI — 07 4
- HCl i —%—?‘OH
(OlNe

1

N

Abbildung 6: Synthese von 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2

2,3-O-1sopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2 konnte in 69 %iger Ausbeute dargestellt
werden. Die Charakterisierung erfolgte durch ‘H-NMR-, *C-NMR-, Massen- und
IR-Spektroskopie.

Durch eine Kombination der ersten beiden Stufen konnte die Ausbeute noch einmal gesteigert
werden. Dadurch, dal} 2,3-O-Isopropylidenribose 1 nicht mehr durch Kochen von Ribose in
Aceton mit dquimolaren Mengen an p-Toluolsulfonséure und in Gegenwart von Molekular-
sieb sondern durch Rihren von in Aceton gel6ster Ribose mit 2,2-Dimethoxypropan bei 4 °C
unter Zusatz eines Tropfens konzentrierter Schwefelsdure hergestellt wurde, entstanden
erstens weniger Nebenprodukte und zweitens lieR sich das zur Neutralisation der Schwefel-
séure verwendete feste Natriumcarbonat im Gegensatz zum Pyridiniumsalz der p-Toluol-
sulfonsdure, welches bei der Neutralisation der p-Toluolsulfonsdure mit Pyridin entstand,
problemlos abtrennen. Das Rohprodukt der Isopropylidenribose 1 konnte daher ohne Aufrei-
nigung als Edukt in die Tritylierung eingesetzt werden. Die Ausbeute iber die ersten beiden

Stufen konnte damit von 48 % auf 70 % gesteigert werden.
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3.1.2 Synthese des Furo[3,2-d]pyrimidinrings an der Ribose

Nachdem alle reaktiven Hydroxylfunktionen der Ribose - bis auf die OH-Gruppe in der
Position 1 - geschiitzt worden waren, wurde der Aufbau des Heterozyklus an dieser Stelle mit

der Bildung eines C-Glykosides begonnen.

Die weitere Synthesestrategie sah zunéchst den Aufbau des Furanrings vor. Im ersten Schritt
zur Synthese des Heterozyklus, der Bildung eines C-Glykosids, wurde das Halbacetal 2 mit

Cyanomethylentriphenylphosphoran 3 umgesetzt.

Cyanomethylentriphenylphosphoran 3 konnte durch Ausféllung aus einer wéssrigen Ldsung
von Cyanomethyltriphenylphosphoniumchlorid mit 1 mol/l Natronlauge dargestellt werden.
Bei dieser Reaktion entstand zuerst aus dem Cyanomethyltriphenylphosphoniumchlorid mit
Natronlauge das Cyanomethyltriphenylphosphoniumhydroxid. Aus diesem bildete sich dann
in  Konkurrenz entweder Uber die Zwischenstufe des Hydroxycyanomethyltriphenyl-
phosphorans durch Abspaltung von Acetonitril Phosphinoxid, oder es entstand direkt unter

Abspaltung von Wasser Cyanomethylentriphenylphosphoran 3 183 841

® © + NaOH ® - H,0
[(CgHz)3PCHaCN]CIl ——  [(CgH5)3PCHaCN] OH (CgHs5)3P=CHCN
- NaCl
‘ 3
/OH
(C6H5)3P\ - Ph3P=0 + CH3CN
CH,CN

Abbildung 7: Darstellung von Cyanomethylentriphenylphosphoran 3

Anhand der massenspektrometrischen Analyse und des ziigig aufgenommenen ‘H-NMR-
Spektrums konnte eine geringe Verunreinigung des Cyanomethylentriphenylphosphorans 3
durch Phosphinoxid nachgewiesen werden.

Aufgrund der Tatsache, dalR die Umsetzung zum Acetonitril-Derivat 4 auch ohne weitere
Aufreinigung des Phosphorans 3 erfolgte und die Diinnschichtchromatographie und *H-NMR-

Spektroskopie eine Umsetzung des Ylids 3 zum Phosphinoxid in Ldsung zeigten, wurde auf
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eine aufwendige Reinigung des Rohproduktes von 3 verzichtet.

Hierbei muRte aber immer mit einem groRen Uberschuf an Reagenz gearbeitet werden, da der
genaue Anteil an Phosphinoxid nicht bekannt war . AuBerdem entstand bei der Reaktion
des Ylids 3 mit der 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2 auch Phosphinoxid, so
dal zugesetztes Phosphinoxid das Gleichgewicht der Reaktion zu den Edukten hin verschob
und so eine Verschlechterung der Ausbeute bewirkte.

Im Verlauf dieser Arbeit war Cyanomethylentriphenylphosphoran 3 dann kauflich zu
erwerben. Mit dem gekauften Reagenz konnte die Ausbeute noch leicht gesteigert - von 67,5
851 auf 73,9 % - und zusétzlich der ReagenziiberschuR halbiert werden. Dies fuhrte wiederum
zu einer verbesserten sdaulenchromatographischen Reinigung, da weniger Phosphinoxid
abgetrennt werden mufite.

Die 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2 wurde mit Cyanomethylentriphenyl-
phosphoran 3 (Ylid) zum 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 um-
gesetzt ®® #71 Das Produkt wurde nach der saulenchromatographischen Reinigung in einer
Ausbeute von 73,9 % erhalten und mittels 'H-NMR-, *C-NMR-,  Massen- und
IR-Spektroskopie charakterisiert.

3&

2 3 4
Abbildung 8: Synthese des C-Glykosides

=07 @ Tr—=0
—vo p CHCN Acetonltrll © CH,CN
- Ph3P 0
R

Bei dieser Darstellung reagierte das Ylid 3 mit der Aldehydgruppe der offenkettigen Form der
Furanose in einer Wittig-Reaktion. Dieses erste Reaktionsprodukt enthielt eine aktivierte
Doppelbindung, welche in einer der Michael-Addition ahnlichen Reaktion mit der 4-OH-

Gruppe unter Furanoseringschlul} reagierte.
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Tr—0O Tr—0 0 Tr—0 gH\
O OH OH CH=CHCN
H o PhaP=CHCN 1
2
Tr—0 o
—Q—‘CHZCN
X
4

Abbildung 9

Aufgrund der in Lésung langsam und bei der Zyklisierung schnell eintretenden Mutarotation
- der Umwandlung der beiden Anomere ineinander - war die Stereochemie bis zur Synthese
des 3-Amino-2-cyano-4-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-D-ribofuranosyl)furans 8 nicht
ausschlaggebend fir die Darstellung des modifizierten Nukleosids 11. Daher konnte die
Reaktionszeit bei der Darstellung des 2,3-O-lIsopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl-
acetonitrils 4 durch die Reaktion von 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2 mit
dem Wittig-Reagenz 3 bis zur quantitativen Umsetzung des Eduktes ausgedehnt werden,
obwohl sich das kinetisch beglnstigte 3-Anomer, welches eigentlich zur Darstellung des
modifizierten Purinnukleosids benétigt wurde, im Laufe der Reaktionszeit in das thermo-

dynamisch stabilere a-Anomer umgewandelte.

Das Nitril 4 wurde mit Bis(dimethylamino)tert.-butoxymethan ( Bredereck’s Reagenz ) in
87,4 %iger Ausbeute zum 3-Dimethylamino-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-
furanosyl)propennitril 5 umgesetzt und durch 'H-NMR, **C-NMR-, Massen- und
IR-Spektroskopie charakterisiert > . Eine Trennung der beiden Anomere, die auf dieser
Stufe erstmals gelang, war aber aufgrund der Mutarotation nur im Rahmen der

Charakterisierung von Nutzen.
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Abbildung 10: Darstellung von 3-Dimethylamino-2-
(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitril 5

Das zur Enaminierung von aktivierten Methylengruppen verwendete Bis(dimethyl-
amino)tert.-butoxymethan unterlag - wie in der nachfolgenden Abbildung dargestellt ist - in
geringem Umfang einer Dissoziation in ein Amidinium-lon und ein Alkoholat-lon 89 Das
tert.-Butanolat-lon Uberfuhrte das 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4
unter Abspaltung eines Protons in das Carbanion, welches das Amidiniumion angriff. Durch

Eliminierung von Dimethylamin entstand das Dimethylaminopropennitril-Derivat 5 .

NR; NQ ® o
H+ OR —

OR'
NRo NRo

11

Rz

o Tr—0 NR
CH,CN CHCN 2
+ OR

Tr—0O

4
Tr—0 H H Tr—0
O
NR,
CNNR, - HNRy CN

)
Abbildung 11
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Im néchsten Schritt erfolgte die kontrollierte Hydrolyse des Enamines 5 unter milden
Bedingungen in einem Zweiphasensystem zum 3-Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-
D-ribofuranosyl)propennitril 6 7. Dazu wurde das in Chloroform geléste Dimethyl-
aminopropennitril-Derivat 5 bei Raumtemperatur mit einer 2,5 %igen, wassrigen

Trifluoressigsaureldsung geriihrt.

H /CH3 H
Tr—0 Tr—0 OH
(0] / N\CH o) /
3
N CR3COOH/H,0/CH;Cly _ -
) 6

Abbildung 12: Hydrolyse des Enamines 5

Durch eine dinnschichtchromatographische Verfolgung des Reaktionsverlaufes konnte die
erfolgreiche Umsetzung beobachtet werden. Die sdulenchromatographische Aufreinigung des
Enols gelang jedoch nicht ohne Schwierigkeiten. Im *H-NMR-Spektrum konnte aufgrund der
Mdoglichkeit der Keto-Enol-Tautomerie, der daraus resultierenden Mdoglichkeit der Um-
wandlung der cis/trans-lsomere, und der beiden Anomere kein einheitliches Produkt
nachgewiesen werden. Die Charakterisierung des Produktes erfolgte daher nur
massenspektrometrisch und durch IR-Spektroskopie. Um den Anteil des Aldehyds so gering
wie moglich zu halten, wurde das entstandene Produkt 6 zligig aufgearbeitet und ohne

Reinigung weiter umgesetzt.

Die weitere Synthesestrategie sah nun die Umsetzung des 3-Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-
5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitrils 6 mit Chloracetonitril zum 3-O-Cyanomethoxy-2-

(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-ribofuranosyl)propennitril 7 vor 8!,

H

B H
Tr—0O o / OH KF, Kronenether Tr—0 / 0
DMF ©
CN +  CICH,CN > o
1 - HCl N
e e
6

7
Abbildung 13: Uberfiihrung des Enols 6 in den Cyanoether 7
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Die Reaktion erforderte die Gegenwart von Kronenether und Kaliumfluorid. Der Kronenether
18-Krone-6 diente als Agens zur LoOsung von Kaliumfluorid in polaren, aprotischen,
organischen Losungsmitteln durch Komplexierung des Kaliumions . Das dabei entstandene
»hackte *“ Fluoridion ist sowohl ein starkes Nukleophil als auch eine starke Base und
ermdglichte die Abspaltung eines Protons aus der Hydroxylgruppe des Enols 6. Das nun
vorliegende Enolatanion reagierte mit dem Chloracetonitril zum Cyanomethylether 7. In der
dinnschichtchomatographischen Verfolgung der Reaktion konnten die vier erwarteten
Produkte (cis-, trans-, a- und (-Isomer) beobachtet werden. Aufgrund der Tatsache, daf es bei
der Mutarotation zu einer Verschiebung der Doppelbindung und dadurch zu einer

Umwandlung der Isomeren kommen konnte

, war aber auch die Verwendung des trans-
Produktes fiir die anschlieBende Zyklisierung méglich. Deshalb wurden die vier Produkte

nicht bei der sdulenchromatographischen Reinigung isoliert.

Bei der Synthese des Cyanoethers 7 wurden drei verschiedene Varianten miteinander
verglichen. Zuerst wurden bei der Durchfuhrung der Reaktion 18-Krone-6 und Kaliumfluorid
durch einstindiges Rihren in DMF gel6st. Anschliefend wurde diese Lésung zum Enol 6
gegeben und zehn Minuten spater das Chloracetonitril hinzugefiigt. Das Produkt konnte nach

sadulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 26,9 % erhalten werden.

Durch die direkte Zugabe von 18-Krone-6 und Kaliumfluorid zu einer Lésung des 3-Hydroxy-
2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitrils 6 in DMF und dem
Hinzufigen des Chloracetonitrils nach einer Stunde konnte die Ausbeute nach der

sédulenchromatographischen Reinigung auf 59 % gesteigert werden.

Bei der dritten Variante wurde zu einer Lésung von 18-Krone-6 und Kaliumfluorid in DMF
eine Losung des 3-Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-furanosyl)propennitrils
6 in DMF gegeben. Nach einer Stunde wurde Chloracetonitril hinzugefiigt. Das Produkt

konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung in 76 %iger Ausbeute erhalten werden.

Die Fluorierung von organischen Substanzen mit Hilfe einer Losung von Kronenether und
Kaliumfluorid in Acetonitril ist in der Literatur ' beschrieben, aber wéhrend dort das
Fluoridion direkt mit dem Edukt zum fluorierten Produkt reagiert, diente das Fluoridion hier

bei der Umsetzung des Enols 6 nur als Base zur Uberfilhrung in das Enolat. Erst dieses Enolat
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setzte sich dann anschlieBend mit Chloracetonitril zum Cyanomethylether 7 um. Die
Ubertragung der Vorschrift zur Fluorierung organischer Verbindungen auf die Reaktion des 3-
Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitril-Rohproduktes 6 in
DMF mit Chloracetonitril in Gegenwart von Kronenether und Kaliumfluorid zum 3-O-
Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-furanosyl)propennitril 7 erforderte
daher eine Variation der Reaktionsbedingungen. Ein Vergleich der zur Darstellung von 3-O-
Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitril7 verwendeten
Methoden zeigte, daB die Zeit, die zur Bildung des Enolats zur Verfugung stand, und die
Reihenfolge der Reagenzzugabe ausschlaggebend fur die Synthese des Cyanomethylethers 7

war.

Bei der ersten Darstellungsform konnten sich wéhrend des Riihrens durch Komplexierung der
Kaliumionen zwar die ,, nackten* Fluoridionen bilden, aber die Zeitdauer zwischen der
Zugabe des Eduktes und dem Hinzufugen des Chloracetonitrils war - wie die geringe
Ausbeute von nur 27 % vermuten laRt - fur die Bildung des Enolats, welches dann mit dem

Chloracetonitril weiterreagieren sollte, zu kurz.

Bei der zweiten Synthesemdglichkeit war durch die direkte Zugabe des Kronenethers und des
Kaliumfluorids zu einer Lésung des Enols 6 in DMF wahrend des Riihrens neben der Bildung
der ,,nackten“ Fluoridionen auch deren Reaktion mit dem Enol 6 zum Enolat moglich. Dieses
so gebildete Enolat konnte anschlielend nach einer Stunde mit dem hinzugefugten

Chloracetonitril in 59 %iger Ausbeute zum Cyanomethylether 7 umgesetzt werden.

Der dritte Weg zur Herstellung vereinigte die beiden vorangegangenen Versuche. Die
»hackten“ Fluoridionen wurden durch Komplexierung der Kaliumionen beim Rihren von
Kaliumfluorid und Kronenether in DMF hergestellt, dann erfolgte die Zugabe des in DMF
gelésten Enols 6 zu der Kaliumfluorid/Kronenether-DMF-Ldsung, und anschlieRend wurde
nach einer Stunde das Chloracetonitril hinzugefligt. Auf diese Weise war einmal die Zeit zur
Bildung der Fluoridionen beziehungsweise zur Enolatbildung verdoppelt worden und zum
anderen wurde das Enol 6 gleich einer hohen Fluoridionenkonzentration ausgesetzt. Diese
beiden Faktoren waren ausschlaggebend fiir die Steigerung der Ausbeute auf nunmehr 76 %

und trugen erheblich zur Verbesserung der Gesamtausbeute bei.
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Die Charakterisierung des Produktes erfolgte mittels *H- und **C-NMR-Spektroskopie sowie
durch Massen- und IR-Spektroskopie.

Im 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribfuranosyl)propennitril 7 waren
schon alle Atome des Furanrings vorhanden. Der letzte Schritt der Furanringsynthese bestand
daher in der Zyklisierung des Cyanomethylethers 7. Dazu mufite eine starke Base ein Proton
aus der Cyanomethoxygruppe entfernen. Das dabei entstandene Carbanion griff das

Kohlenstoffatom der Nitrilgruppe unter Bildung des Furanrings an.

Fir die Ringbildung standen verschiedene Basen zur Auswahl. Laut Literatur [® konnen
Zyklisierungen zu Pyrrolen und Thiophenen mit Basen wie Natriumethanolat,
5-Diazabicyclo[4,3,0]non-5-en (DBN), Kaliumtert.-butanolat, Butyllithium oder LDA
durchgefuhrt werden. Doch obwohl &hnliche Molekiile, wie zum Beispiel N-Cyanomethyl-N-
carboethoxyamin mit Hilfe von DBN [ ™ 9 ynd N-Carboethoxy-N-essigsaure-ethyl-

[92] 931 mittels Natriumethanolat

esteramin und N-Benzyl-N-essigsaureethylesteramin
erfolgreich umgesetzt wurden, funktionierte die Ringbildung mit diesen beiden Basen beim
Cyanomethylether 7 nicht. Die Furanringsynthese gelang ausschlieflich mit Hilfe von
Lithiumdiisopropylamid (LDA) P zum 3-Amino-2-cyano-4-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-

trityl-D-ribofuranosyl)furan 8 [,

’ o CN
Tr—0 0 Tr—0O \ | Tr—0O
o} LDA r NH r
% e 0o 2 O . NH
CN + / \
Anomeren-
(O] ~ceN

(ORN0] (ORN0]

)k trennung )& )Q (e}
8

L 8

Abbildung 14: Zyklisierung des Cyanoethers 7 zum Furan 8

Anfangs wurde das in THF geloste Edukt mit einem 10 fachen UberschuB an 2 mol/l LDA-
Losung innerhalb kirzester Zeit versetzt. Durch die Zugabe einer mit THF verdinnten LDA-
Losung im 1,5 fachen UberschuR zu dem in THF gel6sten Edukt Gber einen Zeitraum von
einer halben Stunde konnte die Ausbeute nach sdulenchromatographischer Reinigung und
Trennung der Anomeren von 13,2 auf 21,9 % B-Anomer und von 5,3 auf 11,9 % a-Anomer

gesteigert werden. Eine zu grof’e Konzentration der starken Base fuhrte wahrscheinlich zu
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Nebenreaktionen, welche durch die langsame, stark verdinnte Zugabe des Reagenzes
unterdriickt werden konnten. Die Charakterisierung der beiden Anomere erfolgte mittels *H-
NMR-, ¥C-NMR-, Massen- und IR-Spektroskopie.

Die insgesamt niedrige Ausbeute bei der Darstellung des modifiziertes Nukleosids 11 war vor
allem auf die Zyklisierung von 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-
ribofuranosyl)propennitril  zum  3-Amino-2-cyano-4-(2°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-D-
ribofuranosyl)furan 8 mittels LDA zuruckzufiihren. Daher wurde versucht, die Ausbeute
dieser Synthese durch die Verwendung einer frisch zubereiteten LDA-LOsung, durch
Variation der Reaktionstemperatur und der Reaktionsdauer und durch den Einsatz anderer
ZykKlisierungsreagenzien zu erreichen. Dabei wurde festgestellt, da sowohl eine frisch
zubereitete LDA-L6sung als auch die Verlangerung der Reaktionsdauer und eine Variation

der Reaktionstemperatur keinen nennenswerten EinfluR auf die Ausbeute hatten.

Der RingschluR wird bei der Bildung von Pyrrolen, Thiophenen und Furanen bei allen drei
Verbindungen durch eine Deprotonierung in a-Stellung zum Heteroatom eingeleitet und es
bildet sich bevorzugt das (3-Anomer. Dies lag wahrscheinlich an der sterischen Hinderung
durch die Isopropylidengruppe, welche die Unterseite des Riboserings abschirmte und auf

diese Weise den zur Bildung des a-Anomers notigen Angriff von unten erschwerte.

Ein Grund fur das oben schon erwéhnte unterschiedliche Verhalten bei der Zyklisierung von
Thiophenen, Pyrrolen und Furanen liegt in den verschiedenen Elektronegativitatsdifferenzen
von Kohlenstoff-Sauerstoff-, Kohlenstoff-Stickstoff- und Kohlenstoff-Schwefel-Bindungen.
Die stdrkere Polarisierung der Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung fuhrt dazu, da nukleophile
Basen bevorzugt den besonders stark positiv polarisierten Kohlenstoff angreifen anstatt ein
Proton zu abstrahieren. Ein Vergleich der untersuchten Basen zeigt, dal n-Butyllithium die
stirkste der verwendeten Basen ist. Die a-Deprotonierung ist aber aufgrund der groRen
Nukleophilie erst bei Temperaturen, die unter -78 °C liegen, gegeniber dem nukleophilen
Angriff bevorzugt. Kalium-tert.-butanolat in THF scheint trotz der geringen Nukleophilie
genau wie DBN als Base schon zu schwach zu sein fir die Deprotonierung in a-Stellung zum
Sauerstoff, und Natriumethanolat gilt sogar als gutes Substrat fiir die nukleophile Substitution
an Nitrilen % Damit stellt LDA unter den getesteten Basen die starkste nicht nukleophile

Base dar.
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Nur sie ist in der Lage, die Protonenabstraktion in a-Stellung zum Sauerstoff durchzufihren,

aber auch hier sind die Ausbeuten niedrig.

Zur Darstellung des Pyrimidinrings wurde das [(-Anomer des 3-Amino-2-cyanofuran-C-

nukleosids 8 mit Formamidinacetat umgesetzt ["®]

o_ CN NH,
\ | ® o B
Tr—0 o NH, HoN —| Ethanol, \ | )N
23\ o 100 °C Tr—0 N
+ >—H CH3cOO T —mMmM o
HoN - NHzAC

ko

Abbildung 15: Fertigstellung des Furo[3,2-d]pyrimidinringsystems

Das bei dieser Umsetzung entstandene 4-Amino-7-(2°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-p3-D-
ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 9 wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel in 78,8 %iger Ausbeute erhalten und mittels *H-NMR-, *C-NMR-, Massen- und
IR-Spektroskopie charakterisiert.
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3.1.3 Schitzungs- und Entschitzungsversuche

Im spateren Verlauf der Synthese, bei der Uberfilhrung des 2’-Desoxynukleosids 32 in das
Triphosphat 50, war die Blockierung der reaktiven exozyklischen Aminofunktion eine
Voraussetzung flr eine eindeutig ablaufende Reaktion. Deshalb muRte diese funktionelle
Gruppe geschitzt werden. An dieser Stelle bot sich die Einfuhrung der Aminoschutzgruppe
an, da mit der Isopropylidengruppe und der Tritylschutzgruppe die anderen reaktiven
Hydroxylgruppen alle geschiitzt waren (Abb. 16) und so selektiv die Aminofunktion blockiert

werden konnte.

0O
NH2 H\N R
=0 N Séaureanhydrid, Tr—0 \ )
o) ol o N
Pyridin R

00 00 R=CH(CH3),

PN
10

9

Abbildung 16: Protektion der exozyklischen Aminofunktion

Die Einfiihrung einer Aminoschutzgruppe an 4-Amino-7-(2°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-
[3-D-ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 9 gelang mit Isobuttersdureanhydrid in Pyridin in

(%] Bei dem Versuch, aus diesem jetzt total geschiitzten

einer Ausbeute von 98,3 %
Nukleosid 10 die Isopropyliden- und die Tritylschutzgruppe zu entfernen, muf3te das Molekadl
so drastischen Reaktionsbedingungen (Acetylchlorid in Methanol "8 ) ausgesetzt werden, daf
auch die Aminoschutzgruppe vollstandig entfernt wurde. Daraus folgte, dal3 die Blockierung
der exozyklischen Aminofunktion erst an einem spéateren Zeitpunkt der Gesamtsynthese

erfolgen konnte.

Zur Uberfiinrung des 4-Amino-7-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-B-D-ribofuranosyl)furo-
[3,2-d]pyrimidins 9 in das 4-Amino-7-B-D-ribofuranosylfuro[3,2-d]pyrimidin (7,9-Dideaza-7-
oxoadenosin) 11 muBte die Isopropylidenschutzgruppe entfernt und gleichzeitig detrityliert
werden. Zum Austesten der besten Reaktionsbedingungen wurde das 2,3-O-Isopropyliden-5-

O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 als Proband verwendet. 80 %ige Essigsaure, die
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standardmaRig zum Abspalten der Dimethoxytritylschutzgruppe verwendet wird 7, konnte
auch nach Erhitzen erstaunlicherweise weder die Isopropyliden- noch die Tritylschutzgruppe
aus dem Molekul entfernen. Die Abspaltung beider Schutzgruppen gelang an diesem
Probemolekiil jedoch mit Hilfe einer methanolischen Bortrifluoridlésung 8. Als nachste
Stufe wurde die Entschitzung an dem 3-Amino-2-cyano-4-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-
D-ribofuranosyl)furan 8 ausprobiert. Hierbei erwies sich das Bortrifluorid aber als zu reaktiv,
so dal} kein gewilnschtes Produkt nachgewiesen werden konnte. Die dritte Mdglichkeit der
Entschiitzung bestand in der Umsetzung mit methanolischer HCI ®! Diese Methode war bei
dem 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 erfolgreich und konnte auch -
wie in Abbildung 17 dargestellt ist - auf 4-Amino-7-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl--D-
ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 9, welches nach Prazipita-tion in Ether in 98,8 %iger

Ausbeute erhalten wurde, Ubertragen werden.

NH, NH;
(@) | N \O | \)N
\ _ -
Tr—0O o N) MeOH/Acetylchlorid HO o N
OO0 HO OH
PN u

o

Abbildung 17: Entschiitzung des modifizierten Nukleosids
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3.2 Desoxygenierung

Das néchste Ziel nach der Herstellung des ungeschitzten Nukleosids 11 war nun - der
Synthesestrategie folgend - die Umwandlung des modifizierten Nukleosids in das

entsprechende 2’-Desoxynukleosid 32.

Grundsatzlich gab es fur die Darstellung von 2’-Desoxynukleosiden zwei Ansatze:
» Glykosidierung von Heterozyklen mit 2’-Desoxyribose

» Desoxygenierung von Ribonukleosiden

Die Synthese von 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 Uber die erste Methode - die
Glykosidierung - wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht ausprobiert, weil der Heterozyklus
nach einer in der Literatur beschriebenen Synthese [® an der Ribose aufgebaut worden war,
wéhrend fiir die Darstellung des modifizierten freien Purinrings in der Literatur keine
Vorschrift gefunden wurde. In diesem Fall kam daher nur eine Desoxygenierung des

Ribonukleosids in Frage.

Die Entfernung der 2’-Hydroxylgruppe eines Nukleosids wird schon seit vielen Jahren
untersucht. Anfangs wurde dazu das Pyrimidinnukleosid tber eine Anhydrozwischenstufe in

das 2’-Desoxynukleosid tberfihrt %!

. Die Desoxygenierung der Purinnukleoside gelang auf
diese Weise kaum, da sich 2’,8-oxo-Briicken bildeten. Beim Versuch, die Desoxygenierung
uber ein verbricktes 2’,3’-Acyloxoniumion zu erzielen, stellte sich heraus, dafll bei
Purinnukleosiden bevorzugt (Verhaltnis ca. 8:1) % und bei 7-Deazaadenosin ausschlieRlich
das 3’-Desoxynukleosid entstand M. 1979 gelang Robins dann die erste bevorzugte
Darstellung von 2’-Desoxyadenosin iiber einen nukleophilen Austausch an C-2 1% Aber
alle Versuche, 2’-Desoxynukleoside iber Sn2-Austausch und Reduktion zu erhalten, erfolgten
nur in schlechten Ausbeuten. Eine Syl1-Reaktion war aufgrund des Elektronendefizites an
C-2", bedingt durch die Nahe zum N,O-Acetal an C-1’, ausgeschlossen ™% und ein Versuch,
die Elektronendichte an C-2’ zu erhohen, fuhrte zur Eliminierung des Heterozyklus und zu

ungesattigten Zuckern 1%,
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Die regiospezifische 2’-Desoxygenierung von Ribonukleosiden wurde behindert durch die
Schwierigkeit, zwischen den beiden zueinander cis-standigen, sekundéaren Hydroxylgruppen
an C-2’ und C-3’ zu differenzieren. Eine Losung lag in der selektiven 3’,5’-Schiutzung. Dies

[104]

wurde zuerst tber zyklische Monophosphate oder Isolierung von 3’,5’-Di-O-acylderivaten

versucht (%1,

Markiewicz gelang schlieBlich die selektive Schitzung der 3’- und 5’-Hydroxylgruppe in
hohen Ausbeuten durch die Umsetzung des Nukleosids mit 1,3-Dichloro-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxan. Grundlage fur das Design der neuen Schutzgruppe war, dal3
Triisopropylchlorid 1000 mal schneller mit einer priméren als mit einer sekunddren
Alkoholfunktion reagiert. Im Falle von 3’,5-Dihydroxynukleosiden wurde mit 1,3-Dichloro-
1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan daher zuerst die 5’-Position silyliert. Anschlieend kam es
dann durch eine intramolekulare Reaktion mit der 3’-OH-Gruppe zu doppelt silylierten
Produkten ™. Die Abspaltung dieser Schutzgruppe erfolgte mit Tetra-n-butyl-

ammoniumfluorid % oder mit Kaliumfluorid und Kronenether %,

Nachdem eine gute Methode fir die selektive 3’,5’-Schiitzung und Entschitzung gefunden

worden war, galt das Interesse der Entfernung der 2’-OH-Gruppe.

Die Generierung von 2’-Desoxynukleosiden aus halogenierten Vorstufen mittels Tri-n-
butylzinnhydrid ™% 1% war ebenso bekannt, wie die Desoxygenierung von sekundaren
Alkoholen Uber Thiobenzoate ™% S-Methyldithiocarbonate ™!, Thiocarbonate ™% und
Thiocarbonyldiimidazole ™. Die basischen Reaktionsbedingungen fiir die Darstellung von
S-Methyldithiocarbonaten waren aber nicht mit den 3’,5’-O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-
disiloxan-1,3-diyllnukleosiden vereinbar, da die zyklische Silylschutzgruppe unter den
basischen Bedingungen nicht stabil genug war. Ebenso waren alle anderen bisherigen
Verfahren zur Desoxygenierung nicht auf Nukleoside ubertragbar, die an der 3’- und 5’-

Position mit 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan geschutzt waren.

Robins et al. suchten daher 1983 nach einem Thiocarbonylreagenz, welches mit Alkoholen
unter milden Bedingungen reagierte und dessen Ester durch eine homolytische Hydrogenolyse
zu spalten war. Das Phenoxythiocarbonylchlorid erfillt alle diese Kriterien. Es besitzt eine

moderate Aktivitdt und 0berfihrt unbehinderte, sekundare Alkohole im L6sungsmittel
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Pyridin/Dichlormethan in die Phenoxythiocarbonylester. Behinderte Alkohole, wie die mit
1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan an der 3’- und 5’-Position geschitzten

Nukleoside, bendtigten hingegen die Katalyse von 4-Dimethylaminopyridin in Acetonitril
[113]

Die 2’-Desoxynukleoside wurden dann nach homolytischer Hydrogenolyse in Toluol mit Tri-
n-butylzinnhydrid unter AIBN-Katalyse und anschliefender Entschitzung der 3’- und 5’-
Hydroxylgruppe erhalten 131,

Ribonukleoside wurden durch diese milde, generell anwendbare und auch in neuerer Literatur
verwendete  vierstufige  Synthese in  die  entsprechenden  2’-Desoxynukleoside

tiberfuhrt 4171,

Aufgrund der Tatsache, dall das 4-Amino-7-f3-D-ribofuranosylfuro[3,2-d]pyrimidin 11 nach
der neunstufigen Synthese in nur geringen Mengen vorlag und deshalb fiir das Austesten der
besten Reaktionsbedingungen zu wertvoll war, wurde die Desoxygenierung zunéchst an

Uridin ausprobiert. Dies ist in Abbildung 18 dargestellt.
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3.2.1 Desoxygenierung von Uridin

Das Konzept zur Desoxygenierung sah vor, die 3’- und 5’-Hydroxylgruppe selektiv zu
schutzen und die 2’-OH-Gruppe in einen Ester zu uberfuhren, der durch homolytische
Hydrogenolyse glatt gespalten werden konnte. AbschlieBend mufite die zyklische

Silylschutzgruppe entfernt werden 13 1181211,

0]
~H
N 1,3-Dichloro-1,1,33- fk N
| /g tetraisopropyldisiloxan /&
N0 p

o Ngie
0T 5 DMF, Imidazol & o
oder Pyridin Y/
- o

HO OH 81 %

0]
N H _ _
O-Phenylchlorothio- | /g TrlbL_JtyIzmn-
formiat, DMAP, \( o o hydrid, AIBON,
Acetonitril , 0 Toluol, 80 °C
> Si >
50 % {)\ 95 %
Si—O O_ _s
OPh

Q 0
84 Cy”
O N (0] : /g
\(_/ 0 TBAF in THF - HO N 0]
Si O
b
\%Sﬁo "

HO H

15
14

Abbildung 18: Ubersichtsplan fiir die Umwandlung von Uridin in 2’-Desoxyuridin 15

Der erste Schritt zur Entfernung der 2’-OH-Gruppe bestand in der Schiitzung der 3’- und 5’-
OH-Gruppe mit der zyklischen Silylschutzgruppe. Dazu wurde Uridin mit 1,3-Dichloro-
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1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan versetzt. Die Umsetzung wurde einmal in DMF unter Zusatz
von Imidazol als basischer Katalysator und einmal in Pyridin, welches selbst basisch ist,
durchgefuhrt. Eine dinnschichtchromatographische Verfolgung zeigte, dal grundsétzlich in
beiden Ansdtzen eine Reaktion zu beobachten war. Die Umwandlung in DMF lief aber
langsamer und unter Bildung mehrerer Nebenprodukte ab. Deshalb wurde die Synthese in
Pyridin durchgefuhrt. 3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]uridin 12 konnte
nach sdulenchromatographischer Reinigung in 81 %iger Ausbeute erhalten und mittels
'"H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie charakterisiert werden.

Nach der Einfiihrung der zyklischen Silylschutzgruppe muRite die 2’-Hydroxygruppe in einen
Ester, der gut homolytisch zu spalten war, Gberfthrt werden. Dazu wurde 3’,5’-0-[1,1,3,3-
Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diylJuridin 12 in Acetonitril unter Zusatz des basischen
Katalysators Dimethylaminopyridin mit O-Phenylchlorothioformiat versetzt. Durch diese
Reaktion konnte 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythio-
carbonyluridin 13 nach Aufarbeitung, sdulenchromatographischer Reinigung und Trocknung
in 49,8 %iger Ausbeute synthetisiert und mittels *H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie und

durch Massenspektrometrie charakterisiert werden.

Es folgte die reduktive Entfernung der 2’-Hydroxylfunktion mit Tributylzinnhydrid in
Anwesenheit von a,a-Azobis(2-methyl)propionitril (AIBN) in Toluol in 955 %iger
Ausbeute. Durch *H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie sowie durch Massenspektrometrie
wurde das 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyuridin 14 eindeu-
tig identifiziert.

Der letzte Schritt in dem Desoxygenierungsprozell war, wie Abbildung 18 zeigt, die
Abspaltung der zyklischen Silylschutzgruppe. Hierzu wurde 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetra-isopropyl-
1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyuridin 14 in THF mit einer Tetrabutylammoniumfluorid-
Losung zum 2’-Desoxyuridin 15 umgesetzt. Die Reaktion wurde diinnschicht-chromatogra-
phisch verfolgt und das unaufgereinigte Produkt mit gekauftem 2’-Desoxyuridin verglichen.
Hierbei storten die Tetrabutylammoniumionen. Daher ware ein anderes Abspaltungsreagenz,
dessen lonen die weitere Aufarbeitung nicht behindern, vorteilhafter. Dies wurde im
folgenden ausprobiert. Die Identifizierung des 2’-Desoxyuridins 15 erfolgte zusatzlich tber
den Vergleich der *H-NMR- und **C-NMR-Spektren und durch die Massenspektrometrie
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3.2.2 Protektion der exozyklischen Aminofunktion vor der

Desoxygenierung

Die Desoxygenierung an Uridin zum 2’-Desoxyuridin 15 verlief erfolgreich. Bei dieser
Desoxygenierung waren aber auch keine freien, reaktiven funktionellen Gruppen vorhanden.

Aufgrund der Tatsache, dall die Schutzung der exozyklischen Aminofunktion des
modifizierten Nukleosids vor der Entfernung der Isopropyliden- und der Tritylschutzgruppe
nicht erfolgen konnte, muRte entweder die Desoxygenierung des modifizierten Nukleosids 11
mit der freien exozyklischen Aminofunktion durchgefiihrt werden oder die Aminofunktion
mulite nach der Entfernung der Isopropyliden- und der Tritylschutzgruppe und vor der

Desoxygenierung geschiitzt werden.

Um die verschiedenen Schutzgruppenstrategien auszuprobieren, wurde wieder mit einem

Testmolekil - dem Adenosin - gearbeitet.

Als erstes wurde ausprobiert, die exozyklische Aminofunktion vor der Desoxygenierung zu
schutzen. Daflr hat sich die seit langem verwandte, basenlabile Benzoylschutzgruppe bewahrt
[122.123] ' Bej besonders empfindlichen Verbindungen kann die exozyklische Aminofunktion

[124, 125] qer

auch mit den besonders basenlabilen 4-tert.-Butylphenoxyacetyl-
Phenoxyacetylschutzgruppen protektiert werden. Aufgrund der Tatsache, dal im Verlauf der
gesamten chemischen Synthese des modifizierten Nukleosidtriphosphates 50 oft recht
drastische Reaktionsbedingungen herrschten, wurde hier erst einmal auf die bewéhrte und oft
in der Literatur beschriebene Benzoylschutzgruppe zurtickgegriffen. Fur den Fall, dal die
Entschitzung der exozyklischen Aminofunktion nicht funktioniert hatte, waren die eben

erwéhnten besonders basenlabilen Schutzgruppen zum Einsatz gekommen.

Fur die Benzoylierung standen zwei verschiedene Moglichkeiten zur Verfugung:
e Temporére Schitzung

» Peracylierung / selektive Verseifung

Bei der 1982 von Jones vorgestellten temporéren Schiitzung handelt es sich um eine Ein-
topfreaktion zur Darstellung von N-Benzoylgeschiitzten 2’-Desoxynukleosiden (Abb. 19) .

Die in Pyridin gelésten Desoxynukleoside werden zunéchst mit Trimethylchlorsilan versetzt,
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um die Hydroxylgruppen als Trimethylsilylester zu schiitzen. Das nicht isolierte Produkt wird
danach mit Benzoylchlorid umgesetzt, und abschlieend werden die Trimethylsilylgruppen
durch Hydrolyse entfernt. Auch das als Nebenprodukt entstehende N,N-Dibenzoyl-
desoxyadenosin kann durch Behandlung mit Ammoniak in das gewiinschte monobenzoylierte

Produkt tiberfiihrt werden 1261,

Bei der 1963 von Khorana 2" eingefiihrten und von Narang et al.l*?®! weiterentwickelten
Methode der Peracylierung mit anschlieBender selektiver Verseifung wird das zu schiitzende
Adenosin zunachst mit Benzoylchlorid peracyliert. Die groRere Reaktivitat von Estern
gegenliber S&ureamiden - bedingt durch die groRere Elektronegativitdt von Sauerstoff
gegenuber Stickstoff - und ferner die Stabilisierung von aromatischen Amiden unter diesen
stark basischen Bedingungen wird dann gezielt ausgenutzt, um durch selektive Verseifung der
Esterbindungen und der Hydrolyse der einen N-Acylbindung mit Natronlauge das mono-N-
acylierte Produkt zu erhalten. Dabei ist entscheidend, dal wéhrend der Verseifung der
Esterbindungen und der basischen Hydrolyse der einen Amidbindung des peracylierten
Ausgangsproduktes ein pH-Wert von Uber 12 vorliegt, denn nur dann erfolgt die
Deprotonierung des Amidstickstoffatoms. Erst diese Deprotonierung ermdglicht zusatzlich

zur Amid-Mesomerie eine weitere Stabilisierung der verbleibenen Amidbindung.

Zur Einflihrung der Benzoylschutzgruppe an der exozyklischen Aminofunktion wurden nach
der Methode von Jones die funktionellen Gruppen des Adenosins alle mit Trimethylchlorsilan
geschutzt. AnschlieRend erfolgte dann bei 0 °C die Zugabe von Benzoylchorid im 1,4 fachen
Uberschuf bezogen auf die eine Aminofunktion. Nach Beendigung der Reaktion wurde der

Benzoylchloridiiberschul3 zerstort und die Trimethylsilylschutzgruppen wurden entfernt.
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Abbildung 19: Beim Versuch, die exozyklische Aminofunktion des Probanden Adenosin nach der
Methode der temporaren Schitzung zu protektieren, entstanden mindestens drei Produkte.

Nach Aufarbeitung und Reinigung konnten drei Produkte zu etwa gleichen Teilen isoliert und
durch 'H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie sowie Massenspektrometrie identifiziert
werden. Dabei handelte es sich zum einen um das Edukt. Da aber wahrend der Reaktion
zwischenzeitlich kein Edukt mehr zu sehen war, deutet dies darauf hin, dafl die
Trimethylsilylschutzgruppe auch die Aminofunktion schiitzte und nicht so leicht durch einen
geringen BenzoylchloriduberschuB zu verdrangen war oder, da das gewunschte Produkt
wieder entschitzt wurde. Das andere unerwunschte Produkt war zweifach benzoyliertes
Adenosin 17 . AuBerdem wurde das gewiinschte N°-Benzoyladenosin 16 gefunden. Die
Ausbeute an N°®-Benzoyladenosin 16 kénnte durch Variation der Reaktionsbedingungen
sicherlich noch gesteigert werden und das zurtickgewonnene Edukt kénnte erneut umgesetzt
werden. Insgesamt verlief die Einfuhrung der Schutzgruppe aber nicht erfolgreich, da trotz des
geringen Reagenzlberschusses neben unumgesetztem auch schon mehrfach benzoyliertes
Produkt gebildet wurde.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Einfuhrung der Benzoylschutzgruppe an der exozyklischen
Aminofunktion bestand darin, zun&chst alle funktionellen Gruppen des Adenosins mit
Benzoylchlorid zu schiitzen und dann selektiv die reaktiveren Esterbindungen zu spalten,

wéhrend die unreaktivere Amidbindung bestehen blieb (Abb. 20).
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Abbildung 20: Protektion der exozyklischen Aminofunktion nach der Methode der Peracylierung mit
anschlieBender selektiver Verseifung am Probanden Adenosin

Dazu wurde Adenosin in Pyridin bei 0 °C mit einem UberschuR an Benzoylchlorid pro
reaktiver funktioneller Gruppe versetzt. Durch dinnschichtchromatographische Verfolgung
der Reaktion konnte die Umwandlung gut beobachtet werden. Nach Beendigung der
Umsetzung und der Aufarbeitung wurde das Rohprodukt 18 ungereinigt zur selektiven
Esterspaltung eingesetzt. Hierbei erfolgte die Verseifung der Esterbindungen und die Spaltung
der einen N-Acylbindung des 2’,3’,5°,N° N°-Pentabenzoyladenosins 18, welches in Pyridin
/Ethanol (1:1) gelést worden war, durch Zugabe von Natronlauge unter Eiskihlung bei zu
einem pH-Wert von (ber 12. AnschlieBend wurde die Ldsung durch Zugabe eines
lonenaustauschers neutralisiert und nach der Aufarbeitung konnte das N°-Benzoyladenosin 16
durch Kiristallisation aus Diethylether in 94,6 %iger Ausbeute gewonnen werden. Die
Identifizierung erfolgte durch 'H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie sowie durch
Massenspektrometrie.

Diese zweite Methode der Schutzgruppeneinfiihrung hatte gegenuber der ersten Methode
(Abb. 19) so erhebliche - 94,6 % gegenuber ca. 33 % Ausbeute - Vorteile, dal? die Schiitzung

der exozyklischen Aminofunktion des modifizierten Adenosins nur noch nach der Methode
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der Peracylierung mit anschlieBender selektiver Deacylierung 1! (Abb. 20) durchgefiihrt

wurde.

Die Ubertragung der Peracylierung auf 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11 gelang ohne Probleme.

Benzoylchlorid
Pyridin, 0 °C

NaOH / Ethanol
Pyridin / Ethanol
4°C

_— >

ins. 89 %

HO OH

20

Abbildung 21: Protektion der exozyklischen Aminofunktion des modifizierten Nukleosids nach der
Methode der Peracylierung mit anschlieBender selektiver Verseifung

Das Rohprodukt 19 wurde dann wieder ohne vorherige Reinigung unter Kontrolle des
pH-Wertes und dinnschichtchromatographischer Verfolgung der Reaktion selektiv an den
reaktiveren Esterbindungen und der einen N-Acylgruppe durch Natronlauge bei einem
pH-Wert von tber 12 bei niedriger Temperatur unter Erhalt der einen Amidbindung verseift.
Im Gegensatz zur Synthese von N°-Benzoyladenosin 16 kristallisierte das N°-Benzoyl-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin 20 nach Neutralisation und Aufarbeitung nicht aus. Daher wurde das
Produkt sdulenchromatographisch gereinigt und in 89,2 %iger Ausbeute erhalten. Die
Charakterisierung erfolgte durch H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie sowie durch

Massenspektrometrie.
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3.2.3 Versuch der Desoxygenierung des aminogeschutzten, modifizierten
Nukleosids

Nachdem die Aminofunktion des modifizierten Nukleosids geschitzt war, wurde die

Desoxygenierungsprozedur begonnen 1113 118 119, 121, 129]
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Ho 1,3-Dichloro-1,1,3,3- H\N)J\Ph
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N
O SN DMF, Imidazol | N
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O - TSI
99 % /O
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Si—O OH
HO OH
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formiat, DMAP, \( o \ | )
/ N

Acetonitril
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Abbildung 22: Versuch der Desoxygenierung des aminogeschitzten, modifizierten Nukleosids

Dazu wurden zuerst die 3’- und die 5’- Hydroxylfunktion des N°-Benzoyl-7,9-dideaza-7-
oxoadenosins 20 mit 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan in 98,6 %iger Ausbeute
geschiitzt. AnschlieBend wurde versucht, die noch freie Hydroxylfunktion des N°-Benzoyl-
3’,5’-0-[1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 21  mit
O-Phenylchlorothioformiat zum N°-Benzoyl-3’,5’-0-[1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-disiloxan-
1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 22 umzusetzen. Bei dieser
Reaktion liel} sich aber bei der sdulenchromatographischen Reinigung - entgegen allen

Erwartungen - kein Produkt isolieren.
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Dies konnte keine sterischen Griinde haben, denn die Schutzgruppe an der exozyklischen
Aminofunktion war zu weit entfernt. Daher waren die Grinde flr die nicht stattfindende
Reaktion zwischen der Hydroxylfunktion und dem O-Phenylchlorothioformiat in der
veranderten Anordnung der Elektronen zu suchen. Beim Ubergang von Adenosin zum
geschutzten 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin wurde einmal durch die Schutzgruppe an der
exozyklischen Aminofunktion und zum andern durch die Substitution des Stickstoffatoms
durch das stéarker elektronegative Sauerstoffatom der Elektronenzug auf die 2’-Hydroxyl-
gruppe erhoht. Dadurch wurde die Reaktivitat der 2°-Hydroxylgruppe wahrscheinlich so stark
gesenkt, daB eine Reaktion mit dem nicht besonders starken elektrophilen

O-Phenylchlorothioformiat nicht stattfand.

Die Umsetzung mit O-Phenylchlorothioformiat war auch schon bei der Desoxygenierung des
3’,5’-geschiitzten Uridins (Abb. 18) die Stufe mit der schlechtesten Ausbeute, aber immerhin
lag diese noch bei ca. 50 %. Auch beim Uridin war der Elektronenzug auf die 2’-OH-Gruppe

durch die beiden Ketogruppen in der Base erhoht und daher die Reaktivitat erniedrigt.
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3.2.4 Desoxygenierung von Adenosin

Die Desoxygenierung mit einem an der Aminofunktion geschiitzten, modifizierten Nukleosid
20 war - wie oben diskutiert wurde - mit Schwierigkeiten verbunden. Daher wurde, der
Strategie folgend, nun versucht, die Desoxygenierung mit der freien exozyklischen Amino-
funktion - entsprechend Abb. 23 - durchzufuhren und anschlieend die Benzoylschutzgruppe
einzufiihren. Auch an dieser Stelle wurde wieder mit einem Probanden - dem Adenosin -

gearbeitet, um erst einmal die Reaktionsbedingungen auszutesten 3 118 119,121, 129]
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Abbildung 23: Ubersicht zur Desoxygenierung von Adenosin
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3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diylJadenosin 23 wurde im ersten Schritt
des Desoxygenierungprozesses aus Adenosin und 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-di-
siloxan in 96,3 %iger Ausbeute hergestellt. Es folgte der kritische Schritt der vorange-
gangenen Desoxygenierung des an der exozyklischen Aminofunktion geschiitzten, modifi-
zierten Nukleosid. Die Umsetzung der 2’-Hydroxylfunktion mit O-Phenychloro-thioformiat
zum 3°,5-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythio-carbonylade-
nosin 24 gelang aber in 81,3 %iger Ausbeute. Die gegentiber der Umsetzung des 3’,5’- und an
der Aminofunktion- geschiitzten, modifizierten Nukleosids und des 3’,5’-geschutzten Uridins
gesteigerte Ausbeute liel sich - wie oben schon erwéhnt - durch die gréRere Elektronendichte
an der 2’-Hydroxylgruppe beim 3’,5’-geschutzten Adenosin erklaren. Das gewiinschte Pro-
dukt konnte auch eindeutig durch *H-NMR- und *C-NMR-Spektroskopie sowie durch Mas-
senspektrometrie nachgewiesen werden. Die befiirchtete Mehrfacheinfiihrung der Phenoxy-
thiocarbonylgruppe an der exozyklischen Aminofunktion blieb aus. Dies ist ein weiterer Be-

weis fur die recht geringe Elektrophilie des O-Phenylchlorothioformiates.

AnschlieBend wurde 3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxy-
thiocarbonyladenosin 24 in Toluol unter Einwirkung von a,a‘-Azobis(2-methyl)propionitril
mit Tributylzinnhydrid durch Kochen unter Rickfluf3 in das 3’,5’-0O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-
1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyadenosin 25 Uberflihrt. Nach der sdulenchromatographischen
Reinigung wurde das Produkt in 92,5 %iger Ausbeute erhalten. Die Charakterisierung erfolg-

te durch *H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie sowie durch Massenspektrometrie.

Fur die Darstellung des 2’-Desoxyadenosins 26 aus 3’,5°-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-di-
siloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyadenosin 25 wurden - wie in Abbildung 23 dargestellt - zwei ver-
schiedene Mdoglichkeiten, die zyklische Silylschutzgruppe zu entfernen, miteinander ver-
glichen. Bei der ersten Methode wurde, wie bei der Synthese des 2’-Desoxyuridins 15 , das
3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyadenosin 25 in THF mit
einer Tetrabutylammoniumfluorid-Losung versetzt und bei Raumtemperatur gerihrt %3, zur
Aufarbeitung wurde der Ansatz aufgeteilt. Ein Teil wurde ohne weitere Reinigungsschritte
eingeengt. Zum zweiten Teil wurde festes Natriumcarbonat zur Neutralisation hinzugefligt,
dieses wurde wieder abfiltriert und die Lésung wurde eingeengt. Bei beiden Teilansétzen
storten die groRen Tetrabutylammoniumionen die ldentifizierung und Isolierung des Produk-

tes, da sie sdaulenchromatographisch kaum von 2’-Desoxyadenosin 26 getrennt werden
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konnten.

Bei der zweiten Methode wurde das 3’,5°-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-
2’-desoxyadenosin 25 in THF gelost und mit Kaliumfluorid, dem Kronenether 18-Krone-6
und ein wenig Wasser bei Raumtemperatur geriihrt % Nach beendeter Reaktion wurde der
Feststoff abfiltriert, gewaschen und das Eluat wurde eingeengt. Bei dieser Entschiitzung traten
keine storenden groRen lonen auf, die in ihrem Laufverhalten dem 2’-Desoxyadenosin 26
ghnelten. Daher lieR sich auf diese Weise das Produkt leicht isolieren und durch *H-NMR-
und '*C-NMR-Spektroskopie sowie durch Massenspektrometrie identifizieren. Die
Desoxygenierung an Adenosin gelang damit ohne Probleme, obwohl mit der exozyklischen

Aminofunktion eine reaktive Gruppe wahrend der Reaktionen ungeschitzt vorlag.

3.2.5 Versuch der Protektion der exozyklischen Aminofunktion wahrend

der Desoxygenierung

Eine Schitzung der Aminofunktion mit Benzoylchlorid war, wie anhand der Desoxygenierung
von ungeschitztem Adenosin bewiesen wurde, vor der Entfernung der 2’-Hydroxylfunktion
nicht notwendig. Trotzdem waére es sinnvoll gewesen, die Aminofunktion auf einer Stufe zu
protektieren, auf der die anderen reaktiven Gruppen sowieso geschitzt waren. Dies wirde
Reaktionsschritte einsparen und damit Verluste bei der Reaktion und Aufreinigung
verhindern. Deshalb  wurde versucht, die Benzoylschutzgruppe wahrend des
Desoxygenierungsprozesses einzufuhren. Diese Versuche wurden wieder mit einem
Probemolekil - dem entsprechend geschiitzten Adenosin - durchgefihrt (Abb. 24 und 25). Der
kritische Schritt in der Desoxygenierungsprozedur des aminogeschitzten Nukleosids lag bei
der Umsetzung der 2’-OH-Gruppe mit O-Phenylchlorothioformiat. Daher erschien es sinnvoll,
die Aminofunktion nach dieser Reaktion namlich auf der Stufe des 3°,5’-O-[1,1,3,3-

Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyladenosins 24 zu schitzen.
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Abbildung 24: Erster Versuch, die exozyklische Aminofunktion
wahrend der Desoxygenierung zu schitzen

Bei der dunnschichtchromatographischen Verfolgung eines Testansatzes, bei dem 3’,5’-O-
[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyladenosin 24 in
Pyridin unter Kithlung mit frisch destilliertem Benzoylchlorid versetzt wurde °®), konnte aber
nicht die Bildung einer unpolareren Verbindung, welche dem N°-Benzoyl-3’,5’-0-[1,1,3,3-
tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyladenosin 27  entsprochen
hatte, beobachtet werden. Stattdessen entstand eine polarere Verbindung, die im
dunnschichtchromatographischen Vergleich eher dem 3’,5’-O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-
disiloxan-1,3-diyl]adenosin 23 entsprach. Beim Versuch, die Aminofunktion zu schitzen,
wurde wahrscheinlich die Phenoxythiocarbonylgruppe wieder abgespalten. Dies kénnte durch

eine Hydrolyse mittels des stark sauren Pyridiniumhydrochlorids stattgefunden haben.
Eine weitere Mdoglichkeit, die Aminofunktion wahrend der Desoxygenierungsprozedur zu

schutzen, war auf der Stufe des 3’,5’-O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-

desoxyadenosins 25 gegeben.
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Abbildung 25: Zweiter Versuch zur Protektion der exozyklischen Aminofunktion wéhrend der
Desoxygenierung

Bei der Versetzung von 3’,5’-0O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-
desoxyadenosin 25 mit Benzoeséureanhydrid und anschlieBendem Kochen des Ansatzes unter
RickfluB trat jedoch kaum Umsetzung zu 28 ein. Auch die Zugabe von Benzoylchlorid unter
Eiskliihlung konnte die Ausbeute nicht verbessern, sondern es trat eine Zersetzung ein.
Insgesamt erwies sich die Einfuhrung der Benzoylschutzgruppe wéhrend der Desoxy-
genierung als problematisch. Bei diesen nur in sehr kleinem Malstab zur diinnschichtch-
romatographischen Verfolgung durchgefiihren Reaktionen wurde jeweils mit einem grof3en
UberschuB an Benzoylchlorid gearbeitet. Dies konnte zur Entstehung eines groRen
Pyridinuimhydrochlorid-Uberschusses gefiihrt haben, der aufgrund seiner stark sauren
Eigenschaften die Hydrolyse beginstigt haben konnte. Eine Variation der Reaktions-
bedingungen bzw. eine mal3stabsgetreue Versuchsdurchfiihrung kénnten daher vielleicht die
Einfihrung der Schutzgruppe an der exozyklischen Aminofunktion wahrend der
Desoxygenierung bewirken. Da jedoch die exozyklische Aminofunktion nach der Methode
der Peracylierung mit anschlieRender selektiver Verseifung auch nach AbschluR der
Desoxygenierung in guten Ausbeuten selektiv geschiitzt werden konnte, wurde die Einflihrung

der Schutzgruppe wahrend der Desoxygenierung nicht weiter verfolgt.
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3.2.6 Desoxygenierung des modifizierten Nukleosids

Die Durchfuhrung der Desoxygenierung mit dem Probanden Adenosin zeigte, dafll die
Entfernung der 2°-OH-Gruppe ohne vorheriges Schiitzen der exozyklischen Aminofunktion
gelang, die Einfuhrung einer Schutzgruppe flr die exozyklische Aminofunktion wahrend der
Desoxygenierung aber nicht erfolgreich verlief. Daher mufte die Schutzung nach Abschlul}
der Desoxygenierung erfolgen. Nachdem diese Erkenntnisse vorlagen, wurde die Desoxy-

genierung im folgenden an 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11 durchgefiihrt (113 118119, 121, 129]

NH, 1,3-Dichloro-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxan
(@) N
\ | ) DMF, Imidazol
HO N/ oder Pyridin
0 .
85 %
HO OH

11 29

O-Phenylchlorothio- Tributylzinn-
formiat, DMAP, hydrid, AIBN,
Acetonitril - Toluol, 80 °C
67 % 89 %
OPh
30
NH>
O N NH,
\( o \ P KF / 18-Krone-6 o | SN
Y o N in THF \ )
O 85 %
Si—O H
HO H
31 32

Abbildung 26: Ubersichtsplan fiir die Desoxygenierung von 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11
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Der erste Schritt, die Einfiihrung der zyklischen Silylschutzgruppe, erfolgte durch Umsetzung
von in Pyridin suspendiertem 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11 mit 1,3-Dichloro-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxan. Nach Aufarbeitung, sdaulenchromatographischer Reinigung und
Trocknung  wurde 3°,5’-0O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin 29 in 85 %iger Ausbeute erhalten und mittels *H-NMR- und *C-NMR-
Spektroskopie sowie Massenspektrometrie identifiziert.

Nachdem die 3’- und die 5’-Hydroxylfunktion geschitzt worden waren, wurde die 2’-OH-
Gruppe des 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-dideaza-7-oxoadeno-
sins 29 mit O-Phenylchlorothioformiat zum 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-
diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 30 in 67,2 %iger Ausbeute
umgesetzt. Auch langere Reaktionszeiten und groRere Reagenziiberschiisse konnten diese
Ausbeute nicht in die N&he der 80 % bringen, bei welcher sie beim Adenosin lag. Allerdings
war die Ausbeute deutlich hoher als bei der Umsetzung des entsprechenden Uridinderivats.
Diese Beobachtung war im Einklang mit den bei der Desoxygenierung des aminogeschutzten,
modifizierten Nukleosids diskutierten Elektronenverteilung innerhalb des Heterozyklus. Wie
dort schon erwahnt, fuhrt die Substitution des N-7 durch ein Sauerstoffatom zu einem
strkeren Elektronenzug von der 2’-Hydroxygruppe weg und damit zu einer geringeren
Reaktivitat dieser Gruppe. Im Gegensatz zum aminogeschiitzten, modifizierten Nukleosid ist
hier aber aufgrund der nicht vorhandenen Aminoschutzgruppe der Elektronenzug nicht ganz

so stark, sodal} wie beim 3’,5’-geschitzten Uridin eine Reaktion eintreten konnte.

Im folgenden wurde die 2’-O-Phenoxythiocarbonylgruppe des 3°,5’-O-[1,1,3,3-Tetra-
isopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 30
in Anwesenheit des Radikalstarters a,a*-Azobis(2-methyl)propionitril in Toluol mittels
Tributlyzinnhydrid in 89 %iger Ausbeute reduktiv entfernt. Die ldentifizierung des 3’,5’-O-
[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 31 er-
folgte durch *H-NMR- und *C-NMR-Spektroskopie sowie mittels Massenspektrometrie.

Im letzten Schritt wurde die zyklische Silylschutzgruppe des 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-
1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 31 durch Umsetzung mit
Kaliumfluorid, Kronenether und Wasser in THF entfernt '°!. Das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin 32 wurde in 85,5 %iger Ausbeute hergestellt und mittels *H-NMR-, *C-NMR-

Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert.
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3.3 Schutzgruppeneinfuhrung in Hinblick auf die Triphosphatsynthese

Nachdem das modifizierte 2’-Desoxynukleosid 32 hergestellt worden war, sah die weitere
Synthesestrategie jetzt die Einfuhrung der Schutzgruppen in Hinblick auf die
Triphosphatsynthese vor.

Dafiir standen, wie Abbildung 27 zeigt, wieder zwei Wege zur Verfugung:
» temporére Schiitzung

» Peracylierung / selektive Verseifung

Bei der einen Synthese wurde nach dem Prinzip der temporéren Schiitzung von Jones ™2 in
einer Eintopfreaktion zuerst die 5’-Hydroxylfunktion des 2’-Desoxynukleosids mit
4,4’-Dimethoxytritylchlorid, anschlielend die restlichen OH-Gruppen mit Trimethyl-

silylchlorid und dann die exozyklische Aminofunktion mit Benzoylchlorid geschitzt.

Auf dem anderen Weg - der Peracylierung mit anschlieender selektiver Verseifung nach

(1281 _ \wurden zuerst alle funktionellen

Khorana %! und der Weiterentwicklung von Narang
Gruppen des 2’-Desoxynukleosids benzoyliert und anschlieffend die Esterbindungen selektiv
verseift, wahrend die Amidbindung bestehen blieb. Dann wurde die 5’-OH-Gruppe mit
4,4’-Dimethoxytritylchlorid geschitzt. AbschlieBend erfolgte auf beiden Wegen die Um-
setzung der 3’-OH-Gruppe mit Methoxyessigsdureanhydrid und die Entfernung der
4,4’-Dimethoxytritylschutzgruppe 7). Als Proband, um auszutesten, welcher Weg besser

funktionierte, diente wieder 2’-Desoxyadenosin 26 .
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Abbildung 27: Gegeniberstellung der beiden Darstellungswege von

N®-Benzoyl-3’-O-

methoxyacetyl-2’-desoxyadenosin. Der linke Weg zeigt die Schiitzung der reaktiven Gruppen nach
der Methode der Peracylierung mit anschlieBender selektiver Verseifung. Rechts ist die Protektion der

funktionellen Gruppen nach dem Verfahren der temporaren Schiitzung abgebildet.
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Im ersten Schritt der tempordren Schitzung %%

wurde in Pyridin suspendiertes
2’-Desoxyadenosin 26 in Anwesenheit von Dimethylaminopyridin mit 4,4’-Dimethoxy-
tritylchlorid versetzt, um selektiv die primare 5’-OH-Gruppe zu protektieren (Abb. 28). Als
Nebenprodukt dieser Umsetzung entstand dabei sicherlich auch an der exozyklischen
Aminofunktion geschutztes 2’-Desoxyadenosin. Diese unerwinschte Nebenreaktion fiihrte
zwar zu Ausbeuteverlusten, aber storte den weiteren Syntheseablauf nicht. Daher wurde das
Rohprodukt des 5’-O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-2’-desoxyadenosins 33  gleich weiter zur
Benzoylierung eingesetzt. Dazu wurden zuerst alle funktionellen Gruppen mit Trimethyl-
chlorsilan blockiert und dann die Aminofunktion durch Benzoylchlorid selektiv geschutzt.
Danach wurde Uberschussiges Benzoylchlorid zerstort und die Hydroxylfunktionen wurden

wieder entschiitzt.

NH NH,
</N | \)N DMTICI/ DMAP ¢ | \)N 53 Bort, Ilchlorid
HO— 5 N>\ Tni?]t?;lﬁglilnn DMTr—0— NS\ 3) Ammo¥1iak
—%—7 —w ins. 67 %
HO H HO H
26 33
0 o}

2) 80 %ige Essigsaure

A e
Ne X 1) Methoxyessigséure- NS
</ r\)’\l anhydrid in Pyridin </ r\)
DMTr—0— N" N\ HO— NN

56 %

HO H H3C\O/\n/o H
(o]
4 36
Ethylacetat
o} + DCC 0 0
0. B —— 0. (O
2 HC” \)I\OH -DHU HaC” \)l\o)j\/ CHs
35

Abbildung 28: oben Darstellung des N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxyadenosins 36 nach
dem Verfahren der tempordren Schitzung .
unten Darstellung von Methoxyessigsaureanhydrid 35
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Nach der saulenchromatographischen Reinigung konnte das N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-
dimethoxytrityl)-2’-desoxyadenosin 34 in 67,2 %iger Ausbeute bezogen auf das 2’-Desoxy-
adenosin 26 erhalten werden. Die Identifizierung des Produktes gelang mittels *H-NMR,

13C-NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie.

Das zum Schutz der 3’-OH-Gruppe benétigte Methoxyessigsaureanhydrid 35 wurde aus
Methoxyessigsdure unter Einwirkung von Dicyclohexylcarbodiimid hergestellt und zur
Reinigung im Olpumpenvakuum destilliert ®"). Den Beweis der gegliickten Synthese lieferte

ein Vergleich der IR-Spektren und der Siedepunkte.

Mit dem frisch hergestellten Methoxyessigsaureanhydrid 35 wurde die 3’-Hydroxylfunktion
des N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxyadenosins 34 verestert. Nach Abschlufd
der Umsetzung wurde die 4,4’-Dimethoxytritylschutzgruppe mit Essigsdure entfernt. Das so
in 56 %iger Ausbeute erhaltene N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxyadenosin 36 wurde
mit Hilfe von *H-NMR-, 2*C-NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie identifiziert.

Dieser uber zwei Eintopfreaktionen verlaufende Syntheseweg war erfolgreich. Daher wurde,
wie die nachfolgende Abbildung zeigt, versucht, 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 auf

diesem Wege zu schiitzen 7 1261,
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Abbildung 29: oben Ubertragung des Verfahrens der temporéren
Schutzung auf das modifizierte 2’-Desoxynukleosid
unten Darstellung von Methoxyessigsaureanhydrid

Zur Synthese von 5’-0O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 37
wurde 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 in Pyridin mit 4,4’-Dimethoxytritylchlorid
versetzt. Das Rohprodukt wurde dann weiter mit Trimethylchlorsilan umgesetzt, um alle
reaktiven Gruppen zu schitzen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Benzoylchlorid und die
Entschiitzung der Hydroxylgruppen. Das N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxy-
7,9-dideaza-7-oxoadenosin 38 konnte in 10,3 %iger Ausbeute dargestellt werden. Eine

Charakterisierung erfolgte massenspektrometrisch und mittels *H-NMR-Spektroskopie.
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Die Umsetzung der 3’-Hydroxylfunktion mit Methoxyessigsaureanhydrid 35 und die
Entfernung der Dimethoxytritylschutzgruppe konnten diinnschichtchromatographisch verfolgt
werden. Aufgrund der geringen Substanzmenge wurde auf die Reinigung verzichtet.

Im Vergleich zum 2’-Desoxyadenosin 26 verlief die Einfuhrung und die Entfernung der
Schutzgruppen am 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 nicht so erfolgreich. Wahrend
das N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxyadenosin 34 in 67,2 %iger Ausbeute
hergestellt werden konnte, gelang die Darstellung des N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxy-
trityl)-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 38 nur zu 10,3 %. Ein so geringer Umsatz vor
Abspaltung der 4,4’-Dimethoxytritylschutzgruppe war in Hinblick auf die im Syntheseplan
noch folgenden Stufen und die Schwierigkeit, groRere Mengen des Eduktes zu produzieren,

nicht tragbar.

Abgesehen davon, daR sich die beiden 2’-Desoxynukleoside in ihrer Reaktivitdt unter-
schieden, war bei der Synthese mit dem modifizierten 2-Desoxynukleosid im kleineren
MaRstab gearbeitet worden. Hier traten die Verluste bei der Aufarbeitung und durch Neben-
reaktionen besonders zutage. AuRerdem wurde bei der Benzoylierung der exozyklischen
Aminofunktion nach dem Verfahren von Jones %! am Probanden Adenosin gezeigt, daf
Trimethylsilylchlorid wahrscheinlich nicht nur die Hydroxylfunktionen, sondern auch die
Aminofunktion blockiert und zugesetztes Benzoylchlorid dieses nicht vollstandig verdrangen
konnte. Zusétzlich entstand bei dieser Reaktion trotz eines geringen Benzoyllberschusses
auch zweifach benzoyliertes Produkt. Diese Benzoylierung zeigte die vielen mdglichen
Fehlerquellen bei der Darstellung eines N°-Benzoyl-5’-O-dimethoxy-2’-desoxynukleosids
tiber den von Jones [*?%! vorgeschlagenen Weg auf. Eine weitere Fehlerquelle lag bei der der
Benzoylierung vorgeschalteten Dimethoxytritylierung selbst. Dimethoxytritylchlorid schitzt
zwar selektiv primare Hydroxylfunktionen, aber bei dem verwendeten UberschuB wiére

sicherlich auch die Reaktion mit der primaren exozyklischen Aminofunktion denkbar.

Die Ausbeuten bei der temporaren Schiitzung nach Jones [®! waren unbefriedigend, daher
wurde der alternative Reaktionsweg, bei dem all die eben erwahnen Fehlerquellen umgangen
wurden, eingeschlagen. Die Perbenzoylierung mit anschliellender selektiver Verseifung der
Esterbindungen unter Erhalt der Amidbindung wurde an 2’-Desoxyadenosin 26 getestet 2
128] (Abb. 30). Diese Vorgehensweise war schon auf der Stufe der Ribonukleoside an

Adenosin und 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11 erfolgreich ausprobiert worden.
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Abbildung 30: Protektion der exozyklischen Aminofunktion von 2’-Desoxyadenosin
nach dem Verfahren der Peracylierung mit anschlieBender selektiver Verseifung

Zur Synthese von 3’,5°,N® N°®-Tetrabenzoyl-2’-desoxyadenosin 40 wurde 2’-Desoxyadenosin
26 unter Eiskihlung in Pyridin mit Benzoylchlorid versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde das
Rohprodukt ohne Reinigung weiter umgesetzt. Die Verseifung der Esterbindungen und der
zweiten N-Acylgruppe wurde durch Zugabe von Natronlauge unter Eiskiihlung erreicht. Das
N®-Benzoyl-2’-desoxyadenosin 41 konnte durch Kristallisation aus Ethanol in 77,8 %iger
Ausbeute - bezogen auf das 2’-Desoxyadenosin 26 - erhalten werden.

Die Identifizierung erfolgte durch H-NMR-, **C-NMR-Spektroskopie und mit Hilfe von

Massenspektrometrie.

Nachdem die Perbenzoylierung und Verseifung an 2’-Desoxyadenosin 26 erfolgreich getestet

 [127, 128]

worden waren, wurde das Konzep - wie in Abbildung 31 dargestellt - auf 2’-Desoxy-

7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 Ubertragen.
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Abbildung 31: Darstellung von  NP®-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin 39 , wobei die exozyklische Aminofunktion nach dem Verfahren der Peracylierung mit
anschlieRender selektiver Verseifung eingefuhrt wird

Dazu wurde das modifizierte 2’-Desoxynukleosid 32 in Pyridin gelost und unter Eiskiihlung
mit einem UberschuR an frisch destilliertem Benzoylchlorid pro zu schiitzender Gruppe
versetzt. Das nach der Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt 42 wurde ohne Reinigung zur
selektiven Verseifung mit Natronlauge unter Eisklhlung eingesetzt. Wie schon bei der
Synthese des an der Aminofunktion geschutzten Ribonukleosids Kkristallisierte das
modifizierte Nukleosid wieder nicht aus. Daher wurde das N°-Benzoyl-2’-desoxy-7,9-
dideaza-7-oxo-adenosinrohprodukt 43 eingeengt und an der Olpumpe getrocknet. Die

Charakterisierung erfolgte mittels *H-NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie.
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Das N°-Benzoyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosinrohprodukt 43 wurde nach langerem
Trocknen an der Olpumpe in Pyridin gelést und mit 4,4’-Dimethoxytritylchlorid versetzt
(Abb. 31). Die Darstellung von N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxy-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin 38 , welches mittels *H-NMR-Spektroskopie und Massenspektro-
metrie identifiziert wurde, gelang in knapp 40 %iger Ausbeute bezogen auf das 2’-Desoxy-
7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 . Das Ergebnis des alternativen Reaktionsweges (Abb. 31) war
damit viel besser als das des ersten Syntheseweges (10,3 % Ausbeute, Abb. 29).

AnschlieBend wurde die 3’-OH-Gruppe des N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-des-
oxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 38 mit Methoxyessigsaureanhydrid 35 verestert und dann die
5°-OH-Gruppe mittels Essigsaure entschiitzt ®”. Nach saulenchromatographischer Reini-gung
wurde das N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 39 in 67,7
%iger Ausbeute erhalten und *H-NMR-spektroskopisch und massenspektrometrisch
charakterisiert.

Das so geschiitzte modifizierte 2’-Desoxynukleosid 39 konnte nun der Synthesestrategie

folgend zur Triphosphatsynthese eingesetzt werden.
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3.4 Triphosphatsynthese

Fur die Darstellung von Triphosphaten wurde das Reagenz Bis(tri-n-butylammonium)pyro-
phosphat 44 bendtigt. Dieses wurde hergestellt, indem Tetranatriumdiphosphat-decahydrat,
welches in Wasser geldst worden war, {ber eine mit lonenaustauscher in der H*-Form
beladene S&ule gegeben und das Eluat in einer tri-n-butylaminhaltigen Ethanollésung aufge-

fangen wurde.

Dowex 50WX8 Tri-n-butylamin
H" -Form Ethanol /4 °C Bis(tri-n-butylammonium)-
NasP207 > H4P207 > pyrophosphat
44
Abbildung 32

Nach der Trocknung des Reagenzes 44 an der Olpumpe wurde dieses in DMF aufgenommen

und bei -20 °C unter Argon kurzfristig gelagert %!,

Die Uberfilhrung von Nukleosiden und analogen Verbindungen in die entsprechenden
5’-Triphosphate ist heute eine gangige Prozedur.

Das ungeschutzte 2’-Desoxynukleosid wird auch in der neueren Literatur meistens nach
Yoshikawa ™" mit Phosphorylchlorid in Triethylphosphat bei tiefen Temperaturen in das
Monophosphat umgewandelt. Dies wird dann nach Hoard und Ott '3 mittels Tri-n-butyl-
ammoniumpyrophosphat 44 zum 5’-Triphosphat umgesetzt. Die damals bei diesen Synthesen
beschriebenen Ausbeuten von 70 - 100 % bei beiden Reaktionsschritten erschienen angesichts
der vielen freien reaktiven Gruppen und der daher erwarteten grof3en Zahl an Nebenprodukten
ziemlich hoch. Neuere Ergebnisse haben das Bild etwas relativiert. Bei der Uberfithrung von
8,2-Thioanhydroadenosin in das 5’-Triphosphat erzielten Tusa und Reed "*¥! in Anlehnung an
Yoshikawa Y und Hoard/Ott %2 nur eine Ausbeute von 15 %. Sogenannte fette
Nukleoside, die einen Siebenring anstelle des Sechsrings im Purinringsystem tragen, wurden
von Bretner et al.®®*! zu 17,5 % in das entsprechende 5’-Triphosphat tiberfiihrt. Seela !
gelang die Darstellung von 7-Deaza-2’-desoxyadenosin-5’-O-triphosphat in 50 %iger
Ausbeute. Insgesamt schwanken die Ausbeuten bei diesem Syntheseweg zwischen 8 und 50
%.
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1985 wurde von Whitesides *® eine Methode zur Synthese von 2’-Desoxyadenosin-5’-O-
triphosphat beschrieben. Hierbei wird das Monophosphat enzymatisch mit Hilfe von
Adenylatkinase und dATP in das Triphosphat Uberfuhrt. Dieser Ansatz kam fiir die Synthese
des modifizierten Triphosphates nicht in Frage, da das synthetisierte Triphosphat in Hinblick

auf eindeutige biochemische Experimente auf keinen Fall mit dATP verunreinigt sein durfte.

Nukleosidtriphosphate kénnen auRerdem hergestellt werden, indem das an der 5’-OH-Gruppe
ungeschitzte, ansonsten vollstdndig geschitzte Nukleosid mit einem monofunktionalen

Triphosphat zur Reaktion gebracht wird [*¢],

Ein weiterer oft verwandter Weg Triphosphate herzustellen, ist die 1989 von Ludwig und
Eckstein veroffentlichte Methode (ber ein - bis auf an der 5’-Hydroxylgruppe - vollstandig
geschiitztes 2’-Desoxynukleosid ™). Dabei wird das 3’- und N-geschiitzte 2’-Desoxy-
nukleosid mit 2-Chlor-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on %8 bei Raumtemperatur zum
Monophosphit umgesetzt, welches dann in situ mit Tri-n-butylammoniumpyrophosphat 44
zum P?P3-dioxa-P*-5’-nukleosidylcyclotriphosphit weiterreagiert. AnschlieBend wird das
Phosphit zum Phosphat oxidiert. Fir diese Triphosphatsynthese wurden von Eckstein und
Ludwig Ausbeuten im Bereich von 60 - 75 % beschrieben, und die Darstellung von Thiotri-
phosphaten gelang sogar in Ausbeuten bis zu 86 % **!. Dahingegen lagen die Ausbeuten bei
den Synthesen von 5’-(a-P-Borano)triphosphaten nach dieser Methode nur zwischen 7 - 52 %

(1401 Benner gelang 1999 die Herstellung eines C-nukleosidischen Triphosphates, des

[142] stellten nach der Methode

Pseudothymidins, in 14 %iger Ausbeute *** und Trevisiol et al.
von Ludwig und Eckstein an der exozyklischen Aminofunktion modifizierte 5’-Triphosphate

in 25 %iger Ausbeute her.

Matulic-Adamic et al.**¥! stellten fest, daB viele Triphosphate, deren Synthese mit POCI; und
dem Pyrophosphatreagenz 44 nach Yoshikawa ™Y und Hoard/Ott **% nicht gelang, mit der

Methode nach Ludwig und Eckstein ™*" hergestellt werden konnten.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Triphosphatsynthesen untersucht: Einmal nach

Yoshikawa **3 und Hoard / Ott **3 ( Abb. 34) und dann der Syntheseweg nach Ludwig und
Eckstein **"! (Abb. 33 und 35).
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3.4.1 Triphosphatsynthese mit geschitztem 2’-Desoxyadenosin

Die Reaktionsbedingungen der Triphosphatsynthese nach Ludwig und Eckstein %71 wurden
wieder an einem Probanden - dem N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxyadenosin 36 -
ausgetestet.

5, i
H\N Ph 0 H\N)I\Ph

N B N N N X

</| N (0] Cl o </| N

HO N ) Dioxan / Pyridin ||D—o N )

H3Co O H H3C O H
e oY
6} O
36 45
X
H<
N Ph
O N
Bis(tri-n-butylammonium)- O </ | >N
pyrophosphat / DMF / \ )
; . (0] p—0O N N
Tri-n-butylamin \P—O/ 1)
o="
O_
H O H
0]
46
NH»
N S
N
9 S < ] P
1) lod / Wasser / Pyridin O0—P—0—P—0—P—0 N N
2) Ammoniak (I) (5_ (I)_ o
HO H
47

Abbildung 33: Triphosphatsynthese am Probanden N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-
adenosin 36 nach der Methode von Ludwig und Eckstein

Zur Vorbereitung wurde das geschitzte 2’-Desoxynukleosid 36 zuerst mit Pyridin an der
Olpumpe lyophilisiert und dann (iber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet. Fiir die
Reaktion wurde das gut getrocknete Nukleosid in Pyridin/Dioxan geldst und mit einem knapp

6 fachen UberschuR an 2-Chlor-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on versetzt. Dieses
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Phosphorinreagenz ist zwar genauso wie Phosphorychlorid in der Lage, drei nukleophile
Substitutionen einzugehen, aber aufgrund der reaktiveren Phosphor-Chlor-Bindung gegenuber
den Phosphor-Sauerstoff-Bindungen findet zuerst nur selektiv die Reaktion mit der 5’-OH-
Gruppe zum bifunktionellen nukleosidischen Phosphit statt. Dank der insgesamt geringeren
Reaktivitdt und der beiden unterschiedlichen Bindungstypen stellt das Phosphorin-reagenz
damit gegenuber dem Phosphorylchlorid eine Verbesserung zur Synthese von
Monophosphaten dar. Im nachsten Schritt erfolgte die schnelle Zugabe einer Losung aus dem
Pyrophosphatreagenz 44 und Tri-n-butylamin. Das bifunktionelle nukleosidische Phosphit
reagierte dann in zwei nukleophilen Substitutionsreaktionen mit dem Pyrophosphat zum
P2 P3-Dioxo-P-5’-nukleosidylcyclotriphosphit. AnschlieRend wurde das Phosphit mit Jod
zum Phosphat oxidiert und im folgenden der JodiberschuR mit Natriumhydrogensulfit
zerstort. Nachdem die LOsung zur Trockne eingeengt und der zyklische Phosphatring durch
Rihren in Wasser zum Triphosphat getffnet worden war, wurde die exozyklische
Aminofunktion freigesetzt, und das triphosphathaltige Rohprodukt 47 wurde durch
lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel mittels TEAB-Puffer gereinigt. Die
vollstdndige Entschitzung der Aminofunktion gelang erst nach der lonenaustausch-
chromatographie durch mehrstiindiges Rihren der Losung mit Ammoniak bei 60 °C. Eine
Behandlung des Rohproduktes mit Ammoniak bei Raumtemperatur fuhrte nur zu einer
teilweisen Abspaltung der Schutzgruppe, wie sowohl diinnschichtchromatographisch als auch

bei der UV-Detektion der Aufreinigung nachgewiesen werden konnte.

Zur Uberpriifung der Synthese wurde das erhaltene 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat 47
dinnschichtchromatographisch in einem Laufmittelgemisch aus Isopropanol/Wasser/ Am-
moniak (3:1:1) mit gekauftem 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat verglichen und zusatzlich
in einer PCR anstelle des gekauften Triphosphates eingesetzt. Da die PCR mit dem selbst
hergestellten Triphosphat einwandfrei funktionierte und das Laufverhalten des selbst
synthetisierten Triphosphates 47 dem des gekauften 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphates
entsprach, wurde die Umsetzung als erfolgreich betrachtet. AulRerdem erfolgte die
Charakterisierung mittels *H-NMR-, *C-NMR- und *'P-NMR-Spektroskopie.
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3.4.2 Triphosphatsynthese mit ungeschitztem 2’-Desoxyadenosin

Die Einfuhrung der vielen Schutzgruppen fiir die oben beschriebene Synthese war recht
zeitaufwendig und durch die vielen Schritte ging auch Produkt verloren. Daher wurde

versucht, das 5’-Triphosphat an ungeschiitztem 2’-Desoxyadenosin 26 einzufiihren 3% 132

1) Triethylphosphat
NHp Phosphorylchlorid
N A -20°C |
</ | N 2) Bis(tri-n-butylammonium)-
HO N N) py_rophosphat / DMF /
0 Tri-n-butylamin ) )
o viele phosphorylierte
Produkte
HO H
26

Abbildung 34: Triphosphatsynthese nach Yoshikawa und
Hoard/Ott am Probanden 2’-Desoxyadenosin

Hierzu wurde durch Lyophilisation und Uber Phosphorpentoxid getrocknetes
2’-Desoxyadenosin 26 in Triethylphosphat geldst und bei - 20 °C mit einem 1,6 fachen
Uberschuf® an Phosphorylchlorid versetzt. AnschlieRend wurden zu der Mixtur das schon
oben beschriebene Pyrophosphatreagenz 44 , Tributylamin und wenig spéter etwas TEAB-

Puffer hinzugefugt.
Eine dunnschichtchromatographische Kontrolle der Reaktion zeigte sehr viele Produkte an.
Bei der trotzdem durchgefuhrten lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel mit

TEAB-Puffer konnte kein 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat 47 isoliert werden.

Ein Vergleich der beiden Triphosphatsynthesen zeigt, da ohne die aufwendige Schutz-

gruppeneinfihrung keine geordnete Triphosphatsynthese méglich war.
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3.4.3  Triphosphatsynthese mit dem geschitzten

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin

Die erfolgreich an 2’-Desoxyadenosin getestete Triphosphatsynthese nach Ludwig und
Eckstein ™" wurde nun auf das geschiitzte, modifizierte 2’-Desoxynukleosid 39 iibertragen.
0 0 o}
I 0
O| SN o™a o O| SN
HO \ N) Dioxan / Pyridin /||D—o \ N)
o 0 0!

H O H
SC\O/\H/ H3C\O/\n/0 H
(0] (0]
39 48
(0]
H
N)J\Ph
O o
Bis(tri-n-butylammonium)- O | N
pyrophosphat / DMF ol ‘p—0 \ )
Tri-n-butylamin L o N
OﬁP\_O
O_
H O H
0}
49

1) lod / Wasser / Pyridin
2) Ammoniak

Abbildung 35: Triphosphatsynthese mit N°-Benzoyl-3’-O methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin 39 nach der Methode von Ludwig und Eckstein

Nach ausfithrlicher Trocknung wurde das N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin 39 in Pyridin/Dioxan gel6st und 2-Chlor-4H-1,3,2-benzodioxa-
phosphorin-4-on hinzugefugt. Anschliefend wurde die Lésung mit dem Pyrophosphatreagenz

44 und Tributylamin versetzt. Zur Oxidation wurde eine Jodlésung zugegeben und der
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UberschuR durch langsames Zutropfen von Natruimsulfit zerstort. Nachdem die Lésung zur
Trockne eingeengt worden war, wurde der Rickstand in Wasser aufgenommen und bei
Raumtemperatur geruhrt, um den Phosphatring zum Triphosphat zu 6ffnen. AbschlieRend
wurde dann die Aminofunktion durch fiinfstindiges Rihren mit Ammoniak bei 60 °C
entfernt. Das Rohprodukt 50 wurde wieder mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie an
DEAE-Sephacel gereinigt. Die Uberpriifung der Trennung erfolgte mittels UV-Detektion und
mittels dinnschichtchromatographischen Vergleichs mit 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat

in einem Laufmittelgemisch aus Isopropanol/Wasser/Ammoniak (3:1:1).

Auch der Erfolg dieser Triphosphatsynthese wurde mit einer PCR mit dem 2’-Desoxy-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50 (dA'TP) bestatigt. AuBerdem wurde das
modifizierte Triphosphat 50 durch *H-NMR-, *C-NMR- und *'P-NMR-Spektroskopie

charakterisiert.
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4 Biochemie und Massenspektrometrie

4.1 Voraussetzungen

Ein Nukleosidtriphosphatanalogon, welches in enzymatischen Reaktionen Einsatz finden soll,

muB folgende Bedingungen erfillen:

» Die Basenpaarungen nach Watson und Cricks mussen bei den iterativen Zyklen des
Informationstransfers erhalten bleiben.

» Das modifizierte Nukleosidtriphosphat muf} Substrat fiir mindestens eine DNA-Polymerase
sein.

» Die Modifikation muR das natlrliche Nukleotid in jeder Position der vorgegebenen
Sequenz spezifisch ersetzen kdnnen.

» Einzelstrangige DNA, welche die Modifikation enthdlt, muR als Template in einer

Polymerasekettenreaktion fungieren kénnen.
In den nun folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die oben beschriebenen Anspriiche

vom modifizierten Nukleosidtriphosphat 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxo-adenosin-5’-O-tri-
phosphat 50 (dA"TP) erfiillt werden.

4.2 PROBE-Reaktion

Das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat wurde, um die Inkorporation in
einen DNA-Strang mittels MALDI-TOF und so die Madglichkeit einer Verwendung in
enzymatischen Reaktionen nachweisen zu kénnen, exemplarisch in eine Primeroligo-
Basenverlangerungsreaktion (Primer Oligo Base Extension (PROBE)) 4% eingesetzt. Die
PROBE-Reaktion hat sich bei der Verwendung von MALDI-TOF-MS zur Analytik als
geeignetes Verfahren zur Detektion von Mutationen™®% etabliert. Im Gegensatz zur

[0150.1511 © hej  \welcher ein  statistischer ~ Abbruch  der

Sanger-Sequenzierung
Kettenverlangerungsreaktion durch den Zusatz eines Didesoxynukleosidtriphosphates 5%
erreicht werden soll, wird bei der PROBE-Reaktion ein Desoxynukleosidtriphosphat
vollstandig durch das entsprechende Didesoxynukleosidtriphosphat substituiert. Dieses

Didesoxynukleosidtriphosphat wirkt in beiden Reaktionen als Terminator. So fihrt der
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Austausch des Desoxynukleosidtriphosphates gegen einen Terminator bei der PROBE-
Reaktion zur kontrollierten Unterbrechung der enzymatischen Elongation eines an ein
Template hybridisierten Primers.

5' 3

3 S

Amplifikation durch PCR
mit biotinylierten Primern

Immobilisierung
an die Beads

Denaturierung

PROBE

Denaturierung

Probenpraparation

MALDI-Analytik
Abbildung 36 : Schematische Ubersicht der vorbereitenden Schritte und der PROBE-Reaktion selbst.

64



I11. Allgemeiner Teil — Biochemie und Massenspektrometrie

Durch Verwendung eines biotinylierten Primers in der PCR konnte das Amplifikations-
produkt tber das Strepavidin-Biotin-System 354 aufgereinigt werden. Das Prinzip dieses
Aufreinigungssystems besteht darin, daR Biotin eine sehr grofRe Affinitdt zu Streptavidin,
einem bakteriellen Protein, besitzt, obwohl der gebildete, reversible Streptavidin-Biotin-

Komplex nur durch nicht-kovalente Bindungen stabilisiert ist.

Wenn Streptavidin selbst zusatzlich an Kunststoffoberflachen, welche einen magnetischen
Kern umschlieBen, immobilisiert wird, dann besitzt man ein effektives und einfach
anwendbares System zur Isolierung und Reinigung von DNA aus biochemischen

Reaktionsansitzen 1551561,

Die Aufreinigung und Konditionierung der Reaktionsprodukte hat einen entscheidenden
EinfluR auf die Sensitivitat und Massengenauigkeit, mit der DNA-Fragmente in der MALDI-
TOF Massenspektrometrie analysiert werden. Die Bestandteile der Reaktionspuffer, welche in
molekularbiologischen Reaktionen, wie zum Beispiel einer PCR, eingesetzt werden, haben in
der MALDI-TOF-MS einen storenden Effekt. Shaler et al. konnten zum Beispiel zeigen, dal
bei Magnesiumsalzen die tolerierbare Verunreinigungsgrenze bei 10 mol/l, bei Kalium oder

Natriumsalzen bei 10 mol/l und bei Ammoniumsalzen bei 0,25 mol/l lag *>".

Die biotinylierten, Gber den Biotin-Streptavidin-Komplex an die feste Phase gebundenen,
uber PCR amplifizierten DNA Doppelstrange konnten so mit Hilfe eines Magneten von der
Reaktionslésung separiert und gereinigt werden. AnschlieBend wurde durch Denaturierung
des Doppelstranges der Templatestrang freigesetzt und an den Beads die PROBE-Reaktion
durchgefuhrt. Dabei wurde bei allen in dieser Arbeit durchgefiihrten PROBE-Reaktionen die
thermostabile DNA-Polymerase ThermoSequenase verwendet. Der verlangerte Primer wurde

durch Denaturierung von den Beads abgespalten und mittels MALDI-TOF vermessen.

Zur Freisetzung von biotinylierten Nukleinséduren hatte sich ein Verfahren etabliert, bei
welchem der Biotin-Streptavidin-Komplex mit Phenol, Harnstoff und Formamid behandelt
wurde ™81, Diese Methode hatte jedoch den Nachteil, daB die verwendeten Reagenzien den
Kristallisationsvorgang, welcher einen entscheidenden Schritt bei der MALDI-TOF Analyse
darstellt, extrem negativ beeinfluRten.
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Als vorteilhaft erwies sich dagegen, die Freisetzung der zu untersuchenden DNA durch
Einwirkung von Ammoniak zu erwirken %°1%% Dabei werden stérende Kationen durch das
fur die MALDI-TOF Analyse giinstigere ,.fliichtige® Ammoniumion substituiert ** und so
auch noch die Kationenheterogenitdt minimiert, ohne daR ein zusétzlicher Schritt zum
lonenaustausch nétig ist. Eine Behandlung des Biotin-Streptavidin-Komplexes mit 2 mol/I
Ammoniak bei 80 °C bewirkt eine Destabilisierung des Komplexes, welche zur Resolubi-
lisierung des biotinylierten Stranges fuhrt.

Aullerdem konnen doppelstrangige DNA-Fragmente, die Uber den Biotin-Streptavidin-
Komplex an die feste Phase gebundenen worden sind, mit konzentriertem Ammoniak bei
Raumtemperatur oder mit 50 mM Ammoniak bei 60 °C denaturiert werden, ohne den Biotin-
Stretavidin-Komplex zu destabilisieren. Auf diese Weise kann selektiv der nicht biotinylierte

Strang fur weitere MALDI-TOF Untersuchungen freigesetzt werden.

Zur Durchfuhrung einer PROBE-Reaktion wurde das tber das Streptavidin-Biotin-System
immobilisierte PCR-Produkt denaturiert. Der an die Beads gebundene, leicht zu reinigende
Einzelstrang diente dann als Template fur die PROBE-Reaktion. Nach der PROBE-Reaktion
wurde durch Einwirkung von Ammoniak selektiv der nicht biotinylierte Strang zur Analyse
freigesetzt.
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4.2.1 PROBE-Reaktion mit einer Rohlésung des modifizierten
Triphosphates

Zuerst wurde getestet, ob auch schon die unaufgereinigte Triphosphatlosung in diese
enzymatische Reaktion eingesetzt werden konnte oder ob das Monophosphat und die wahrend

der Triphosphatsynthese verwendeten Reagenzien stérend wirkten.

Wahrend der Triphosphatsynthese wurde zur Reaktionslésung Sulfit getropft. Dieses Reagenz
storte - wie in Vorversuchen festgestellt worden war - die enzymatischen Reaktionen. Daher
wurde der Triphosphatrohlésung BSA (bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
zugesetzt, um das Sulfit zu binden. Dazu wurde in einer Versuchsreihe die unaufgereinigte
Triphosphatlosung mit BSA vorinkubiert und in einer zweiten Versuchsreihe die PROBE-

Reaktion in Anwesenheit von BSA durchgefiihrt.

Bei der hier untersuchten PROBE-Reaktion wurde ein 16mer mit einer Masse von 4914 Da
als Primer verwendet werden. Dieser Primer sollte am heterozygoten Template mit Hilfe der
thermostabilen DNA-Polymerase ThermoSequenase um ein Adenosin oder Guanosin, ein

Adenosin und das Didesoxythymidin verlédngert werden .

PROBE-Primer: 5 -CATGAATGCAACCGAG 4914 Da
erwartetes Produkt: 5’-CATGAATGCAACCGAGG/AAdAT 5844 /5828 Da
Template fiir die PROBE: ...3’-GAGTACTTACGTTGGCTCC/TTA-5'...

Die Masse des erwarteten Terminationsproduktes betrug 5828 (A) bzw. 5844 (G) Da. Bei der
Positivkontrolle, die mit dem natirlichen, gekauften dATP durchgefiihrt wurde, war im
Massenspektrum der Primer nicht mehr zu erkennen, und das Hauptprodukt stellte das
erwartete Terminationsprodukt dar. Als Nebenprodukt war im Massenspektrum der um ein
Nukleotid verldngerte Primer in sehr geringem Anteil zu sehen. Auch bei der Verwendung
des selbst synthetisierten dATPs wurde bei beiden Methoden der Sulfitbindung in etwa das
gleiche Ergebnis erzielt wie beim gekauften dATP. Im Vergleich dazu trat beim Einsatz der
unaufgereinigten, mit BSA behandelten Ldsung des modifizierten Triphosphates haupt-

séchlich der nur um ein Nukleotid verlangerte Primer im Massenspektrum auf.
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Abbildung 37 : MALDI-TOF-Massenspektrum der PROBE-Reaktion unter Verwendung des
unaufgereinigten modifizierten Triphosphates. Das Signal bei 5227 Da représentiert den um ein A, das
Signal bei 5243 Da den um ein G verldngerten Primer. Weiterhin sind die erwarteten
Terminationsprodukte mit einer Masse von 5828 Da bei einer Verlangerung um AAddT und 5844 Da
bei einer Verlangerung um GAddT zu sehen.

Um auszuschliel3en, dal das modifizierte Nukleosidtriphosphat als eine Art Terminator wirkt,
muBte die Triphosphatrohlosung gereinigt und das Experiment mit der gereinigten Ldsung

wiederholt werden.

4.2.2 PROBE-Reaktion mit gereinigter Triphosphatldsung

Die gleiche Reaktion - wie oben beschrieben - wurde mit dem gereinigten Triphosphat
durchgefihrt. Hierbei wurde die Inkorporation des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-
O-triphosphates mit der des natiirlichen dATPs und des c’dATPs verglichen. Im Gegensatz
zum obigen Ergebnis wiesen die Massenspektren dieses Mal keine signifikanten Unterschiede
auf, denn bei allen drei untersuchten Proben stellte das erwartete Terminationsprodukt das
Hauptprodukt dar. Das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat stellte also
keineswegs einen Terminator dar, sondern konnte gut eingebaut werden. Daraus folgt, daR die
Ergebnisse des ersten Experimentes im wesentlichen durch Verunreinigungen des Rohpro-

duktes verursacht worden waren.
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Abbildung 38 : MALDI-TOF-Massenspektrum der PROBE-Reaktion unter Verwendung des
gereinigten modifizierten Triphosphates. Dieses Mal stellt der um nur ein Nukleotid verlangerte
Primer (Masse 5232 Da) das Nebenprodukt dar, und das Hauptprodukt ist der um A oder G, A und
ddT verlangerte Primer (Masse 5835 bei AAddT und 5850 bei GAddT).

Im folgenden wurde in anderen PROBE-Reaktionen die Inkorporation des 2’-Desoxy-7,9-

dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates weiter untersucht.
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4.2.3 PROBE-Reaktionen mit verschiedenen
Primer/Template-Systemen

Im oben beschriebenen PROBE-Experiment wurde der eingesetzte Primer um zwei
Nukleotide (AA oder GA) und Didesoxythymidin verlangert. In den nun folgenden
Experimenten sollten obige Ergebnisse bestatigt werden und auflerdem mehr als zweli

Nukleotide inkorporiert werden.

Fur das erste PROBE-Experiment wurde ein Abschnitt des Methylentetrahydrofolat-
reduktasegens amplifiziert, an Dynabeads immobilisiert, der Doppelstrang denaturiert und
anschlieend als Template in die PROBE-Reaktion eingesetzt. Dieser Versuch diente der
Bestétigung der obigen Resultate, denn der eingesetzte Primer sollte in diesem Fall nur um ein

Nukleotid (G oder A) sowie das Didesoxycytidin verlangert werden.

PROBE-Primer: 5-GCTGCGTGATGATGAAATCG 6181 Da
erwartetes Produkt: 5-GCTGCGTGATGATGAAATCGG/AIAC 6799 (G) Da
Template fiir die PROBE:..3’-TTTTCGACGCACTACTACTTTAGCC/TG-5'...

Diese Verlangerung um ein Nukleotid funktionierte bei dieser - wieder heterozygoten - Probe
sowohl mit dem c’dATP als auch mit dem 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-

triphosphat genauso gut wie mit dem naturlichen dATP.

Fur das zweite PROBE-Experiment zur Ergebnisbestatigung wurde ein Abschnitt des
Lipoprotein-Lipasegens, wie in der ersten PROBE-Reaktion beschrieben, als Template fur die
PROBE-Reaktion vorbereitet. Der Primer (Masse 6767 Da) sollte wieder nur um ein
Nukleotid (A) und Didesoxythymidin, dieses Mal aber an einer homozygoten Probe,

verlangert werden.

PROBE-Primer: 5’-AACAATCTGGGCTATGAGATCA 6767 Da
erwartetes Produkt: 5’-AACAATCTGGGCTATGAGATCA AddT 7384 Da
Template fiir die PROBE: ...3’-CGTTGTTAGACCCGATACTCTAGTTA-5"...
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Auch bei diesem Experiment wurde die erwartete Masse sowohl mit dATP als auch mit

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat und c’dATP erzielt.
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Abbildung 39: MALDI-TOF-Massenspektrum der zweiten PROBE-Reaktion (Lipoprotein-Lipase-
Genabschnitt) unter Einsatz von dATP als Positivkontrolle (oben) und von dA*TP (unten). Das Signal
bei 7227 Da entsteht durch Depurinierung und die Masse 7561 Da wird durch Citrataddition gebildet.
Das Hauptprodukt mit einer Masse von 7372 bzw. 7374 Da reprasentiert den um dA bzw. dA* und
ddT verlangerten Primer.
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Die Inkorporation eines 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates konnte

damit per MALDI bestatigt werden.

Im dritten PROBE-Experiment wurde ein Abschnitt des Prothrombingens als Template fur die
PROBE-Reaktion vorbereitet. Dieses Mal sollte der Primer innerhalb der PROBE-Reaktion

um drei Nukleotide (homozygot, GAG) und Didesoxycytidin verlangert werden.

PROBE-Primer: S’-TTCCCAATAAAAGTGACTCTCAGC 7280 Da
erwartetes Produkt 5’-TTCCCAATAAAAGTGACTCTCAGC GAGddC 8540 Da
PROBE-Template: ..3’-CCAAGGGTTATTTTCACTGAGAGTCGCTCG-5'...

Auch hier konnte die erwartete Masse bei den beiden Modifikationen und dem natlrlichen
dATP erzielt werden. In Gegensatz zu den obigen Experimenten konnte hier bei Verwendung
des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates jedoch noch nicht umgesetzter
Primer und um ein Nukleotid verlangerter Primer nachgewiesen werden. Die PROBE-
Reaktion lief in diesen Fall mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat nicht

ganz so vollstandig wie mit dATP ab.

Bei dem letzten PROBE-Experiment wurde ein Abschnitt des Faktor V Gens als Template fir
die PROBE-Reaktion vorbereitet. Diesmal wurde der Primer gleich um sechs Nukleotide und
Didesoxythymidin verlangert. Dabei waren vier der sechs einzubauenden Nukleotide

Adenosine, wobei zweimal zwei nebeneinander lagen (AAGGAA).

PROBE-Primer: 5’-TAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC 7082 Da
erwartetes Produkt: 5’-TAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC AAGGAAIdT 9296 Da
PROBE-Tepmplate:..3’-ACATTCTCGTCTAGGGACCTGTCCGTTCCTTA-5'...

AnschlieBend wurde wieder die Inkorporation von dATP mit der von c¢’dATP und von
2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat ~ verglichen.  Mit allen  drei
Triphosphaten konnte die erwartete Masse erzielt werden, aber bei allen konnte auch noch

unverlangerter Primer per MALDI nachgewiesen werden.
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Abbildung 40 : MALDI-TOF-Massenspektrum der vierten PROBE-Reaktion (Faktor V-
Genabschnitt)

Oben: Positivkontrolle unter Verwendung von dATP. Unten: Reaktion unter Einsatz von dA*TP. Der
unumgesetzte Primer wird durch das Signal von 7082 Da reprasentiert und das Hauptprodukt (Masse
9297 bzw. 9302 Da) wird von dem Depurinierungssignal und dem Signal fur die Citrataddition
eingerahmt.
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Abbildung 41 : Massenspektrum der vierten PROBE-Reaktion (Faktor V-Genabschnitt) unter
Verwendung von ¢’dATP. Wie schon bei der Positivkontrolle zu beobachten war, wurde der Primer
(Masse 7089 Da) nicht vollstdndig elongiert. Das um dAdAdGdGdAdAddT verldngerte Produkt
(Masse 9303 Da) ist wieder von dem Signal, welches durch Depurinierung hervorgerufen wird und
dem Signal, welches durch Citrataddition gebildet wird, eingerahmt.

Insgesamt wurde mit diesen PROBE-Reaktionen - wie schon oben erwahnt - die Inkorpora-
tion des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates eindeutig bewiesen. Zu-
sétzlich zeigte das letzte PROBE-Experiment, daR nicht nur ein, sondern gleich mehrere

modifizierte Nukleotide nebeneinander eingebaut werden konnten.
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4.3 Enzymatische Darstellung modifizierter DNA-Fragmente

4.3.1 Die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) [%2%%41 erlaubt, beliebige DNA-Abschnitte ohne
Verwendung von Restriktionsendonukleasen, Vektoren und Wirtszellen d.h. in vitro zu

amplifizieren.

PCR
5 3
3 5
1) Denaturierung des Doppelstranges
(95 °C, 1min)
2) Annealing der beiden Primer
(50 °C, 1min)
5 3
3|_5
5 3
3 5
3) Primerextension (72 °C, 1min)
5 3
3 5
2 3
3 5
n weitere Zyklen
5' 3
3 2

Abbildung 42 : Schemtische Darstellung des Ablaufes der Polymerasekettenreaktion
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Neben einem DNA-Fragment als Matrize (Template) werden hierzu nur eine spezielle,
hitzebestandige DNA-Polymerase %! sowie die vier Desoxynukleosidtriphosphate und zwei
Oligonukleotide (Primer), die mit jeweils einem der Strdnge auf beiden Seiten des zu

amplifizierenden DNA-Fragmentes hybridisieren, benétigt.

Zunéchst wird der DNA-Doppelstrang im ersten Schritt eines PCR-Zyklus durch Hitze-
denaturierung in zwei einzelstrangige Matrizen zerlegt. Diese Einzelstrdnge dienen der
thermostabilen DNA-Polymerase als Vorlage fur die Synthese eines neuen komplementaren
Stranges. Die DNA-Polymerase ist aber nicht in der Lage, de novo einen Strang aufzubauen,
sondern sie bendtigt einen kurzen doppelstrangigen DNA-Abschnitt. Dieser wird im zweiten
Schritt eines PCR-Zyklus bei verringerter Temperatur gebildet. Aufgrund der Tatsache, dal
die DNA-Polymerase einen DNA-Strang nur in 5’ - 3’-Richtung aufbauen kann, werden
hierzu zwei komplementare Oligonukleotide (Primer) bendtigt, die mit den beiden 3’-Enden
der DNA-Zielsequenz hybridisieren (annealing). Durch die Auswahl der Primer wird das zu

amplifizierende DNA-Fragment bestimmt.

Die Wahl der Annealingtemperatur ist entscheidend fur den erfolgreichen Verlauf der PCR.
Eine zu niedrige Annealingtemperatur kann dazu fiihren, dal} der Primer auch an Stellen, die
nicht komplementér zu seiner Sequenz sind, hybridisiert. Die Folge sind viele falsche
Amplifikate, welche die Ausbeute beeintrachtigen. Liegt die Annealingtemperatur zu hoch, so
wird der Primer-Template-Komplex nicht gebildet bzw. gleich wieder denaturiert und es

kommt nicht zur Kettenverldngerung.

Im dritten Schritt eines PCR-Zyklus werden die beiden Primer von der DNA-Polymerase mit
den 2’-Desoxynukleosidtriphosphaten zu zwei doppelstrangigen DNA-Fragmenten ver-

langert, welche mit dem zu amplifizierenden DNA-Fragment identisch sind.

Bei jeder Wiederholung des Zyklus verdoppelt sich theoretisch die Zahl der entstehenden
DNA-Fragmente. Daraus folgt, daR nach n Zyklen 2" doppelstrangige DNA-Fragmente
vorhanden sind. In der Praxis hat sich gezeigt, dal haufig nach ca. 25 Zyklen ein Plateau mit

einer Vervielfachung der Zielsequenz um den Faktor 10° erreicht ist.!*®®!
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4.3.1.1 Asymmetrische PCR

Biotinylierte PCR-Produkte konnen Uber das Biotin-Streptavidin-System, welches bei der
PROBE-Reaktion ausfiihrlich beschrieben wurde, effizient und einfach gereinigt werden. Bei
den dabei verwendeten biotinylierten Primern in der PCR ist es wichtig, einen vollstdndigen
Einbau dieses Primers zu gewéhrleisten, da Streptavidin eine hohere Affinitdt zu Oligo-
nukleotiden kiirzerer Lange besitzt. Hier hat sich die asymmetrische PCR *"2®! g|s Methode
der Wahl etabliert, bei welcher der nicht biotinylierte Gegenprimer mit einem deutlichen

UberschuR in die PCR eingesetzt und so die vollstandige Umsetzung garantiert wird.

Untersuchungen von Siegert %% ergaben, daR bei der Amplifikation eines 103mers aus
M13mpl8 in einer symmetrischen PCR nur der biotinylierte Primer im Spektrum zu erkennen
war, wahrend bei einer asymmetrischen PCR ( Verhaltnis 2:5 ) das PCR-Produkt neben dem
dominanten biotinylierten Primer schon zu detektieren war. Eine Erhohung des Gegenprimer-
uberschusses auf 1:5 bewirkte schlielflich, da das Signal des PCR-Produktes zum Haupt-
produkt wurde, wobei aber immer noch der nicht umgesetzte, biotinylierte Primer zu

erkennen war.
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4.3.2 PCR-Testsystem zum Einbau von 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin-5’-O-triphosphat

Die Inkorporation von Nukleosidtriphosphatanaloga mit verschiedenen DNA-Polymerasen ist
schon haufig untersucht und beschrieben worden 797®! Die Synthese eines C-Nukleosid-5'-
O-triphosphates und dessen Einbau in die DNA mittels PCR gelang zum Beispiel mit Pseudo-
Thymidin. Die Inkorporationsfahigkeit dieses Desoxynukleosidtriphosphates wurde von Lutz
et al. ™ zuerst in einer Primer Extension Reaktion unter Austestung verschiedener
thermostabiler DNA-Polymerasen Uberprift. Dabei zeigte sich, dall fast alle der neun
untersuchten Polymerasen die Modifikation gut einbauten. Unter PCR-Bedingungen wurden
dann nur noch Tth und Taq getestet, wobei hier nur die Tag-DNA-Polymerase gute
Ergebnisse lieferte.

Verschiedene DNA-Polymerasen sollten im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Fahigkeit hin
uberprift werden, das modifizierte Desoxynukleosidtriphosphat einzubauen. Zu diesem
Zweck fand ein mdoglichst einfaches und schon vielfach ausgetestetes PCR-System
Verwendung 7. Als Template dieses PCR-Systems fungierte ein chemisch synthetisiertes
einzelstrangiges 87mer (CFTR-T87). Mit Hilfe dieses Templates und des Einsatzes von zwei
synthetischen, unmodifizierten 19meren als Primer wurde durch die PCR ein doppelstrangiges
48mer amplifiziert.

PCR-System:
5’-AT TCA
5’-TCT TCT AGT TCG CAT GCT TTGATG ACG CTT CTG TAT CTATAT TCA

Primer R48 (19mer)
TCA TAG GAA ACA CC-3’
TCATAG GAA ACACCAAAGATGATATTITTCT TTA ATG GTG CCA-3’
3’-AAA AGA AAT TAC CAC GGT C-bio-5’
Primer bioF48 (19mer)

Zehn verschiedene DNA-Poylmerasen wurden anhand dieses PCR-Systems auf ihre
Inkorporationsfahigkeit beztiglich des modifizierten Triphosphates getestet. In der nach-
folgenden Tabelle sind die getesteten Enzyme und die entsprechenden Ergebnisse aufgelistet.
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Enzym c'dATP dA'TP Bermerkung

Taq + - Inkorporation von dA TP im

Ampli Tag-Puffer etwas verbessert

(exo-)Pfu + (+) Inkorporation von dA TP erfolgt

erst bei erhohter Enzymkonz.

(exo-)Vent + + Inkorporation von dA TP erfolgt

erst bei erhohter Enzymkonz. gut

(exo-)DeepVent + +
ThermoSequenase + +
Pwo + +

Tth - - Inkorporation erfolg trotz einer

Variation der Mg-Konz. nicht

Tl - - Inkorporation erfolgt trotz einer

Variation der Mg-Konz. nicht

UlTma + + nicht mehr lieferbar
DyNAzyme (+) -
Tabelle 1 : Ubersicht der verwendeten thermostabilen DNA-Polymerasen und ihrer

Inkorporationsféhigkeit.

Die Tag-Polymerase baute das modifizierte Desoxynukleosidtriphosphat (dA"TP) auch bei
erhdhter Enzymkonzentration (5U statt 2,5 U) nicht ein. Eine Verdnderung des Puffersystems
bewirkte bei diesem Testsystem auch keine drastische Veranderung der Inkorporation.
Allerdings gelang Matthies " die Inkorporation des modifizierten Triphosphates mittels
Taq-DNA-Polymerase unter Verwendung des AmpliTag-Puffers bei einem Testsystem,
welches plasmidische DNA als Template benutzte. Wahrscheinlich waren bei dem hier
gewahlten Template (CFTR-87) die Anforderungen an das Enzym besonders hoch, da gleich

drei oder sogar vier modifizierte Nukleotide hintereinander inkorporiert werden mufiten.

Im Gegensatz zur Tag-Polymerase konnte bei der Verwendung von (exo-)Pfu die Einbaurate
fur das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat durch eine Steigerung der
Enzymkonzentration deutlich verbessert werden (5 U statt 2,5 U), aber sie war immer noch
schlechter als beim c’dATP.
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Die DNA-Polymerase (exo-)Vent konnte - wie die nachfolgende Abbildung 43 zeigt - beide
getesteten Modifikationen inkorporieren. Die Einbaurate von 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin-5’-O-triphosphat liel} sich durch eine Verdoppelung der Enzymkonzentration
(4 U statt 2 U) noch stark verbessern. Daher wurde (exo-)Vent in allen weiteren Tests immer

in erhéhter Konzentration hinzugefgt.

Abbildung 43 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese von den PCR-Produkten unter Verwendung der
thermostabilen DNA-Polymerasen (exo-)Vent (Bahn 1-5) und (exo-)DeepVent (Bahn 6-9). Bahn 1: mit
c’dATP modifiziertes 48mer, Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes 48mer unter Einsatz von 2 Units
Enzym, Bahn 3: mit dA*TP modifiziertes 48mer unter Verwendung von 4 Units des Enzyms, Bahn 4
und 5: Positiv- und Negativkontrolle, Bahn 6: mit ¢c'dATP modifiziertes 48mer, Bahn 7 mit dA*TP
modifiziertes 48mer, Bahn 8 und 9: Positiv- und Negativkontrolle, Bahn 10: Langenstandard

Die DNA-Polymerase (exo-)DeepVent war, wie Abbildung 43 zeigt, in der Lage, sowohl
c’dATP als auch dA TP bei einer Enzymkonzentration von 2 U gut einzubauen.

Die Inkorporation beider Modifikationen gelang in diesem Testsystem mit den DNA-

Polymerasen ThermoSequenase und Pwo gut.

Abbildung 44 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese der PCR-Produkte unter Verwendung von
ThermoSequenase. Bahn 1 und 2 Negativ- und Positivkontrolle, Bahn 3: L&ngenstandard, Bahn 4: mit
dA*TP modifiziertes 48mer, Bahn 5: mit ¢'dATP modifiziertes 48mer.
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Abbildung 45 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese der PCR-Produkte unter Verwendung von Pwo.
Bahn 1 und 2 Positiv- und Negativkontrolle, Bahn 3: mit ¢’dATP modifiziertes 48mer, Bahn 4: mit
dA*TP modifiziertes 48mer.

Der Einbau beider Modifikationen mit Tth und Tfl innerhalb dieses Testsystems war dagegen

trotz einer Variation der Magnesium- und Enzymkonzentration nicht zu erreichen.

Die DNA-Polymerase UlTma war zwar in der Lage, die beiden getesteten Modifikationen zu
inkorporieren, da der Hersteller sie aber nicht mehr lieferte, konnte sie bei weiteren Tests
nicht bertcksichtigt werden. Die verwendete DNA-Polymerase DyNAzyme zeigte - dem
allgemein erkannten Trend folgend -, daR die Inkorporation von c’dATP mit den meisten der
untersuchten Enzyme etwas besser verlief als mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-

O-triphosphat.

Insgesamt konnten von den 10 getesteten Enzymen funf ((exo-)DeepVent, (exo-)Vent, Pwo,
ThermoSequenase und UlTma) das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat
gut einbauen, wobei mit UITma aus dem oben genannten Grund nicht weitergearbeitet werden

konnte.
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4.3.3 Darstellung langerer modifizierter DNA-Fragmente durch PCR

Die vier Polymerasen, die beim 48mer-Testsystem die beste Inkorporationfahigkeit in bezug
auf 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat zeigten {(exo-)Deep Vent (2 U),
(exo-)Vent (4 U), Pwo (2,5 U) und ThermoSequenase (2,5 U)}, wurden in weiteren

Polymerasekettenreaktionen eingesetzt.

Unter Beibehaltung der PCR-Bedingungen (Zyklenzahl, Temperaturprogramm und
Enzymkonzentrationen) wurden durch geeignete Wahl von Primer-Template-Systemen
doppelstrangige DNA-Fragmente von 121 bis zu knapp 800 Basenpaaren konstruiert, um die
Einbaufahigkeit beziehungsweise die Schnelligkeit der Polymerasen in bezug auf steigernde
Templatel&ngen hin zu untersuchen. Als Vergleich diente immer der Einbau des natlrlichen
Nukleosidtriphosphates und des c’dATPs.

4.3.3.1 Darstellung eines modifizierten 122mers aus M13mp18

Als Template diente zundchst der Baktriophage M13mpl18 mit einer L&nge von 7250 bp.
Mittels geeigneter, unmodifizierter Primer wurde ein 122 Basenpaare langes, doppel-

strangiges DNA-Fragment amplifiziert.

RP-122 Primer (22mer)
5’-AGCGGATAACAATTTCACACAG-3’
...0"-AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATT
..... 3’-TCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCTTAA

CGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
GCTCGAGCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA

GGCACTGGCCGTCGTTTTAC-3'...
CCGTGACCGGCAGCAAAATG-5'...
3’-TGACCGGCAGCAAAATG-5’

USP-Primer (17mer)
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Von den vier getesteten Enzymen konnten (exo-)DeepVent, (exo-)Vent und Pwo das
2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat einbauen, wahrend bei Verwendung
von ThermoSequenase das gew(inschte DNA-Fragment nicht generiert wurde. Ein Vergleich
mit c’dATP zeigte, daB alle vier Enzyme das 122mer amplifizieren konnten. Fiir den Einbau
des natlrlichen Desoxynukleosidtriphosphates war die Enzymkonzentration sogar so hoch,

dal? hochpolymere Nebenprodukte zu erkennen waren.

Abbildung 46 : Gelelektrophorese des 122mers, welches unter Verwendung von ThermoSequenase
(Bahn 1-4) und Pwo (Bahn 6-9) amplifiziert wurde. Bahn1: mit c’dATP modifiziertes DNA-Fragment,
Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 3 und 4: Positiv- und Negativ-kontrolle, Bahn
5: Léngenstandard, Bahn 6: mit c’dATP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 7: mit dA*TP
modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 8 und 9: Positiv- und Negativkontrolle.

Abbildung 47 : Gelelektrophorese des 122mers, welches unter Verwendung von (exo-)Vent (Bahn
1-4) und (exo-)DeepVent (Bahn 5-8) amplifiziert wurde. Bahn 1: mit ¢c’dATP modifiziertes DNA-
Fragment, Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 3 und 4: Positiv- und Negativ-
kontrolle, Bahn 5: mit ¢c’dATP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 6: mit dJA*TP modifiziertes DNA-
Fragment, Bahn 7 und 8: Positiv- und Negativkontrolle, Bahn 9: Lé&ngenstandard. Bei den
Positivkontrollen ist deutlich die Anwesenheit von hochpolymeren Nebenprodukten zu erkennen.
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4.3.3.2 Darstellung eines modifizierten 121mers aus pOM9

Die vier oben verwendeten thermostabilen DNA-Polymerasen wurden an einem weiteren
Primer-Template-System getestet. Diesmal diente die Plasmid-DNA von pOM9 als Template.
Mit Hilfe geeigneter, unmodifizierter Primer wurde die Multilinkersequenz des Plasmids

amplifiziert.

RP-Primer (17mer)

5’-CAGGAAACAGCTATGA-3’
...9"-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAATTGGCTGCAGGTCGACGGA
..... 3-GTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCGGTTAACCGACGTCCAGCTGCCT

TCCCAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGCATGCGATATCGAGCTCTCCCGGGAA
AGGGTTCGAAGAAGATCTCCATGGCGTACGCTATCGCTCGAGAGGGCCCTT

TTCACTGGCCGTCGTTTTAC-3'...
AAGTGACCGGCAGCAAAATG-5'...
3’-TGACCGGCAGCAAAATG-5’

USP-Primer (17mer)

Als Bestatigung des ersten Versuchs wurde auch in diesem Primer-Template-System nur mit
(exo-)DeepVent, (exo-)Vent und Pwo ein schneller Einbau des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin-5’-O-triphosphates verzeichnet (Abbildung 48 und 49). Im Gegensatz dazu
wurde 2’-Desoxy-7-deazaadenosin-5’-O-triphosphat (c’dATP) von allen vier getesteten
Polymerasen gut inkorporiert. (exo-)DeepVent, (exo-)Vent und Pwo erzeugten beim Einsatz
des natirlichen Desoxynukleosidtriphosphates hochpolymere Nebenprodukte, wéhrend der
Einbau bei Verwendung von ThermoSequenase ohne Nebenproduktbildung ablief.
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Abbildung 48 : Gelelektrophorese des 121mers, welches unter Einsatz von Pwo (Bahn 1-4) und
ThermoSequenase (Bahn 6-9) amplifiziert wurde. Bahn 1: mit ¢c’dATP modifizierter DNA-Abschnitt,
Bahn 2: mit dA*TP modifizierter DNA-Abschnitt, Bahn 3 und 4: Positiv- und Negativ-kontrolle, Bahn
5. Léngenstandard, Bahn 6: mit c’dATP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 7. mit dA*TP
modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 8 und 9: Positiv- und Negativkontrolle. Bei der Positivkontrolle
unter Verwendung von Pwo ist deutlich die Anwesenheit hochpolymerer Nebenprodukte zu erkennen.

Abbildung 49 : Gelelektrophorese des 121mers, welches unter Einsatz von (exo-)DeepVent (Bahn 2-
5) und (exo-)Vent (Bahn 6-9) amplifiziert wurde. Bahn 1: Langenstandard, Bahn 2 und 3: Negativ-
und Positivkontrolle, Bahn 4: mit dA*TP modifiziertes 120mer, Bahn 5: mit ¢'dATP modifiziertes
120mer, Bahn 6 und 7: Negativ- und Positivkontrolle, Bahn 8: mit dA*TP maodifiziertes DNA-
Fragment, Bahn 9: mit c¢'dATP modifiziertes DNA-Fragment. Bei beiden Positivkontrollen sind
hochpolymere Nebenprodukte zu beobachten.
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4.3.3.3 Darstellung eines modifizierten 391mers aus p9UTR

Mit Hilfe der vier ausgewéhlten DNA-Polymerasen {(exo-)DeepVent, (exo-)Vent, Pwo und
ThermoSequenase} und entsprechender, unmodifizierter Primer wurde versucht, ein 391
Basenpaare langes, doppelstrangiges DNA-Fragment aus der Plasmid-DNA von pQUTR zu

amplifizieren.

Gelelektrophoretische Untersuchungen mittels eines Agarosegels und eines Acrylamidgels
zeigten, daB das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat von (exo-)DeepVent
und ThermoSequenase zu langsam, von (exo-)Vent etwas besser und von Pwo gut inkorporiert
wurde. Ein Vergleich mit c’dATP ergab, daB auch diese Modifikation von ThermoSequenase
zu langsam, von (exo-)DeepVent sehr langsam, von (exo-)Vent etwas schneller und von Pwo
gut eingebaut wurde. Beim Einsatz von ThermoSequenase waren mit c’dATP auch kleinere
DNA-Fragmente zu sehen, welche Rickschlisse auf einen langsameren Einbau
beziehungsweise eine Pausierung oder gar den Abfall des Enzyms und daher eine

unvollstangige Verlangerung des Primers zulassen.

Die Positivkontrolle mit dATP verlief mit allen getesteten Enzymen wie erwartet, aber auch
bei dieser Amplifikation traten vor allem bei Verwendung des natiirlichen dATPs wieder

hochpolymere Nebenprodukte auf.

Abbildung 50 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese des 391mers, welches unter Einsatz von
ThermoSequenase (Bahn 1-4) und Pwo (Bahn 6-9) amplifiziert wurde. Bahn 1: mit c’dATP
modifiziertes DNA-Fragment (wurde nicht amplifiziert), Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes DNA-
Fragment (wurde nicht amplifiziert), Bahn 3 und 4: Positiv- und Negativkontrolle, Bahn 5:
Léngenstandard, Bahn 6: mit ¢’dATP modifiziertes 391mer, Bahn 7: mit dA*TP modifiziertes
391mer, Bahn 8 und 9: Positiv- und Negativkontrolle.
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Abbildung 51 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese des 391mers, welches unter Verwendung von
(exo-)Vent (Bahn 1-4) und (exo-)DeepVent (Bahn 5-8) hergestellt wurde. Bahn 1: mit c’dATP
modifiziertes 391mer und Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes 391mer (wurden nicht amplifiziert), Bahn
3 und 4: Positiv- und Negativkontrolle, Bahn 5: mit ¢'dATP modifiziertes DNA-Fragment und Bahn
6: mit dA*TP modifiziertes DNA-Fragment (wurden nicht amplifiziert), Bahn 7 und 8: Positiv- und
Negativkontrolle, Bahn 9: Langenstandard.
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Abbildung 52 : 1,5 %iges Agrarosegel des 391mer-PCR-Produktes unter Verwendung von (exo-)Vent
(Bahn 2-5), (exo-)DeepVent (Bahn 6-9), Pwo (Bahn 10-13) und ThermoSequenase (Bahn 14-17),
Bahn 1: Langenstandard, Bahn 2, 6, 10 und 14: mit c'dATP amplifiziertes 391mer, Bahn 3, 7, 11 und
15: mit dA*TP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 4, 8, 12 und 16: Positivkontrolle, Bahn 5, 9, 13
und 17: Negativkontrolle
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4.3.3.4 Darstellung eines modifizierten 729mers aus pG3

Die vier thermostabilen DNA-Polymerasen {(exo-)DeepVent, (exo-)Vent, Pwo und Thermo-
Sequenase} wurden zur Amplifikation eines 729mers aus der Plasmid-DNA von pG3 heran-
gezogen. Eine Analyse der PCR mittels Gelelektrophorese ergab, dal} 2’-Desoxy-7,9-dideaza-
7-oxo0adenosin-5’-O-triphosphat von Pwo noch gut, von den anderen Polymerasen aber zu
langsam eingebaut wurde. Dagegen entstand mit ¢’dATP zusétzlich auch bei Verwendung
von (exo-)DeepVent und (exo-)Vent das 729mer, wenn auch in deutlich niedrigerer
Konzentration. In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an pQUTR erfolgte der Einbau
mit ThermoSequenase bei beiden Modifikationen so langsam, dal} kein 729mer zu erkennen

war.

12345678910 12 14 16 17

Abbildung 53 : Agarosegelelektrophorese des 729mers, welches unter Verwendung von (exo-) Vent
(Bahn 2-5), (exo-)DeepVent (Bahn 6-9), Pwo (Bahn 10-13) und ThermoSequenase (Bahn 14-17)
amplifiziert wurde. Bahn 1: L&ngenstandard, Bahn 2, 6, 10 und 14: mit ¢’dATP modifiziertes DNA-
Fragment, Bahn 3, 7, 11 und 15: mit dA*TP modifiziertes DNA-Fragment, Bahn 4, 8, 12 und 16:
Positivkontrolle, Bahn 5, 9, 13 und 17: Negativkontrolle.

Die verschiedenen Tests fiihrten zu dem Ergebnis, dal3 die thermostabile DNA-Polymerase
Pwo bei der Inkorporation des modifizierten Nukleosidtriphosphates am schnellsten und

damit am universellsten war.
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4.4 Restriktionsspaltung

Die Synthese des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates geschah mit dem
Ziel, ein Desoxynukleosidtriphosphat zu entwickeln, das von DNA-Polymerasen fur PCR und
PROBE-Reaktion akzeptiert wurde, das zu DNA-Fragmenten fihrte, die von Restriktions-
endonukleasen gespalten werden konnten und das der Depurinierung entgegenwirkte. In der
folgenden Untersuchung wurde Gberpruft, ob ein doppelstrangig modifiziertes PCR-Produkt
von verschiedenen Restriktionsendonukleasen (Alu 1, BamH I, EcoR I, Hind IIl, Sma | und
Xba 1) gespalten werden konnte.

Restriktionsendonukleasen des Typs Il sind bakterielle Enzyme, die doppelstrangige DNA
sequenzspezifisch an Palindromen - einem kurzen DNA-Abschnitt, in dem Strang und Gegen-
strang in 5° — 3’ Richtung gelesen dieselbe Sequenz haben - erkennen und spalten. Im
folgenden sind die Restriktionsschnittstellen der eingesetzten Enzyme und die Art der
Spaltung dargestellt:

Alu | BamH |
5-AGICT-3’ 5’-GIGATCC-3’
3’-TC1GA-5’ 3’-CCTAG?G-5’
EcoR | Hind 111
5’-GIAATTC-3’ 5-AlAGCTT-3’
3’-CTTAAT G-5’ 3’-TTCGAt A-5’
Smal Xba |
5’-CCCI GGG-3’ 5-TICTAGA-3’
3’-GGG1CCC-%’ 3’-AGATC+T-5’

Wie zu erkennen ist, wurden sowohl Restriktionsendonukleasen verwendet, die eine sechs-
Nukleotid-lange Erkennungssequenz haben, als auch eine Restriktionsendonuklease, die eine

vier-Nukleotid-lange Restriktionsspaltstelle erkennen. AuRerdem spalten einige Enzyme den
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Doppelstrang glatt, wahrend die anderen (berh&dngende Enden produzieren. Ein weiterer
Unterschied in den Erkennungssequenzen ist die Stellung und Haufigkeit des Adenosins.
Alu | erkennt eine vier-Nukleotid-lange Sequenz, die nur ein auBen liegendes Adenosin
enthalt und spaltet diese glatt und mittig. Die sechs-Nukleotid-lange Restriktionsschnittstelle
von BamH | enhélt auch nur ein Adenosin, welches aber mittig liegt. Eine Spaltung zwischen
den beiden Guanosinen produziert in diesem Fall tberhdngende Enden. Die Erkennungs-
sequenz von EcoR | ist auch sechs Nukleotide lang, enthélt aber zwei Adenosine
nebeneinander. Die Spaltung erfolgt zwischen dem Adenosin und dem Guanosin. Auch die
palindrome, sechs-Nukleotide-lange Sequenz, die von Hind 1l erkannt wird, beinhaltet zwei
Adenosine, welche nebeneinander am Rand liegen. In diesem Fall verlduft die Restriktions-
spaltung zwischen den beiden Adenosinen. Die Restriktionsendonuklease Sma | spaltet
doppelstrangige DNA im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Enzymen an einer
Sequenz, die gar kein Adenosin enthalt. Dies diente zur Uberpriifung, ob Adenosin-
modifikationen die gesamte dreidimensionale Struktur eines DNA-Stranges so verandern, dal}
eine Spaltung insgesamt verhindert wird. Die sechs-Nukleotid-lange Restriktionsschnittstelle
des letzten untersuchten Enzyms Xba | enthdlt zwei Adenosine. Diese liegen aber nicht
nebeneinander, sondern sind durch ein Nukleotid voneinander getrennt. Die Spaltung erfolgt

jeweils am anderen Ende der Erkennungssequenz.

Restriktionsexperimente an modifizierten, kurzen Oligonukleotiden mit EcoR | wurden schon
1987 von Seela und Kehne 7 durchgefiihrt. Sie praparierten Octa- und Dodecanukleotide,
die 2’-Desoxy-7-deazaadenosin in der Erkennungssequenz von EcoR | (GAATTC) enthielten.
Die Substitution eines Adenosins durch 2’-Desoxy-7-deazaadension in der Erkennungs-
sequenz flhrte zu einer Verlangsamung der Spaltung, wahrend der Austausch beider
Adenosine gegen 2’-Desoxy-7-deazaadension das Oligomer vor einer Spaltung schutzte.
Daraus folgerten sie, dal3 der Stickstoff in beiden Purinen als Protonenakzeptorstelle fur die
Wechselwirkungen mit dem Enzym (EcoR 1) diente und dal zwar nicht beide Bindungs-
stellen fiir die Spezifitdt des Enzyms notwendig waren, jedoch mit beiden der Vorgang
beschleunigt wurde.

[180. 18] jinnerhalb der

Weitere Untersuchungen mit verschiedenen Modifikationen
Erkennungs-sequenz von EcoR |, die durch Entfernung, Vertauschung und Umordnung der
funktionellen Gruppen erhalten wurden, ergaben unter anderem, dal} das Enzym zwischen

dem inneren A und dem d&ulReren A innerhalb der Erkennungssequenz GAATTC
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unterscheidet. Dabei fiihrte die Entfernung der exozyklischen Aminofunktion am dufReren A
zu einer drastischeren Verlangsamung der Enzymaktivitdt als am inneren A, obwohl
McClarin et al. ® durch Rontgenstrukturanalyse eines EcoR I/DNA-Kokristallisates
nachgewiesen hatten, da beide exozyklischen Aminofunktionen mit dem Protein

interagieren.

Bei EcoR IV ergab sich im Vergleich mit EcoR | bei dem Ersatz von dATP durch c’dATP
ein ganz anderes Bild *¥2. Die Substitution des ersten Adenosins in der Erkennungssequenz
(GATATC) durch 2’-Desoxy-7-deazaadenosin fuhrte zur Verhinderung der Spaltung,
wéhrend der Ersatz des zweiten Adenosins die Hydrolyse nicht beeinfluBte. Daraus wurde
insgesamt gefolgert, daR das Stickstoffatom in Position 7 des Purinrings in einigen Féllen eine
Bindungsstelle fir eine bestimmte Aminoséure des aktiven Zentrums des Enzyms darstellt

und in anderen Fallen nicht.

Genauere Untersuchungen uber die Wechselwirkungen der Restriktionsendonuklease
EcoR IV mit der Erkennungssequenz wurden von Newman et al. 8% unternommen. Sie
synthetisierten einen kompletten Satz von Adenosin- und Thymidin-Modifikationen, bei
denen Positionen mit dem Potential zur Interaktion mit dem Protein durch Wasserstoff oder
Kohlenstoff ersetzt wurden. Durch Inkorporation jeweils einer Modifikation in die
Restriktionsschnittstelle konnten alle essentiellen Positionen fir die Protein-DNA-Wechsel-

wirkung identifiziert werden.

Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig die Synthese von Modifikationen und ihr Einbau in

Oligonukleotide flr das Verstandnis der Protein- DNA-Wechselwirkung ist.

Restriktionsexperimente an langen Oligonukleotiden, in welche mittels PCR ¢’dATP oder
c¢’dGTP inkorporiert werden konnte, wurden von Holaway et al. " und Seela und Réling
durchgefiihrt. Sie zeigten, daR die Substitution von dGTP durch c’dGTP die Spaltung der
DNA-Fragmente durch die meisten der getesteten Restriktionsendonukleasen verhinderte.
Hind 111 und Xba I waren aber in der Lage, die DNA trotz Modifikation zu schneiden.

Daraus folgte wieder, dal das Stickstoffatom in Position 7 des Purinrings in einigen Féllen als

Bindungsstelle bendtigt wurde und in anderen nicht.
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Seela et al. ®® untersuchten auBerdem die Auswirkung der Inkorporation von ¢c’dATP in die
DNA-Fragmente. Da es ihnen aber nur partiell gelang, c’dATP mittels PCR in DNA-
Abschnitte einzubauen, waren die Ergebnisse dieser Restriktionsexperimente nicht so
aussagekraftig. In den hier durchgefuhrten Restriktionsexperimenten wurde dATP dagegen
vollstandig durch ¢’dATP oder dA*TP ersetzt.

4.4.1 Restriktionsspaltung eines doppelstrangig modifizierten
122mers aus M13mp18

Nachfolgend ist das PCR-Produkt mit den unterschiedlichen Restriktionsspaltstellen
abgebildet:

Alu | EcoR |
5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTC
3’- TCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCTTAAG

Alu |
Alu | Smal BamH I Xba | Hind 111
GAGCTCGGTACCCGGGGATCC TCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
CTCGAGCCATGGGCCCCTAGG AGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA

GGCACTGGCCGTCGTTTTAC-3’
CCGTGACCGGCAGCAAAATG-5’

In dieser Untersuchung wurden PCR-Produkte, die natirliches Adenosin enthielten,
verglichen mit PCR-Produkten, bei denen in der PCR-Reaktion das dATP einmal durch
7-Deaza-dATP und einmal durch 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat
vollstandig substituiert wurde.

Nach der Behandlung des PCR-Produktes mit Alu I wurden vier DNA-Abschnitte mit einer
Lange von 29, 25, 44 und 23 Basenpaaren erwartet. Eine Gelelektrophorese (siehe Abbildung
54) bestatigte, da das nicht modifizierte PCR-Produkt vollstandig, das mit c’dATP
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modifizierte PCR-Produkt tberhaupt nicht gespalten wurde. Das mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-
7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat modifizierte PCR-Produkt konnte von Alu | gespalten
werden, allerdings waren die vier Spaltungen noch nicht vollstandig, denn im Gel waren
neben dem 44-mer auch noch Edukt und drei dazwischenliegende DNA-Fragmente zu
erkennen. Diese drei Fragmente entsprechen einer einfachen Spaltung des Stranges an einer
endstandigen Restriktionsspaltstelle und einer Spaltung des PCR-Produktes innerhalb der

mittleren Erkennungssequenz.

-122
64 -
58 -
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Abbildung 54 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Uberpriifung der Restriktionsspaltung unter
Verwendung der Restriktionsendonukleasen Alu | (Bahn 5-7) und Sma | (Bahn 2-4). Bahn 1:
Langenstandard, Bahn 2: mit ¢c’dATP modifiziertes Edukt, Bahn 3: mit dA*TP modifiziertes Edukt,
Bahn 4: Positivkontrolle, Bahn 5: mit c’dATP modifiziertes Edukt, Bahn 6: mit dA*TP modifiziertes
Edukt, Bahn 7: Positivkontrolle

Bei der Behandlung der modifizierten und unmodifizierten PCR-Produkte mit der Restrik-
tionsendonuklease Sma 1, die kein A in der Schnittstelle aufweist, wurden Fragmente von 58
und 64 Basenpaaren erwartet, die auch bei allen drei PCR-Produkten im Gel (Abbildung 54)
zu erkennen waren. Eine Erkennungssequenz, die kein Adenosin enthielt, konnte also trotz
des Einbaus von Modifikationen aulRerhalb der Restriktionsschnittstelle noch von der
Endonuklease erkannt und gespalten werden. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen
vom Seela et al. ¥ und Grime et al. 184,

Der Einbau von einem Adenosin- und einem Thymidinanalogon bewirkte hingegen bei
Untersuchungen von Perrin et al. "% daB selbst in einem Heteroduplex, in der nur ein Strang
modifiziert war, dieser modifizierte Strang nicht von einer Restriktionsendonuklease
gespalten werden konnte, die kein Adenosin und Thymidin in der Erkennungssequenz
benotigt.
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Die Zugabe der Restriktionsendonukleasen BamH I, EcoR | und Xba | zu den mit c’dATP,
mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat oder mit dATP hergestellten
PCR-Produkten bewirkte, dal® nur das nicht modifizierte DNA-Fragment von den Enzymen
gespalten wurde. Bei der Behandlung der drei PCR-Produkte mit Hind 11l wurde ein 97 bzw.
101 und ein 25 bzw 21 Basenpaare langes DNA-Fragment erwartet. Das unmodifizierte PCR-
Produkt wurde vollstandig in diese beiden Fragmente gespalten, wahrend das mit c’dATP
modifizierte DNA-Fragment gar nicht geschnitten wurde. Bei dem mit 2’-Desoxy-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat modifizierten PCR-Produkt war im Gel eine

partielle Spaltung zu erkennen.
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Abbildung 55 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Uberpriifung der Restriktionsspaltung unter
Zusatz von Xba | (Bahn 1-3) und Hind IlI (Bahn 4-6). Bahn 1: mit c’dATP modifiziertes Edukt, Bahn
2: mit dA*TP modifiziertes Edukt, Bahn 3: Positivkontrolle, Bahn 4: mit c’dATP modifiziertes Edukt,
Bahn 5: mit dA*TP modifiziertes Edukt, Bahn 6: Positivkontrolle, Bahn 7: Langenstandard

Insgesamt betrachtet konnte mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat
modifizierte DNA durch drei der sechs untersuchten Restriktionsendonukleasen gespalten
werden. Bei Alu | und Hind III verlief die Umsetzung aber nur partiell. Das mit c’dATP
modifizierte PCR-Produkt konnte im Gegensatz dazu nur von dem einen Enzym (Sma I),

welches kein Adenosin in der Erkennungssequenz trégt, geschnitten werden.
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4.4.2 Restriktionsspaltung des doppelstrangig modifizierten
121mers aus pOM9

Im folgenden ist das PCR-Produkt mit den mdglichen Schnittstellen der Restriktionsenzyme

dargestellt:

Alu |
5’-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAATTGGCTGCAGGTCGAC
3’-GTCCTTTG TCGATACTGGTACTAATGCGGTTAACCGACGTCCAGCTG

Alu |
BamH | Hind 111 Xba | Alu |
GGATCCCAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGCATGCGATATCGAGCTCT
CCTAGGGTTCGAAGAAGATCTCCATGGCGTACGCTATAGCTCGAGA

Smal EcoR I
CCCGGGAATTCACTGGCCGTCG TTT TAC-3
GGGCCCTTAAGTGACCGGCAGCAAAATG-5’

Die Behandlung der mit c’dATP und 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat
modifizierten PCR-Produkte mit den Enzymen BamH I, EcoR | (Abbildung 56), Hind Il und
Xba | bewirkte bei beiden Modifikationen keine Spaltung, wahrend das mit dATP hergestellte
PCR-Produkt als Positivkontrolle vollstandig geschnitten wurde.

121 -
103 /99 -

Abbildung 56 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Uberpriifung der Restriktionsspaltung des
121mers unter Einsatz von EcoR | (Bahnl-3) und BamH | (Bahn 5-7). Bahn 1: Positivkontrolle,
Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes Edukt, Bahn 3: mit ¢’dATP modifiziertes Edukt, Bahn 4:
Langenstandard, Bahn 5: Positivkontrolle, Bahn 6: mit dA*TP modifiziertes Edukt, Bahn 7: mit
¢'dATP modifiziertes Edukt
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Sma I, welches kein Adenosin in der Erkennungssequenz enthélt, war auch hier in der Lage,
alle drei untersuchten PCR-Produkte zu spalten. Die Gelelektrophorese (Abbildung 57)
bestatigte, dal die PCR-Strange in die erwarteten DNA-Abschnitte von 96 und 25 Basen-

paaren getrennt wurden.

96 - - 121

-32

Abbildung 57 : Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Kontrolle der Restriktionsspaltung des 121mers
unter Verwendung von Sma | (Bahn 1-3) und Alu | (Bahn 5-7). Bahn 1: mit ¢c'dATP modifiziertes
Edukt, Bahn 2: mit dA*TP modifiziertes Edukt, Bahn 3: Positivkontrolle, Bahn 4. Langenstandard,
Bahn 5: mit c¢’dATP modifiziertes Edukt, Bahn 6: mit dA*TP modifiziertes Edukt, Bahn 7:
Positivkontrolle

Beim Vergleich der Einwirkung des Restriktionsenzyms Alu | auf die drei unterschiedlichen
PCR-Produkte zeigte sich, daR das mit c’dATP modifizierte PCR-Produkt nicht in die
erwarteten DNA-Abschnitte von 47, 32 und 10 Basenpaaren geschnitten wurde, wéahrend
diese Fragmente beim mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat und mit
dATP hergestellten PCR-Produkt deutlich zu sehen waren.

Aus diesen Vergleichen ging eindeutig hervor, dall ein mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin-5’-O-triphosphat modifiziertes PCR-Produkt im Gegensatz zum mit c¢’dATP
modifizierten PCR-Produkt zum Beispiel von der Restriktionsendonuklease Alu I gespalten
werden konnte. Bei der Vielzahl zur Verfugung stehender Restriktionsendonukleasen kénnten
durchaus noch weitere Enzyme gefunden werden, die in der Lage sind, mit 2’-Desoxy-7,9-

dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat modifizierte DNA zu schneiden.
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4.4.2.1 Spaltungsversuch mit unaufgereinigter, doppelstrangig modifizierter
DNA aus pOM9

Um auszuschliel3en, dal Bestandteile der Pufferlésungen, welche bei der Reinigung der PCR-
Produkte mittels QIAquick-Séulen verwendet wurden, oder das Saulenmaterial selbst die
Restriktionsspaltung storten, wurde diese am unaufgereinigten, doppelstrangig modifizierten
PCR-Produkt wiederholt. Fir dieses Experiment wurde einmal eine mit bio-USP als Primer
amplifizierte DNA aus pOM9 und auBerdem das mit USP als Primer und dATP bzw. c7dATP
oder dA*TP hergestellte PCR-Produkt aus pOM9 verwendet. Das PCR-Produkt wurde dann
sofort unaufgereinigt in die Restriktionsspaltung eingesetzt. Hierbei zeigte sich keinerlei
Verdnderung gegenuber der Untersuchung mit der aufgereinigten, doppelstrangig
modifizierten DNA. Daraus folgte, daf} die Restriktionsspaltung nicht von der Reingung
abhangig war, sondern von der Inkorporation des modifizierten Desoxynukleosid-

triphosphates beeinflult wurde.

4.4.3 Restriktionsspaltung eines doppelstrangigen DNA-Fragmentes, bei

welchem nur ein Strang modifiziert war

Nachdem die Restriktionsspaltung am doppelstrangig modifizierten DNA-Fragment
untersucht worden war, blieb die Frage, welche Auswirkungen die Modifikation nur eines
Stranges auf die Restriktionsendonukleasen haben wirde. Zur Beantwortung wurde zuerst das
doppelstrangig modifizierte 121mer aus pOM9 unter Verwendung des Primers bio-USP
anstelle von USP amplifiziert. Der Einsatz des biotinylierten Primers ermdglichte die

Aufreinigung des PCR-Produktes iber das Streptavidin-Biotin-System.

Nach der Amplifikation des 121mers wurde dieses an die mit Streptavidin beladenen
Dynabeads gebunden. AnschlieBend wurde der DNA-Doppelstrang durch Inkubation mit
Natronlauge denaturiert und der nicht biotinylierte Strang durch Waschen entfernt. Der an den
Beads verbleibende modifizierte Einzelstrang diente als Template fur die nachfolgende
Primerelongation unter Verwendung der vier natiirlichen Desoxynukleosidtriphosphate. Um
den Erfolg der Denaturierung und Elongation beobachten zu kénnen, mufite der zur Primer
Extension Reaktion eingesetzte Primer (SilCut-Primer) so an das Template binden, dal} der

neu entstehende DNA-Strang einen im Gel sichtbaren Massenunterschied zum urspringlich
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vorhandenen DNA-Strang aufwies. Nachfolgend sind das PCR-Produkt des 121mers, die
Sequenz des SilCut-Primers fir die Primer Extension und die Schnittstellen der getesteten
Restriktionsendonukleasen abgebildet:

RP-Primer Alul SilCut-Primer
5’-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAATTGGCTGCAGGTCGAC
3’-GTCCTTTG TCGATACTGGTACTAATGCGGTTAACCGACGTCCAGCTG

Alu |
Bam HI Hind 111 Alu l
GGATCCCAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGCATGCGATATCGAGCTCT
CCTAGGGTTCGAAGAAGATCTCCATGGCGTACGCTATAGCTCGAGA

EcoR |
CCCGGGAATTCACTGGCCGTCG TTT TAC-3’
GGGCCCTTAAGTGACCGGCAGCAAAATG-5’

bio-USP

Zur Uberpriifung der Verlangerung des SilCut-Primers wurde ein Fiinftel des Ansatzes mittels
eines denaturierenden Polyacrylamidgels analysiert. Um nur den verldngerten Primer zu
betrachten, wurde der halbmodifizierte DNA-Doppelstrang mit verdiinntem Ammoniak zur
Denaturierung erhitzt. Der biotinylierte, modifizierte Strang sollte auf diese Weise Uber das
Strepavidin an die Beads gebunden bleiben, wahrend der neu hergestellte, unmodifizierte
Strang im Uberstand fiir Untersuchungen zur Verfligung stehen sollte.

Aufgrund der Tatsache, daB im Gel nach der Primerelongation zwei Banden zu erkennen
waren, von denen eine der Lange nach der urspringlichen PCR-Bande entsprach und die
andere, schneller laufende den verlangerten Primer darstellte, wurden die Doppelstrang-
denaturierung und die anschlielende Primerverlangerung noch zweimal wiederholt. Dies
geschah, um sicherzugehen, dal der Ansatz kein urspriingliches PCR-Produkt mehr enthielt,
denn eigentlich war im Gel der Primerelongation nur die Bande des verlangerten Primers
erwartet worden. Es muf3te daher so gut wie mdglich ausgeschlossen werden, dal3 die Bande,
die der Lange nach dem urspriinglichen PCR-Produkt glich, aufgrund einer unvollstandigen

Reaktion zustande gekommen war. Da diese Bande, die der Lange nach dem urspriinglichen
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PCR-Produkt entsprach, aber auch nach dreimaliger Wiederholung der Denaturierung nicht
verschwand, wurde angenommen, daf3 durch Einwirkung des verdinnten Ammoniaks bei 60
°C nicht nur eine Denaturierung des Doppelstranges eintrat, sondern zum Teil auch der

biotinylierte Strang von den Beads abgespalten wurde.

Fur die eigentliche Restriktionsspaltung wurde jeweils ein Zehntel des Ansatzes der Primer
Extension Reaktion mit Alu I, BamH I, Hind Il oder EcoR | an den Beads inkubiert. Diese
vier Restriktionsendonukleasen wurden ausgewahlt, da Alu I und Hind Il schon bei dem
doppelstrangig modifizierten DNA-Fragment teilweise erfolgreich waren, die Restriktions-
schnittstelle von EcoR | besonders anspruchsvoll - Schnitt neben zwei Adenosinen - und die

von BamH | besonders einfach - Schnittstelle zwischen zwei Guanosinen - erschien.

3
5
l Amplifikation durch PCR

mit biotinylierten Primern
3I

5

l Immobilisierung
an die Beads

l Denaturierung

ul 0901 OQOU'I @
allw

l Primer Extension

5
){istriktionsspaltung

Uberstand | > 3
3 5

Denaturierung mit
A)\vird. Ammoniak
Uberstand I1 ()()573
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2

W

80°C Ammoniak
Uberstand 111 Beads
5' 3
o —

Abbildung 58 : Schematische Darstellung des Restriktionsexperiments
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Nach der Spaltung wurde der Uberstand I, der die doppelstrangigen Spaltprodukte enthalten
sollte, separiert. Die Beads wurden mit verdiinntem Ammoniak inkubiert, um den letzten Teil
des Heteroduplexes zu denaturieren. Auch der Uberstand Il wurde separiert. Die Beads
wurden abschliefend mit 2 mol/l Ammoniak bei 80 °C erhitzt, um den biotinylierten Strang,
soweit noch vorhanden, von den Beads abzuspalten. Der hierbei enstandene Uberstand Il
wurde wieder separiert und das Ammoniak anschlieRend entfernt. Die Uberstande wurden
mittels eines denaturierenden Polyacrylamidgels auf die erhaltenen Spaltprodukte hin
Uberpraft.

Aufgrund der Tatsache, dal? sich unmodifizierte DNA-Fragmente von modifizierten DNA-
Fragmenten in ihrem Laufverhalten unterscheiden und zwar dadurch, dal3 die modifizierten
DNA-Fragmente im allgemeinen langsamer laufen und auRerdem durch die Tatsache, daf ein

DNA-Fragment biotinyliert war, wurde die Auswertung der Spaltungsmuster erschwert.

Bei der Restriktionsspaltung mit Alu | war nach der Inkubationszeit von drei Stunden kein

ungespaltenes Edukt mehr zu erkennen. Die Spaltung war also vollsténdig.

Alu | erwartete Spaltprodukte (Bp) | gefundene Spaltprodukte
(Bp)
Uberstand | 57m , 32m , 29, 32 57m, 32, 29, ca.40
Uberstand II 32 32 , 32
Uberstand IlI 32m bio 32m bio » Ca. 40

Tabelle 2 : Erwartete und gefundene Spaltprodukte bei der Restriktionsspaltung mit Alu |

Im ersten Uberstand, der direkt nach der Restriktionsspaltung abgenommen wurde, waren die
erwarteten Banden bei 57 Basenpaaren, bei 32 und 29 Basenpaaren deutlich zu erkennen.
Zusétzlich trat aber noch eine nicht zu interpretierende Bande mit einer Lange von ca. 40
Basenpaaren auf. Der Uberstand nach der Denaturierung mit verdiinntem Ammoniak wies
zwei sehr schwache Banden auf, wovon die eine dem erwarteten unmodifizierten 32mer , die
andere wahrscheinlich dem modifizierten 32mer entsprach.

Auch im Uberstand nach der Abspaltung des letzten DNA-Abschnittes mit 2 mol/l Ammoniak
waren im Polyacrylamidgel zwei Banden zu erkennen, von denen die untere dem
biotinylierten 32mer entsprach. Die zweite, auch wieder ca. 40 Basenpaar lange DNA-

Sequenz, konnte nicht interpretiert werden.
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121 -
93 -
57 -
ca. 40 -
29/32 -
=20
Abbildung 59 : Denaturierendes Polyacrylamidgel nach der Silberfarbung zur Kontrolle der

Restriktionsspaltung beim Einsatz von Alu | (Bahn 4-6) und BamH | (Bahn 7-9). Bahn 1:
unaufgereinigtes, ungespaltenes PCR-Produkt, Bahn 2: gereinigtes, ungespaltenes PCR-Produkt,
Bahn 3: Edukt vor der Restriktionsspaltung (die langsam laufendere Bande stellt den biotinylierten,
modifizierten Strang des PCR-Produktes dar, die schneller laufende Band markiert den verlangerten,
unmodifizierten neu elongierten Strang), Bahn 4: Spaltung mit Alu I, Bahn 5: Spaltung mit Alu | und
Denaturierung mit verdiinntem Ammoniak, Bahn 6: Spaltung mit Alu I und Abspaltung von den Beads
mit 2 M Ammoniak, Bahn 7: Spaltung mit BamH I; Bahn 8: Spaltung mit BamH | und Denaturierung
mit verdinntem Ammoniak, Bahn 9: Spaltung mit BamH | und Abspaltung von den Beads mit 2 M
Ammoniak.

Dadurch, daB bei den anderen getesteten Restriktionsendonukleasen - im Gegensatz zu Alu | -
jeweils nur ein Schnitt durchgefuhrt wurde, waren die folgenden Bandenmuster etwas leichter

interpretierbar.

Alle Uberstande der BamH I-Spaltung wiesen keine Spuren des ungespaltenen Eduktes mehr
auf. Im Gegensatz zu dem doppelstrangig modifizierten DNA-Fragment konnte dieses
doppelstrangige, aber nur einzelstrangig modifizierte DNA-Fragment also von BamH |

vollstandig gespalten werden.

BamH I erwartete Spaltprodukte (Bp) | gefundene Spaltprodukte
(Bp)
Uberstand | 52m , 20 52m , 20
Uberstand II 73 73
Uberstand 111 69m. bio 69m. bio

Tabelle 3 : Erwartete und gefundene Spaltprodukte bei der Restriktionsspaltung mit BamH |
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Die Analyse des direkt nach der Restriktionsspaltung mit BamH | entnommenen Uberstandes
im Gel zeigte die beiden erwarteten DNA-Abschnitte von 52 und 20 Basenpaaren deutlich an.
Auch der mit verdiinntem Ammoniak hergestellte zweite Uberstand der BamH | Spaltung
wies das eine erwartete Fragment mit einer Lange von 73 Basenpaaren auf, welches durch
Denaturierung des letzten noch an den Dynabeads gebundenen DNA-Fragmentes gewonnen
wurde. Der dritte Uberstand enthielt auch nur die eine Bande, welche dem biotinylierten
69mer entsprach, das durch den 2 mol/l Ammoniak von den Beads abgeldst wurde. Aufgrund
der Biotinylierung laufen die beiden Banden des 72mers und 69mers ungeféhr auf gleicher
Hohe.

Hind 111 erwartete Spaltprodukte (Bp) | gefundene Spaltprodukte
(Bp)
Uberstand | 59, 27 59, 27
Uberstand I 66 66
Uberstand 111 62m, bio 62m, bio Und die beiden
ungespaltenen Strénge des
Eduktes

Tabelle 4 : Mdgliche und gefundene Spaltprodukte bei der Restriktionsspaltung mit Hind 111 unter der
Annahme, daR die Spaltung vollsténdig ablauft.

Der sofort nach der Restriktionsspaltung mit Hind 111 abgenommene Uberstand enthielt die
beiden erwarteten 59 und 27 Basenpaare langen DNA-Fragmente. Das 59mer war modifiziert.
Daher war die relative Lage (lief hoher als das 66mer) zum im zweiten Uberstand gefundenen
66mer zu erklaren. Auch das im dritten Uberstand vorhandene, modifizierte und biotinylierte
62mer lief auf der gleichen Héhe wie das unmodifizierte 66mer. Zusétzlich waren im dritten
Uberstand, welcher durch Zugabe von 2 mol/l Ammoniak gewonnen wurde, auch noch die
beiden ungespaltenen Strange des Eduktes zu sehen. Dieser Befund konnte am besten mit

dem nachfolgend dargestellten VVerlauf der Restriktionsspaltung erklart werden.
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Abbildung 60 : Vermuteter Verlauf der Restriktionsspaltung bei Verwendung von Hind III.

Das bedeutet, daB die Spaltung beider Strange des Heteroduplexes mit Hind 11l im Gegensatz
zum doppelstrangig modifizierten PCR-Produkt zwar stattfand, aber nur partiell. Teilweise
wurden also beide Strdnge des Heteroduplexes geschnitten und teilweise trat bei beiden

Strangen keine Spaltung ein.
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EcoR | erwartete Spaltprodukte (Bp) | gefundene Spaltprodukte
(Bp)
Uberstand | 103,71 103, 71
Uberstand II 22 103, 71
Uberstand 11 18, bio 71 und der ungespaltene
modifizierte Strang des
Eduktes

Tabelle 5 : Mdgliche und gefundene Spaltprodukte bei der Restriktionsspaltung mit EcoR | unter der
Annahme, dal? die Restriktionsspaltung vollstandig ablauft.

Die letzte Untersuchung mit EcoR | wies im ersten Uberstand (nach der Spaltung
entnommen) die beiden 103 und 71 Basenpaare langen DNA-Fragmente auf. Diese beiden
Fragmente waren aber auch im zweiten Uberstand zu finden. Hier war die Separierung des
ersten Uberstandes wahrscheinlich nicht vollstandig gelungen. Das im zweiten Uberstand
erwartete Fragment von 22 Basenpaaren konnte nicht identifiziert werden. Diese Kkleinen
Fragmente waren aber auch bei den anderen Spaltungen schon nur sehr schwach zu erkennen
gewesen. Der dritte Uberstand enthielt neben dem 71mer auch noch den ungespaltenen,
modifizierten Einzelstrang des Eduktes. Dies konnte am besten mit dem nachfolgend

dargestellten Verlauf der Restriktionsspaltung erklart werden.
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Abbildung 61 : Vermuteter Verlauf der Restriktionsspaltung unter Verwendung von EcoR |
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Die erhaltenen Spaltprodukte deuten darauf hin, dal im Gegensatz zum doppelstrangig
modifizierten PCR-Produkt hier beim doppelstrangigen, aber nur einzelstrdngig modifizierten
Edukt teilweise beide Strdnge des Heteroduplexes geschnitten und teilweise nur der

unmodifizierte Strang genickt wurde.

121

st 93

- 103

s - 1 7

Abbildung 62 : Denaturierendes Polyacrylamidgel nach der Silberfarbung zur Kontrolle der
Restriktionsspaltung des einzelstranigig modifizierten DNA-Fragmentes unter Verwendung von Hind
111 (Bahn 1-3) und EcoR | (Bahn 4-6). Bahn 1: Spaltung mit Hind Ill, Bahn 2: Spaltung mit Hind 111
und Denaturierung mit verdinntem Ammoniak, Bahn 3: Spaltung mit Hind 111 und Abspaltung von
den Beads mit 2 M Ammoniak, Bahn 4: Spaltung mit EcoR I, Bahn 5: Spaltung mit EcoR | und
Denaturierung mit verdiinntem Ammoniak, Bahn 6: Spaltung mit EcoR | und Abspaltung von den
Beads mit 2 M Ammoniak, Bahn 7: Edukt vor der Restriktionsspaltung (die langsam laufendere Bande
markiert den modifizierten biotinylierten Strang des PCR-Produktes, die schneller laufende Bande
stellt den verlangerten, unmodifizierten neu elongierten Strang dar), Bahn 8: 0,5 pl Restriktions-
endonuklease Alu 1, Bahn 9: biotinylierter Universal-Sequenzierungs-Primer (17mer) als
L&ngenstandard, Bahn 10: 50 bp Langenstandard

Es war vermutet worden, daR beim Ubergang vom doppelstrangig modifizierten PCR-Produkt
zum nur einzelstrangig modifizierten DNA-Doppelstrang die Restriktionsendonukleasen, die
das doppelstrangig modifizierte PCR-Produkt nicht spalten konnten, in diesem Versuch nur
den unmodifizierten Strang schneiden wirden und der modifizierte ungespalten aus dem
Experiment hervorgehen wirde. Diese Hypothese konnte aber nicht bestatigt werden, da
BamH I, welches nicht dazu in der Lage war, das doppelstrdngig modifizierte PCR-Produkt zu
schneiden, beide Strange des Heteroduplexes spalten konnte. Auch bei Verwendung der
Restriktionsendonuklease Hind 11l war im ersten Uberstand ein Fragment mit einer Linge
gefunden worden, die nur mit der Spaltung des modifizierten Stranges zu erklaren war.

Zusétzlich trat auch bei der Spaltung mit EcoR | ein ca. 103 Basenpaar langes Fragment auf,
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welches sich deutlich von den 93 und 121 Basenpaar langen Ausgangs-Strangen abzeichnete.
Dieses 103mer konnte nur durch die Spaltung des modifizierten Stranges entstanden sein.
Daraus liefl3e sich schliel3en, dal3 die Anwesenheit eines unmodifizierten Stranges die Spaltung
des modifizierten Stranges erleichtert. Beim Einsatz von EcoR | war im Uberstand 11l aber
auch der ungespaltene modifizierte Ausgangs-Strang noch deutlich zu erkennen. Das
bedeutet, dal3 die Restriktionsendonukleasen den einen modifizierten Strang viel langsamer

spalten konnen als den unmodifizierten Strang.

Insgesamt konnte der nur einzelstrangig modifizierte Doppelstrang von den getesteten
Restriktionsendonukleasen wesentlich besser gespalten werden als das doppelstrangig
modifizierte PCR-Produkt.

Restriktionsexperimente an einer Heteroduplex-DNA, bei welcher der modifizierte Strang
zwei Nukleotidanaloga - fur Adenosin und Thymidin - enthielt, wurden schon von Perrin et
al. 8% durchgefihrt. Aufgrund der Tatsache, daB sich die beiden Modifikationen in ihren
Maoglichkeiten zur  Wasserstoffbriickenbindung von den natirlichen  Nukleotiden
unterscheiden, war es nicht verwunderlich, dal3 der modifizierte Strang nicht von Hind 111 und
Xba | geschnitten wurde. Erstaunlich war aber, daB auch Xma 1, eine Restriktions-
endonuklease, die kein Adenosin und Thymidin in der Erkennungssequenz enthalt, im
Gegensatz zu den hier gewonnenen Erkenntnissen und den Experimenten von Seela et al. !
und Grime et al. ™4 bei Perrin et al.l*’® nicht in der Lage war, den modifizierten Strang zu

spalten.
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4.5 Stabilitatsprifung des modifizierten 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-

oxoadenosin-5’-O-triphosphates

Die Darstellung des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates erfolgte, um
ein Nukleosidtriphosphat zu synthetisieren, welches zunédchst von DNA-Polymerasen in
enzymatischen Tests - wie zum Beispiel PROBE, Primer Extension oder PCR - akzeptiert
werden konnte, welches aber auBerdem zu DNA-Fragmenten flhrte, die trotz Modifikation
von Restriktionsendonukleasen geschnitten wurden und welches wegen der C-glykosidischen
Bindung der Depurinierung von DNA-Fragmenten im Verlauf der MALDI-TOF
massenspektrometrischen Analyse entgegenwirken konnte.

Die nachfolgenden Untersuchungen beschéftigten sich alle mit der Frage, ob ein Einbau von
2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat bei der MALDI-TOF massenspektro-
metrischen Analyse wirklich zu stabileren DNA-Produkten flihrt als die Inkorporation des
natlrliche 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphates.

45.1 MALDI-Vermessung des Triphosphates

Es wurde versucht, die Stabilitatsunterschiede von 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-
O-triphosphat, 2’-Desoxy-7-deazaadenosin-5’-O-triphosphat und 2’-Desoxyadenosin-5’-O-
triphosphat allein durch Vermessung der Triphosphate per MALDI zu erhalten. Hierbei
konnten aber keine Unterschiede im Depurinierungsverhalten festgestellt werden. Um Aus-
sagen Uber die Stabilitdt machen zu konnen, mufiten daher langere DNA-Abschnitte

verglichen werden.
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4.5.2 MALDI-Vermessung einer PROBE-Reaktion mit einem
C/T-Primer

Es wurde ein Primer-Template-System kreiert, bei welchem der nur aus Cytidin und
Thymidin bestehende Primer mit Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase Thermo-
Sequenase unter Verwendung einer ddTTP-Stoplésung um zwei Desoxyadenosinmono-
phosphate und ddTMP, bei Verwendung einer ddCTP-Stopldsung um AATA und ddC und
mit einer ddGTP-Stoplésung um AATACAA und ddG verlangert werden sollte. Es wurde
dabei bei jeder Stopldsung ein Mix der vier natlrlichen Nukleosidtriphosphate, ein Mix mit
c’dATP und ein Mix mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat verwendet.
Nachfolgend sind das Template, der eingesetzte Primer und die mit der jeweiligen Stop-
Losung entstandenen DNA-Fragmente abgebildet.

CTCT CTTCTC CCTCC 4366 Da Primer
CTCT CTTCTC CCT CCA AddT 5280 Da ddTTP-Stop
CTCT CTTCTC CCT CCA ATA ddC 5882 Da ddCTP-Stop

CTCT CTT CTC CCT CCA ATA CAA ddG 6837 Da ddGTP-Stop
3’-CTG CCG AGA GAA GAG GGA GGT TAT GTT CGA AGA AGA TC-bio-5" 38mer

Bei diesem nur aus Cytidin und Thymidin gebildeten Primer wurde kein Basenverlust
erwartet. Wenn durch die Verlangerung um zwei, drei oder fiinf Adenosinmonophosphate ein
Basenverlust beobachtet wirde, ware er auf die Depurinierung des Adenosins zurtick-

zufuhren.

Zuerst wurden die erhaltenen Proben bei geringer Laserenergie per MALDI-TOF vermessen,
um den Erfolg der PROBE-Reaktion zu uberprifen. Dabei konnten alle erwarteten Massen
nachgewiesen werden. Eine Erhohung der Laserenergie flihrte bei allen untersuchten Proben
zu einer Abspaltung der Cytosinbase (Abbildung 63), so dal kein Stabilitatsvergleich méglich
war. Dieses Experiment zeigte, daf} nicht nur die Purinbasen leicht abgespalten werden
kdnnen, sondern daB auch die N-glykosidische Bindung des Cytidins bei der MALDI-TOF
massenspektrometrischen Analyse labil ist. Aufgrund dieser Erkenntnisse mufte - um die
unterschiedlichen Stabilitaten von dATP, ¢c’dATP und dA*TP nachzuweisen - ein weiteres

Experiment mit einem Primer, der nur Tymidin enthielt, durchgefiihrt werden.
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Abbildung 63 : oben MALDI-TOF-Massenspektrum der Positivkontrolle des mittels einer PROBE-
Reaktion um dAJAdTdAdCdAdAddG verléngerten Primers (Masse 4366 Da) bei der Vermessung mit
niedriger Laserenergie. unten MALDI-TOF-Massenspektrum der gleichen Probe bei hoherer
Laserenergie. Die erwartete Masse des Produktes von 6837 Da wurde verifiziert, aber bei hoherer
Laserenergie konnte vor allem der Basenverlust des Cytosins (6721 Da) beobachtet werden.
Zusatzlich trat eine Addition von einem, zwei oder mehreren Natriumionen (+22) und die
Adduktbildung mit Citrat (7022 Da) auf.

109



I11. Allgemeiner Teil - Biochemie und Massenspektrometrie

4.5.3 MALDI-Vermessung einer PROBE-Reaktion mit einem T-Primer

Bei dieser PROBE-Reaktion sollte ein Poly-T-Primer eines Primer-Template-Systems durch
Zugabe von dATP, c’dATP oder dA*TP mit Hilfe der DNA-Polymerase ThermoSequenase
um vier Nukleotide verlangert werden. Nachfolgend ist das Primer-Template-System und das

erwartete Produkt dargestellt:

TTITT TTT TTT TTT TTT TTTT 6022 Da Primer
TTTT TTT TTT TTT TTT TTT TAAAA 7275 Da Produkt
3’-CTG CTA AAA AAA AAA AAA AAA AAA ATT TTAGTT CGT GCT-bio-5" 39mer

Aufgrund der vielen Mdoglichkeiten fir eine Fehlhybridisierung wurde mit keiner groRen
Ausbeute bei diesem Versuch gerechnet. Die Fehlhybridisierungen sollten aber von der DNA-
Polymerase auch nicht verlangert werden, so daR nur ein Produkt erwartet wurde. Es zeigte
sich aber bei Vermessung der Proben bei normaler Laserenergie, dal3 der Primer nicht nur um
vier, sondern auch um fiinf Nukleotide verlangert wurde. Der Einbau eines ,.extra“ Nukleotids
wurde schon bei vielen Polymerasen - besonders bei Taq - beobachtet und tritt besonders
haufig in Anwesenheit von dATP auf [4% 164 18] Bej diesem Experiment fand der Einbau

eines ,,extra* Nukleotids bei Verwendung der ThermoSequenase statt.

Da das zusatzlich auftretende Produkt die Intensitat des erwarteten Produktes verringerte und
bei Vermessung unter erhohter Laserenergie zu einer Komplexierung des erwarteten
Depurinierungsspektrums fiihren wirde und um den zusétzlichen Nukleotideinbau zu
minimieren, wurden die Reaktionsbedingungen der PROBE-Reaktion variiert. Die Annea-
lingtemperatur wurde in 5 °C-Schritten von 40 °C bis 55 °C verdndert. Eine zu hohe
Annealingtemperatur bewirkt, da der Primer-Template-Komplex gespalten wird, ohne daf3
eine Verladngerung stattgefunden hat. Eine zu niedrige Annealingtemperatur ermdglicht die
unspezifische Anlagerung des Primers. Gleichzeitig wurde die Zyklenzahl zwischen fiinf und
zehn Zyklen variiert. Bei 55 °C war kaum noch eine Verldngerung des Primers zu
beobachten. Das bedeutete, dal? bei dieser Temperatur der Primer-Template-Komplex zu
schnell wieder gespalten wurde.

Bei allen untersuchten Variationen waren mindestens zwei Produkte - seltener auch drei Pro-
dukte - durch den Anhang von einem und zwei zusétzlichen Nukleotiden zu sehen, aber die

zufriedenstellendste Kombination trat bei 40 °C und 10 Zyklen und zum Zweiten bei 45 °C
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und 10 Zyklen auf. Diese beiden Variationen wurden bei der PROBE-Reaktion ausprobiert.

Die erhaltenen Proben wurden zuerst mit normaler Laserenergie vermessen.
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Abbildung 64 : oben MALDI-TOF-Massenspektrum der Positivkontrolle des mittels dATP um vier
(7279 Da), funf (7590 Da) und sechs (7896 Da) Nukleotide verlangerten Primers (Masse 6022 Da).
unten MALDI-TOF-Massenspektrum des unter Verwendung von dA*TP um vier (7278 Da), finf
(7591 Da) und sechs (7896 Da) Nukleotide verlangerten Primers.
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Abbildung 65 : MALDI-TOF-Massenspektrum des unter Einsatzes von ¢’dATP um vier (7270 Da),
flnf (7579 Da) und sechs (7884 Da) Nukleotide verlangerten Primers.

Nachdem sich ergeben hatte, dal3 der Versuch erfolgreich verlaufen war, wurden die Proben
mit erhOhter Laserenergie untersucht. Dabei konnte trotz der zusétzlich eingebauten
Nukleotide eindeutig gezeigt werden, daB die mit dA*TP und c’dATP hergestellten Proben
im Gegensatz zur dATP-Probe wesentlich stabiler gegenuber einer Depurinierung waren.

Die Massendifferenz von 136 Da zwischen dem mittels dATP um vier Nukleotide
verlangerten Poly-T-Primers (7276 Da) und dem ersten Signal bei 7140 Da (Abbildung 66
oben) wiesen deutlich auf eine Depurinierung hin. Eine Depurinierung des um funf und sechs
Nukleotide verlangerten Primers, welche Signale bei 7454 Da und 7762 Da ergeben wirde,
war nicht sichtbar, da die mdglichen Peaks von den durch Citrataddition entstandenen

Signalen uberlagert wurden.

In den MALDI-Spektren des mittels dA TP (Abbildung 66 unten) oder c’dATP verlangerten
Primers (Abbildung 67) traten neben den Peaks fir die Verlangerung um vier, finf und sechs
Nukleotide nur die Citrataddukte auf. Eine deutliche Depurinierung des um vier Nukleotide

elongierten Primers war nicht sichtbar.
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Abbildung 66 : oben MALDI-TOF-Massenspektrum der Positivkontrolle bei der Vermessung mit
erhéhter Laserenergie. Die Signale bei 7276,7 Da, 7589,8 Da und 7897,9 Da kennzeichnen den um
vier, finf und sechs Nukleotide verlangerten Primer. Das Signal bei 7140,7 Da zeigt die
Depurinierung des um vier Nukleotide verlangerten Primers an. Die Depurinierungspeaks des um finf
und sechs Nukleotide elongierten Primers, die bei 7455 Da und 7763 Da liegen, sind von
Citratadditionspeaks tberlagert und deshalb nicht sichtbar. unten MALDI-TOF-Massenspektrum des
mittels dA*TP um vier (7277 Da), finf (7589 Da) und sechs (7900 Da) Nukleotide verlédngerten
Primers bei Vermessung mit hoherer Laserenergie. Das im obigen Spektrum deutlich sichtbare
Depurinierungssignal des um vier Nukleotide verl&dngerten Primers mit einer Masse von 7142 Da ist
hier nicht zu erkennen. Die beiden kleinen vorgelagerten Signale (7151 Da) ergeben sich aufgrund von
Verunreinigungen und sind nicht auf eine Depurinierung zurtickzufiihren. Die weiteren moglichen

Depurinierungspeaks (7454 Da und 7765 Da) wéren auch hier wieder durch die Signale der
Citrataddition (7467 Da) verdeckt.
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Abbildung 67 : MALDI-TOF-Massenspektrum des mittels ¢’dATP um vier (Masse 7278 Da), fiinf
(Masse 7590 Da) und sechs (7901 Da) Nukleotide verldngerten Primers bei der Vermessung mit
hoherer Laserenergie. Wie in Abbildung 66 unten ist auch hier kein Signal fur die Depurinierung des
um vier Nukleotide elongierten Primers (erwartete Masse 7143 Da) zu erkennen. Die beiden kleinen
vorgelagerten Signale ergeben sich aufgrund von Verunreinigungen und sind nicht auf eine
Depurinierung zuriickzufiihren. Die moglichen weiteren Depurinierungspeaks bei 7455 Da und 7766
Da waren auch hier von den Signalen, welche durch Citrataddition (+ 190 Da) auftreten, verdeckt.

Mit Hilfe der hier durchgefiihrten Versuche wurde insgesamt gezeigt, daf3

 das modifizierte Desoxynukleosidtriphosphat in DNA inkorporiert werden konnte.

» die Wechselwirkungen mit den Restriktionsendonukleasen so weit verbessert werden
konnten, da zum Beispiel Alu I in der Lage war, DNA-Fragmente, die das modifizierte
Nukleotid enthielten, zu schneiden.

* DNA-Abschnitte, die das modifizierte Nukleotid enthielten, gegenuber einer Depuri-

nierung stabiler waren als unmodifizierte DNA-Fragmente.
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IV Diskussion

Die MALDI-TOF Massenspektrometrie stellt eine zukunftsweisende, schnelle, einfache und
genaue Methode zur Molekulargewichtsbestimmung von polymeren Verbindungen dar. Auch
in der Detektion und Analytik von DNA hat sich die MALDI-TOF Massenspektrometrie
bewahrt und bietet in zahlreichen Féllen, insbesondere in Bereichen mit hohem Probenauf-
kommen, bereits eine ernsthafte Alternative zur Gelelektrophorese. Im Vergleich zu
gelelektrophoretischen Verfahren ist die Zeitdauer einer Messung in der Massenspektrometrie
zur Dauer der enzymatischen Reaktion vernachlassigbar. AuBerdem ist bei der Gelelektro-
phorese ein Markieren oder Farben der Probe zur Detektion notwendig und die
Molekulargewichtsinformation wird nur indirekt ber den Vergleich von Mobilitdten von
Vergleichsmolekulen gewonnen, wéhrend in der Massenspektrometrie der Analyt direkt und
unmittelbar Gber seine Masse mit einer hohen Genauigkeit detektiert wird. Um das
Auflésevermdgen und damit die Massengenauigkeit weiter zu erhdhen, kann einmal der
MALDI-ProzeR selbst durch die Entwicklung neuer Gerate optimiert werden. Daneben bietet
die Suche nach neuen Matrices und der Einsatz von Nukleosidtriphosphatanaloga zur
Stabilisierung des zu untersuchenden DNA-Fragmentes eine weitere Maoglichkeit der
Verbesserung. Durch chemische Modifikationen ist es moglich, Fragmentierungen von DNA
unter Bedingungen der MALDI-TOF Massenspektrometrie zu unterbinden. So stellt zum
Beispiel die Verwendung von N’-Deazapurintriphosphaten zur Synthese von modifizierten
Nukleinsdauren eine sehr einfache Methode dar, die Qualitit der Spektren auch auf bereits

vorhandenen MALDI-TOF Massenspektrometern erheblich zu verbessern.[*¢%]

Im Rahmen dieser Arbeit wird die lineare Synthese von 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-
oxoadenosin-5’-O-triphosphat (dA™TP) und der biochemische Einsatz des Desoxynukleosid-

triphosphatanalogons zur DNA-Analytik und MALDI-TOF Massenspektrometrie beschrieben.

Bei der Nukleosiddarstellung wurde die Ausbeute innerhalb der achtstufigen, linearen
Synthese bis zum 4-Amino-7-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-B-D-ribofuranosyl)furo-
[3,2-d]pyrimidin 9 (geschiitztes Nukleosid) zwar von 1,55 % %! auf 5,94 % gesteigert, aber in
Hinblick auf die noch folgende Desoxygenierung, Schitzung und Triphosphatsynthese
verliefen diese ersten acht Stufen der 22 stufigen, linearen Synthese bis zum Triphosphat mit

geringer Ausbeute. Daher ware eine Anderung der Synthesestrategie, indem die lineare
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Synthese durch eine konvergente ersetzt wird, zur Darstellung des modifizierten

Desoxynukleosids zu diskutieren.

Die lineare Synthese der Purinderivate entspricht dem Weg der de novo Purinbiosynthese.
Auch hier wird der Heterozyklus schrittweise an der Ribose aufgebaut. Eine konvergente
Synthese - in diesem Fall die Synthese eines geschiitzten Zuckers und eines Heterozyklus mit
anschlieBender Glykosidierung - entspricht dagegen dem Salvage Pathway. Bei dieser
Wiederverwertungsreaktion konnen Purinnukleotide aus freien Purinbasen, die durch den

hydrolytischen Abbau von Nukleinsduren entstanden sind, zurtickgewonnen werden.

Die konvergente Synthese gelang bei der Darstellung der 7-Deazanukleoside durch
Glykosidierung der Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinderivate %! aber die Glykosidierungsreaktion
der modifizierten Base war der EngpaR dieser Synthese. So wurde neben zahlreichen
Verbesserungen der Reaktionsbedingungen auch der Zugang zu den 7-Deazanukleosiden tber
den Aufbau des Ringsystems an dem Zucker versucht 8. Diese 7-Deazapurine enthielten
aber noch die N-glykosidische Bindung, wéhrend das erste Zielmolekil dieser Arbeit, das

7,9-Dideaza-7-oxoadenosin, eine C-glykosidische Bindung besitzt.

Die Synthese von 9-Deazanukleosiden, welche eine C-glykosidische Bindung enthalten,
wurde zuerst von Klein und Lim durch Synthese des Heterozyklus an der geschitzten Ribose
beschrieben ™ 18811990 versffentlichten Girgis et al. eine konvergente Synthese fiir die 9-
Deazaguanosindarstellung “®. Entscheidend fiir die direkte elektrophile C-Glykosidierung
war dabei die Elektronendichte an C-9, die im Falle des 9-Deazaguanins gro3 genug war. Die
direkte Glykosidierung von 7,9-Dideaza-7-oxoadenin wurde in der Literatur noch nicht
erwéhnt. Diese konvergente Synthese ware auch nur dann von Vorteil, wenn die Darstellung

des Heterozyklus relativ schnell und in guten Ausbeuten gelénge.

Bei den bisher erwahnten chemischen Nukleosidsynthesen wurde das Purinnukleosid
entweder durch Glykosidierung einer Base mit geschiitzter Desoxyribose oder durch den
Aufbau des Heterozyklus an der Ribose und anschlieRender 2°-Desoxygenierung erhalten. Die
de novo Purinbiosynthese verlduft dagegen am 5-Phosphoribosyl-1-amin und flhrt daher
direkt zu den Monophosphaten. Diese Monophosphate werden durch Kinasen in die

entsprechenden Di- und Triphosphate tberfuhrt. Auf chemischem Wege stehen haupt-séchlich
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zwei Wege zur Triphosphatsynthese zur Verfiigung. Nach Hoard/Ott [*2! und Yoshikawa 3!
sowie nach Ludwig ™% koénnen 2’-Desoxynukleoside ohne vorherige Schiitzung in die
Triphosphate Uberfiihrt werden. Dies gelang, wie auch in dieser Arbeit gezeigt wurde, aber
nicht bei allen 2’-Desoxynukleosiden. Matulic-Adamic et al. '***! fanden heraus, daR sich
einige Triphosphate aus ungeschiitzten 2’-Desoxynukleosiden synthetisieren lielen und
andere auf diesem Wege nicht herstellbar waren. Ein Darstellungsweg, der dagegen immer
funktionierte, war der nach Ludwig und Eckstein ™7 welcher vom 3’- und an der
Aminofunktion geschutzten 2’-Desoxynukleosid ausgeht. Bei beiden Wegen wurde in
Anlehnung an die Purinbiosynthese erst das Monophosphat hergestellt, welches dann durch

ein Pyrophosphatreagenz gleich in das Triphosphat tberfiihrt wurde.

Im biochemischen Teil dieser Arbeit wurde das selbst synthetisierte, modifizierte Nukleotid
zuerst in PROBE-Reaktionen (Primer Oligo Base Extension-Reaktion) eingesetzt. Der
Ergebnisvergleich zweier PROBE-Reaktionen - eine mit einer mit BSA behandelten
Triphosphatrohlésung, eine mit gereinigtem Triphosphat durchgefuihrt - zeigte deutlich, dal3
auf die grindliche Reinigung in diesem Fall nicht verzichtet werden konnte. Nachdem in
weiteren PROBE-Reaktionen die Inkorporation des modifizierten Nukleosidtriphosphates 50
bestatigt worden war, wurden verschiedene thermostabile DNA-Polymerasen auf ihre
Fahigkeit hin untersucht, das modifizierte Nukleosidtriphosphat einzubauen. Dies geschah an
einem schon vielfach ausgetesteten PCR-System, bei welchem an einem 87mer Template
mittels zweier 19 Basenpaar langer Primer ein doppelstrangiges 48mer amplifiziert wurde
(1771 \son den 10 getesteten Polymerasen bauten fiinf ( (exo-)Vent, (exo-)DeepVent, Thermo-
Sequenase, Pwo und UlTma ) das modifizierte Nukleotid gut ein. Erstaunlich war dabei, dai
die DNA-Polymerase Pwo, obwohl sie eine Proofreading-Aktivitat besitzt, die Modifikation
einbaute, wahrend (exo-) Taq und (exo-)Pfu, welche keine solche 3’-5’-Exonuklease-
aktivitat  besitzen, 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50 kaum

inkorporierten.

Lutz et al. Y hatten neun verschiedene thermostabile DNA-Polymerasen innerhalb einer
Primer-Extension auf ihre F&higkeit hin getestet, dATP gegentiber von Pseudothymidin,
welches im Template eingebaut war, zu inkorporieren. Sie stellten fest, daR Polymerasen mit
Proofreading-Aktivitat dazu neigen, den Primer abzubauen anstatt dATP gegentiber von

Pseudothymidin einzubauen. Auflerdem erwies sich an dieser Stelle (exo-)Taq als die DNA-
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Polymerase, welche am besten geeignet war, Pseudothymidin wahrend einer PCR zu
inkorporieren. In einem anderen Experiment untersuchten Lutz et al. ™ die Fahigkeit
verschiedener DNA-Polymerasen PNA-Primer wéhrend einer Primer-Extension zu

elongieren. Hier war Pwo der (exo-)Tag-Polymerase weit tberlegen.

Eine weitere Untersuchung, in welcher Ono et al. ! den Einbau von 2’-Fluor-2’-
desoxynukleosidtriphosphaten in einer Primer-Extension unter Verwendung verschiedener
DNA-Polymerasen testeten, ergab, dal} (exo-)Pfu, (exo-)Vent, (exo-)DeepVent und UlTma
diese Modifikationen am besten einbauten. Ein potentiell wichtiger Faktor flr die effiziente
Extension eines Primers durch DNA-Polymerasen ist die An- bzw. Abwesenheit der 3’-5’-
Exonukleaseaktivitdt, welche ein schon eingebautes, modifiziertes Nukleotid wieder
herausschneiden kann. In einem Vergleich der Wildtyp-DNA-Polymerasen mit ihren (exo-)-
Varianten zeigten Ono et al.® daB die Polymerasen ohne Proofreading-Aktivitat die
2’-Fluor-2’-desoxynukleosidtriphosphate viel besser inkorporierten als die Wildtyp-DNA-
Polymerasen. Der Verlust der 3’-5’-Exonukleaseaktivitat fiihrt aber auch zu einem Anstieg
der Fehlinkorporationen wéhrend einer PCR. Ein Anstieg der Misinkorporation wahrend einer
PCR wird auch durch Zugabe von Mg?*- oder Mn?*-lonen beobachtet. Ono et al. (! folgerten
daraus, dal3 eine erhohte Magnesiumkonzentration die Proofreadingaktivitat erniedrigt und
damit den besseren Einbau von 2’-Fluor-dNTPs durch Wildtyp-DNA-Polymerasen mit 3’-5-
Exonukleaseaktivitat ermoglicht. Diese Vermutung wurde anhand von UlTma, Pfu, Vent und

DeepVent bestétigt.

Von den 5 DNA-Polymerasen, die in der Lage waren, 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-
5’-O-triphosphat 50 gut einzubauen, besallen ThermoSequenase, (exo-)Vent und
(exo-)DeepVent keine 3’-5’-Exonukleaseaktivitait. UlTma und Pwo haben eine 3’-5’-
Proofreading-Aktivitat, aber die Magnesiumionenkonzentration im mitgelieferten Reaktions-
puffer lag bei 2 mM und damit in dem Bereich, in dem - wie Ono et al. [} gezeigt haben - die

Proofreading-Aktivitat eingeschréankt ist.

Unter Beibehaltung der PCR-Bedingungen (Zyklenzahl und Temperatur) wurde die L&nge des
zu amplifizierenden Templates erhdht und damit die Schnelligkeit der DNA-Polymerasen
untersucht. Eine Erhohung der L&nge des zu amplifizierenden Templates bis hin zu 729

Basenpaaren zeigte, da nur noch Pwo die Modifikationen schnell - und ohne danach zu
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pausieren - inkorporieren konnte. Das Enzym mit Proofreading-Aktivitat und einer Fehlerrate
von ungefahr 2 x 10* Fehlern/Base ° war damit im Einbau der Modifikation schneller als
(exo-)DeepVent ohne 3’-5’-Exonukleaseaktivitét, (exo-)Vent mit einer Fehlerrate von 190 x
10 Fehlern/Base ®! und ohne 3’-5’-Exonukleaseaktivitit und ThermoSequenase ohne

Exonukleaseaktivitat und mit einer Genauigkeit von 98,5 % 194,

Die Synthese von 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat erfolgte mit dem
Ziel, eine unter MALDI-Bedingungen stabilere und von Restriktionsendonukleasen spaltbare
DNA amplifizieren zu kénnen. Eine deutliche Verbesserung der Stabilitdt von zu unter-
suchender DNA war schon Siegert et al. 1 durch den Einsatz von 7-Deazanukleosid-5’-
triphosphaten und Ono et al. ®* durch die Verwendung von 2’-Fluornukleosidtriphosphaten
gelungen. Jetzt sollte mit der neuen Modifikation neben der spater noch diskutierten Stabilitat
vor allem die Spaltbarkeit so modifizierter DNA-Fragmente durch Restriktionsendonukleasen

bewiesen werden.

Bei dem gelelektrophoretischen Vergleich der unmodifizierten und modifizierten DNA-
Fragmente war deutlich zu erkennen, dal3 sich die 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-
O-triphosphat 50 enthaltenden DNA-Fragmente durch eine geringere Mobilitat auszeichneten.
Dieses auch von Li et al. ®! bei der Inkorporation von N’-Cyanoboran-2’-desoxyguanosin-
5’-O-triphosphat beobachtete Phdnomen kodnnte durch eine gro3ere Rigiditat der modifizierten
DNA aufgrund der etwas langeren C-glykosidischen Bindung, der sp’-Hybridisierung des

Kohlenstoffes und der daraus resultierenden leicht verédnderten Lage der Base erklart werden.

Durch die Inkorporation von dA TP oder ¢’dATP, die den natiirlichen 2’-Desoxy-nukleosid-
5’-O-triphosphaten von der &ulReren Gestalt ziemlich ahnlich sind, wurde die Geometrie der
DNA aber nicht vollstandig verandert, denn wie auch schon Seele et al. ! und Grime et
al.l’® mit c’"dATP und c’dGTP gezeigt hatten, lieRen sich die modifizierten Fragmente mit
Restriktionsendonukleasen, welche kein A bzw. G in der Erkennungssequenz enthielten,
schneiden. So wurde zum Beispiel die mit dA"TP modifizierte DNA durch Sma I, einer
Restriktionsendonuklease, die die Erkennungssequenz CCCGGG besitzt, vollstandig
gespalten. Perrin et al. 7% beobachteten dahingegen, daR durch den Einbau von zwei
Modifikationen, die noch grofiere Reste an der Base trugen, die so veranderte DNA auch von

Restriktionsendonukleasen, die keine Modifikation in der Erkennungssequenz haben, nicht

119



V. Diskussion

mehr geschnitten werden konnte. Als Begriindung gaben sie an, daR die Erkennungssequenz
wahrscheinlich von den Modifikationen flankiert und daher die Bindung des Enzyms inhibiert
und/oder die Erkennungssequenz verzerrt worden war.

Das vollstandig in beiden Strangen - bis auf die kurzen Primerregionen - mit 2’-Desoxy-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50 modifizierte DNA-Fragment wurde in weiteren
Experimenten auch mit Restriktionsendonukleasen inkubiert, welche eine sechs-Nukleotid-
lange Erkennungssequenz haben, die die Modifikation enthielt, und bei denen die Spaltung
neben der Modifikation (EcoR 1), zwischen zwei modifizierten Nukleotiden (Hind II1) oder
ein bzw. zwei Nukleotide entfernt (BamH | und Xba I) stattfand. Aullerdem wurde mit Alu |
eine Restriktionsendonuklease mit einer nur vier-Nukleotid-langen Erkennungssequenz
verwendet, welche nicht direkt neben der Modifikation schneidet. Wahrend keines der flinf
untersuchten Enzyme die mit c’dATP modifizierte DNA, aber alle die unmodifizierte DNA
als Positivkontrolle spalteten, ergab sich bei der mit dA'TP modifizierten DNA ein
gemischtes Bild. Mit Xba | und BamH | konnte unter den Testbedingungen keine Spaltung
registriert werden, obwohl die Schnittstelle nicht direkt neben der Modifikation lag. Auch bei

EcoR | waren keine Spaltprodukte zu erkennen.

Um so erstaunlicher war die Tatsache, daB die mit dA TP modifizierte Polylinkersequenz aus
M13mp18 mit Hind Ill, welches zwischen zwei Modifikationen spaltet, partiell geschnitten
werden konnte. Entweder war an dieser Stelle die Verzerrung der DNA nicht so ausgepragt
oder die Nachbarschaft der beiden Adenosinanaloga bewirkte im Rahmen der gesamten
Struktur eine gleichméRigere - dem Original ahnlichere - Anordnung der Positionen, mit

denen das Enzym in Wechselwirkung trat.

AuBerdem konnte die mit dA"TP modifizierte DNA von Alu |, einer Restriktionsendo-
nuklease mit einer nur vier-Nukleotid-langen Erkennungssequenz, gespalten werden. Dies
konnte daran liegen, daB die durch die Modifikation entstandene Verdnderung der
Gesamtstruktur bei dieser kirzeren Erkennungssequenz nicht so stark ausgepragt war wie bei

einer sechs-Nukleotid-langen Erkennungssequenz.

Um die Auswirkungen des Modifikationseinbaues besser studieren zu kénnen, wurde ein nur
in einem Strang modifiziertes DNA-Fragment aus pOMS9 hergestellt und wieder mit den

schon getesteten Restriktionsendonukleasen untersucht. Alu | konnte beide Strange dieser
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Hybrid-DNA wie erwartet spalten, aber auch mit BamH | gelang dieses Mal die vollstandige
Spaltung beider Stréange. Hind 1ll, welches das doppelstrangig modifizierte, aus pOM9
amplifizierte 121mer nicht gespalten hatte, war in der Lage, teilweise die beiden Strange der
Hybrid-DNA zu schneiden. Beim anderen Teil der Hybrid-DNA wurden beide Strdnge gar
nicht gespalten. Dies bedeutet, dal die Spaltung sehr viel langsamer ablief als mit
unmodifizierter DNA und dal® wahrscheinlich beide Strange relativ gleichzeitig geschnitten
wurden, da kein genicktes Intermediat bzw. nur die beiden ungespaltenen Strédnge zu
beobachten waren. Auch EcoR | konnte die beiden Strange der Hybrid-DNA teilweise
schneiden und teilweise war deutlich zu erkennen, daR nur der unmodifizierte Strang
vollstdndig genickt wurde. Abgesehen davon, dal? die Restriktionsspaltung auch hier stark
verlangsamt war, implizierte dieser Befund, daR die Restriktionsendonuklease die beiden
Strdnge unabhdngig voneinander gespalten hat. Dieser Spaltungsmechanismus wurde auch
von Eckstein et al.™® bei der Untersuchung von DNA-Fragmenten, welche Phosphorthioate
enthielten, fir EcoR | aufgezeigt. Er konnte in einer zeitabhdngigen Analyse der
Spaltungsprodukte einzelstrangig modifizierter, doppelstrangiger DNA von M13mp9 zeigen,

dal’ bei Inkubation mit EcoR I zuerst nur genickt, spater dann vollstandig gespalten wurde.

Neben dem Ziel, daR eine mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50
modifizierte DNA noch von Restriktionsendonukleasen geschnitten werden sollte, muf3te die
so modifizierte DNA auch eine erhdhte Stabilitat gegeniiber der Depurinierung aufweisen, um
Vorteile im Vergleich mit den schon bekannten Modifikationen zu besitzen. Denn die
Inkorporation von c’dATP und c’dGTP oder von den 2’-Fluoranaloga der natiirlichen
Desoxynukleosid-5’-O-triphosphate fiihrte - wie schon erwéhnt - zu DNA-Fragmenten,

welche keine Depurinierung bei der MALDI-TOF massenspektrometrischen Analyse zeigten.

Die Depurinierung unter MALDI-TOF massenspektrometrischen Bedingungen wird durch die
Protonierung der Base eingeleitet und fihrt dann zum Bruch der labilen N-glykosidischen
Bindung. Bis jetzt wurden eine ganze Reihe von Modifikationen hergestellt, um die
Depurinierung zu unterdriicken. Zum Beispiel erfolgte die Synthese der 7-Deazaanaloga der
nattrlichen Desoxynukleosidtriphosphate, um die Protonierung der Base zu verhindern. Die
2’-Fluoranaloga der naturlichen dNTPs wurden eingesetzt, da Fluor durch den Elektronenzug
die N-glykosidische Bindung stabilisiert und die Nukleophilie am Stickstoffatom in Position 7

reduziert und so der Depurinierung entgegenwirkt. Auch der Einsatz von
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Ribonukleosidtriphosphaten geschah aus dem gleichen Grund. Die C-Glykosidanaloga der
dNTPs haben durch die C-glykosidische Bindung eine erhohte Stabilitdt. Gemein ist allen
Modifikationen, da zwar die Depurinierung unterdriickt wurde, aber die enzymatischen
Reaktionen nicht problemlos abliefen. Der Einsatz von 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-
triphosphat bewies aber, dal} einige Restriktionsspaltungen auch mit modifizierter DNA

gelingen.

Der Stabilitatstest - zum Nachweis der Depurinierungsunterdriickung - wurde durchgefihrt,
indem mit Hilfe einer Primer-Extension Reaktion ein Poly-T-Primer unter Verwendung eines
Desoxynukleosidtriphosphatmixes, bestehend aus dATP, dGTP, dCTP und dTTP, oder
c’dATP und den restlichen natiirlichen Desoxynukleosidtriphosphaten, oder dA TP und den
restlichen natirlichen Desoxynukleosidtriphosphaten, um vier A verldangert wurde. Ein
Vergleich der Extensionsprodukte per MALDI-TOF Massenspektrometrie ergab eindeutig,
dalR beim Einsatz der neuen Modifikation genauso wenig Depurinierung zu beobachten war
wie bei Verwendung von c’dATP. Damit konnten die beiden Erwartungen, die an das
modifizierte 2’-Desoxynukleosid-5’-O-triphosphat gestellt worden waren, von diesem erfullt

werden.

Zusétzlich wurde bei der MALDI-TOF massenspektrometrischen Analytik der modifizierten
DNA eine groRere Intensitat der Peaks gegentiber der unmodifizierten DNA bemerkt. Ein
solcher Befund kénnte durch die bessere Desorbierbarkeit von mit dA™TP und c’dATP
modifizierter DNA erklart werden. Um die Vermutung zu bestatigen, wurden zwei
Mikrosatellitensequenzen amplifiziert und anschlieend unter Verwendung von dATP bzw.
c’dATP oder dA™TP in eine PROBE-Reaktion eingesetzt ™" *!. Die erhaltenen MALDI-
TOF-Spektren lielen keine eindeutige Aussage zu, was eventuell darauf zuriickzufiihren ist,
dal bei dem Standardverfahren fir PROBE-Reaktionen mit der DNA-Polymerase Thermo-
Sequenase gearbeitet wurde und daB gerade dieses Enzym dATP nicht sonderlich schnell
einbaut. Zur genaueren Bestimmung, ob die Modifikation tatsachlich die Desorption ver-
bessert, miften im Anschluf an diese Arbeit zahlreiche Proben unter standardisierten
Bedingungen, am besten durch automatisierte Probenauftragung auf einen Silicium-Chip und
automatisierte Vermessung per MALDI-TOF Massenspektrometrie, untersucht und statistisch

ausgewertet werden.
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Neben der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Modifikation miten zur Verhinderung
des Basenverlustes unter MALDI-Bedingungen auch noch das entsprechend modifizierte
dG TP und dC TP hergestellt werden. Denn wie bei der Untersuchung eines mit Adenosin
verlangerten C/T-Primers festgestellt wurde, ist auch bei Cytosin die N-glykosidische
Bindung unter MALDI-TOF massenspektrometrischen Bedingungen nicht stabil. Dieser
Befund zeigte, dal’ die sdurekatalysierte Hydrolyse der Nukleoside doch kein so gutes Modell
fur die Erklarung der Depurinierung unter MALDI-TOF massenspektrometrischen Bedin-
gungen - bei welchen die Reaktionen in der Gasphase stattfinden - darstellt. Wahrend A und G
bei der sduerekatalysierten Hydrolyse saurelabil sind, ist C saurestabil. Eine Ubertragung des
Modells auf den MALDI-Prozel3 musste daher eine Stabilitdt von C und T gegeniber einer
Labilitit von A und G ergeben. Experimente zeigen aber, daf unter MALDI-TOF

massenspektrometrischen Bedingungen nur T stabil ist.

AuBer den hier diskutierten Modifikationen wird auch der Einsatz von massenmodifizierten
Nukleotiden zur VergroRBerung des Massenunterschiedes zwischen A und T zur besseren

¢ [199]

massenspektrometrischen Sequenzierung von DNA angestreb . FOr eine optimale

Inkorporation all dieser modifizierten Nukleosidtriphosphate laufen Versuche, die

Substratspezifitat vorhandener Enzyme zu modulieren 78209,

Der Einsatz von modifizierten Nukleinsauren ist mit hohen Kosten verbunden. Deshalb sollte
einerseits die Synthese der Modifikationen verbessert werden und andererseits konnten durch
eine weitere Miniaturisierung die benétigten Substanzmengen reduziert werden. So gelang
zum Beispiel durch den Einsatz von Nanotechnologie die Dosierung von Probenmengen im
Pikoliterbereich 1. Mit Hilfe der Miniatur-DurchfluR-PCR %% 2% kgnnte es gelingen, den
gesamten Prozell einer enzymatischen Reaktion, samt Probenkonditionierung und

abschlieRender Detektion, auf einem Chip durchzufihren.

Eine solche Miniaturisierung gelingt aber nur bei gleichzeitiger Verbesserung der massen-
spektrometrischen  Nachweisempfindlichkeit. Ein positiver Effekt wurde bei der
Kristallisation des Matrix-Analyt-Gemisches auf hydrophoben Oberfldchen, zum Beispiel bei
der Verwendung von mit Teflon, Parafilm oder Tesafilm beschichteten Probentellern

t [204, 205]

beobachte . AuBerdem ist die Wahl der richtigen Matrix entscheidend fir die

massenspektrometrische Analyse. Die Suche nach neuen Matrices, die bisher rein empirisch
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erfolgte, konnte durch eine systematische Untersuchung des Kristallisationsvorganges

sicherlich erleichtert werden.

Die entscheidenden Vorteile der massenspektrometrischen DNA-Analytik mittels MALDI-
TOF liegen neben der einfachen Probenvorbereitung, der hohen Geschwindigkeit des
Melvorganges und dem daraus resultierenden hohen Probendurchsatz, der durch Kombination
der MALDI-TOF-MS mit der DNA-Chip-Technologie noch enorm gesteigert werden konnte,
vor allem in dem hohen Automatisierungspotential. Durch die Entwicklung optimierter
enzymatischer Verfahren speziell fur die Massenspektrometrie (PROBE-Reaktion und DNA-
Sequenzierung mittels Endo- und Exonukleasen 1 ) bietet sich die Methodik fir
kommerzielle Anwendungen an. AuRerdem erwies sich die Analyse von SNPs 297291 ynq
Short-Tandem-Repeats ™** 2% mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie als niitzlich
zur Lokalisierung, ldentifizierung und Charakterisierung der Funktionen spezifischer Gene.
Ein zukinftiges Einsatzgebiet der massenspektrometrischen DNA-Analytik konnte daher in
der Pharmakogenomics, einer Wissenschaft, die die Zusammenhénge zwischen Medikament
und genetischer Situation eines Patienten zum Einsatz maBgeschneiderter Arzeneimittel

untersucht, liegen (211212,
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V  Zusammenfassung

Bei Untersuchungen von Oligonukleotiden mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie stellt
die mit steigender GroRe der zu analysierenden DNA-Fragmente abnehmende Massen-
auflosung und Massengenauigkeit den limitierenden Faktor dar, ausgelést durch die
Adduktbildung des ionisierten DNA-Fragmentes und Fragmentierungsreaktionen wie zum

Beispiel die Depurinierung.

Die bisher zur Verhinderung der Depurinierung verwendeten 7-Deazamodifizierten DNA-
Fragmente besitzen den entscheidenden Nachteil, da Restriktionsendonukleasen nicht mehr
in der Lage sind, sie zu spalten, da das N-7-Stickstoffatom an der Erkennung der spezifischen
DNA-Sequenz beteiligt ist. Diese Enzyme spielen jedoch in der DNA-Diagnostik und in

molekularbiologischen Techniken eine bedeutende Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Synthese eines 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-
O-triphosphates 50 (dA*TP) durch den Aufbau des Ringsystems an der geschitzten Ribose,
eine 2’-Desoxygenierung und eine Umwandlung des 2’-Desoxynukleosids in das ent-
sprechende 2’-Desoxynukleosid-5’-O-triphosphat entwickelt. Dieses Molekul, welches eine
C-glykosidische Bindung und ein Sauerstoffatom in Position 7 besitzt, sollte von DNA-
Polymerasen akzeptiert werden und zu DNA-Fragmenten fiihren, die sowohl eine erhohte
Stabilitdt im Sinne der massenspektrometrischen Analyse aufweisen als auch von Restrik-

tionsendonukleasen gespalten werden.

Die Darstellung des 7,9-Dideaza-7-oxoadenosins 11 gelang in einer neunstufigen linearen
Synthese durch den Aufbau des modifizierten Ringsystems an der freien 1-OH-Gruppe einer
ansonsten vollstandig geschitzten Ribose und die abschlieBRende Entschutzung der

Hydroxylfunktionen mit einer Ausbeute von insgesamt 5,87 % (ber alle Schritte.
Nachdem die vierstufige Desoxygenierung der 2’-OH-Gruppe sowohl an Uridin als auch an

Adenosin erfolgreich getestet worden war, wurde das modifizierte Nukleosid 11 desoxy-

geniert und das 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 in 43,5 %iger Ausbeute erhalten.
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Eine probeweise durchgefuhrte Triphosphatsynthese von 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat
47 unter Verwendung von ungeschiitztem 2’-Desoxyadenosin 26 als Ausgangs-material war
nicht erfolgreich und flhrte zu der Erkenntnis, dal das 2’-Desoxynukleosid vor der
Triphosphatsynthese in das entsprechende N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-

nukleosid umgewandelt werden mufte.

Die Darstellung von N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin
39 verlief am erfolgreichsten, wenn zuerst die exozyklische Aminofunktion nach der Methode
der Peracylierung mit abschlieRender selektiver Verseifung protektiert wurde. AnschlieRend
wurde die 5’-OH-Gruppe tempordar mit Dimethoxytritylchlorid geschiitzt, die 3’-Hydroxyl-
funktion mit Methoxyessigsaureanhydrid 35 , welches durch Umsetzung von Methoxy-
essigsdure mit Dicyclohexylcarbodiimid gewonnen worden war, verestert und abschlieRend
die 5’-OH-Gruppe wieder entschitzt. Die Ausbeute dieser funfstufigen Synthese lag dann bei
27 %.

Im Rahmen der Triphosphatsynthese nach Ludwig und Eckstein wurde das geschitzte
2’-Desoxynukleosid unter Verwendung von 2-Chloro-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on
und Bis(tri-n-butylamin)pyrophosphat, der Entschiitzung der exozyklischen Aminofunktion
und der 3’-OH-Gruppe in das Triphosphat umgewandelt und abschlieBend durch lonenaus-
tauschchromatographie gereinigt. Die probeweise durchgefiihrte Synthese von 2’-Desoxy-
adenosin-5’-O-triphosphat 47 gelang in 30 %iger Ausbeute, die vierstufige Darstellung von

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50 in 44,7 %iger Ausbeute.

Insgesamt wurde 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50 in einer
zweiundzwanzigstufigen, linearen Synthese mit einer Ausbeute von 0,3 % hergestellt. Die
Synthese erfolgte, um ein Nukleosidtriphosphat zu entwickeln, welches als Grundvorraus-
setzung von DNA-Polymerasen in enzymatischen Tests akzeptiert werden konnte, welches
dann aber vor allem zu DNA-Fragmenten fihren sollte, die trotz Modifikation von
Restriktionsendonukleasen gespalten werden und die nicht so leicht der Depurinierung

unterliegen.
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Im biochemischen Teil dieser Arbeit wurde das modifizierte Triphosphat 50 daher zuerst
exemplarisch in PROBE-Reaktionen (Primer Oligo Base Extension) eingesetzt. Hiermit
konnte die Inkorporation in einen DNA-Strang mittels MALDI-TOF und die Verwendbarkeit

des Nukleosid-5’-O-triphosphates 50 fiir enzymatische Reaktionen nachgewiesen werden.

AnschlieBend wurden 10 verschiedene DNA-Polymerasen auf ihre Inkorporationsfahigkeit in
bezug auf das modifizierte 2’-Desoxynukleosid-5’-O-triphosphat 50 an einem bestehenden
PCR-System mit einem kurzen DNA-Abschnitt als Template untersucht. Die Hélfte der
getesteten thermostabilen DNA-Polymerasen - namlich ThermoSequenase, (exo-) DeepVent,

(exo-)Vent, UlTma und Pwo - waren in der Lage, die Modifikation gut einzubauen.

In den né&chsten Versuchen wurden (exo-)DeepVent, (exo-)Vent, ThermoSequenase und Pwo
auf ihre Einbauféhigkeit fir das modifizierte 2’-Desoxynukleosid-5’-O-triphosphat 50 bzw.
die Schnelligkeit der Inkorporation in bezug auf steigende Templateldngen unter Beibehaltung
der PCR-Bedingungen hin untersucht. Dazu wurden durch geeignete Primer/Template-
Systeme doppelstrangige DNA-Fragmente von 121 bis 729 Basenpaaren dargestellt. Die
Versuche wurden parallel mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat 50 , 2’-
Desoxy-7-deazaadenosin-5’-O-triphosphat und 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat
durchgefuihrt. Bei Verwendung des 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates
50 konnten ein 121mer und 122mer von (exo-)DeepVent, (exo-)Vent und Pwo - nicht aber von
ThermoSequenase -, ein 391mer und ein 729mer nur noch von Pwo gut amplifiziert werden.
Die so gewonnenen doppelstrangigen DNA-Abschnitte enthielten an allen Positionen in der
Sequenz - mit Ausnahme der kurzen Primersequenzen - anstelle des 2’-Desoxyadenosins das

modifizierte Desoxynukleosid.

Nachdem mit Pwo eine thermostabile DNA-Polymerase gefunden worden war, die das
modifizierte Nukleosidtriphosphat 50 sehr gut inkorporierte, wurden an den doppelstrangig
mit dA*TP 50 oder mit c’dATP modifizierten oder den mit natiirlichem dATP hergestellten
121meren und 122meren Restriktionsexperimente unter Verwendung von sechs Restriktions-
endonukleasen durchgefiihrt. Die Restriktionsendonuklease Sma I, welche kein A in der
Erkennungssequenz enthélt, schnitt alle untersuchten DNA-Abschnitte. Mit Alu | gelang die
Spaltung der unter Verwendung von dATP oder dA*TP 50 hergestellten DNA-Abschnitte,

wahrend die mit c’dATP amplifizierten DNA-Abschnitte nicht geschnitten wurden.
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Aulerdem war Hind Il in der Lage, das mit dA*TP 50 hergestellte 122mer partiell zu
spalten. Aus diesen Vergleichen ging hervor, dal} unter Verwendung von dA*TP 50
hergestellte DNA-Fragmente besser von Restriktionsendonukleasen geschnitten werden als

unter Einsatz von ¢’dATP amplifizierte DNA-Abschnitte.

Um die Auswirkung der Modifikationsinkorporation auf die Restriktionsendonukleasen weiter
zu untersuchen, wurde ein doppelstrangiges DNA-Fragment, bei welchem nur ein Strang mit
dA*TP 50 modifiziert war, synthetisiert. Von den vier getesteten Restriktions-endonukleasen
waren Alu | und BamH | dazu in der Lage, den Heteroduplex vollstandig zu schneiden,
wéhrend Hind 11l die Spaltung beider Strdnge des Heteroduplexes nur partiell gelang. Beim
Einsatz von EcoR 1 konnte beobachtet werden, dal teilweise beide Strdnge des
Heteroduplexes geschnitten und teilweise nur der unmodifizierte Strang genickt wurde.
Insgesamt wurde der nur einzelstrangig modifizierte Doppelstrang wesentlich besser gespalten

als das doppelstrangig modifizierte PCR-Produkt.

Nach den Restriktionsexperimenten wurde die Stabilitdt von DNA-Abschnitten, die durch
dA*TP 50 oder c’dATP modifiziert worden waren, im Vergleich zu natirlichen DNA-
Fragmenten untersucht. Dazu wurde ein Poly-T-Primer durch Zugabe von dATP oder c’dATP
oder dA*TP 50 verlangert. Mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie konnte bei
erhohter Laserenergie gezeigt werden, daB sowohl mit dA*TP 50 als auch mit c¢’dATP
deutlich weniger Depurinierungsprodukte zu beobachten waren als beim Einsatz des

natlrlichen Nukleosidtriphosphates.

Insgesamt wurde im Rahmen dieser Arbeit ein modifiziertes Nukleosidtriphosphat 50
synthetisiert und in biochemische Experimente eingesetzt. Mittels gezielter Tests wurde
gezeigt, daB die an die Modifikation gestellten Erwartungen, namlich die Amplifikation von
DNA-Abschnitten, die eine erhohte Stabilitdt gegentiber der Depurinierung aufweisen und

von Restriktionsendonukleasen geschnitten werden kdnnen, erfillt wurden.
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VI Summary

Today MALDI-TOF analysis of DNA is still limited by the decrease of mass accuracy and
mass resolution with increasing length of the nucleic acid. The achievable mass resolution is
reduced by adduct formation of the ionized DNA fragment and by fragmentations such as

depurination.

7-Deaza-modified DNA fragments, which are used to prevent depurination, have the
disadvantage of not being cleaved by restriction endonucleases, because the N-7 nitrogen

atom is involved in the base specific recognition of the DNA sequence.

This thesis documents the synthesis of a 2’-deoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosine-5’-O-
triphosphate 50 (dA*TP) by constructing the corresponding hetero cycle at the protected
ribose ring, followed by 2’-deoxygenation and transformation of the 2’-deoxynucleoside into
the corresponding 2’-deoxynucleoside-5’-triphosphate. This molecule, which possesses a
C-glycosidic bond and an oxygen in position 7, should be accepted by DNA polymerases and
restriction endonucleases and should lead to DNA fragments exhibiting increased stability for

the purposes of MALDI-TOF mass spectrometry.

Preparation of 7,9-dideaza-7-oxoadenosine 11 was achieved by a linear nine-step synthesis via
a modified ring system at the nonprotected 1-hydroxyl group of an otherwise fully protected
D-ribose ring and the subsequent deprotection of the hydroxyl functions in 5.87 % overall

yield.

The four-step deoxygenation of the 2’-hydroxyl group was first tested with uridine and
adenosine. With that experience the modified nucleoside 11 was deoxygenated and the

2’-deoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosine 32 was obtained in 43.5 % vyield.

The triphosphate synthesis of 2’-deoxyadenosine-5’-O-triphosphate 47 using the unprotected
2’-deoxyadenosine 26 as starting material proved unsuccessful, and lead to the conclusion that
the 2’-deoxynucleoside must be transformed into the N°-benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-

deoxynucleoside before the triphosphate synthesis.
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Preparation of N°-benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-deoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosine 39
proceeded most successfully upon initial protection of the exocyclic amino function of the
modified 2’-deoxynucleoside via peracylation followed by selective saponification. The
5’-OH group was subsequently protected with dimethoxytritylchloride, the 3’-hydroxyl
function was esterified with methoxyacetic acid anhydride 35 , which was obtained via
treatment of methoxyacetic acid with dicyclohexylcarbodiimide, and finally the 5’-OH group

was deprotected. The resulting product was obtained after five steps in 27 % overall yield.

Within the framework of the triphosphate synthesis of Ludwig and Eckstein, the protected
2’-deoxynucleoside was converted into the triphosphate by use of 2-chloro-4H-1,3,2-
benzodioxaphosphorin-4-one and bis(tri-n-butylamino)pyrophosphate, deprotection of the
exocyclic amino function and of the 3’-OH group, followed by purification via ion exchange
chromatography. The analogous four-step conversion of 2’-deoxyadenosine into 2’-deoxy-
adenosine-5’-O-triphosphate 47 succeeded with 30 % yield and 2’-deoxy-7,9-dideaza-7-

oxoadenosine-5’-O-triphosphate 50 was obtained in 44.7 % overall yield.

The final product, 2’-deoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosine-5’-O-triphosphate 50, was obtained
after a twenty-two-step linear synthesis in 0.3 % overall yield. The synthesis was carried out to
develop a nucleoside triphosphate, that is a substrate for DNA polymerases and restriction

endonucleases and that is more stable against depurination.

In the biochemical part of this thesis, the modified triphosphate 50 was first used in a PROBE-
reaction (Primer Oligo Base Extension). The successful incorporation into a DNA strand has
proven that the modified 2’-deoxynucleoside triphosphate 50 is a substrate for a primer

extension reaction as verified by MALDI-TOF mass spectrometry.

Subsequently, the incorporation of the modified 2’-deoxynucleoside triphosphate 50 with ten
different DNA polymerases on a well known PCR system with a short template was tested.
Half of the thermostable DNA polymerases examined were able to incorporate the modified

deoxyadenosine triphosphate 50.
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VI. Summary

In follow-up experiments, the ability of the modified nucleoside triphosphate 50 to be
incorporated and the speed of incorporation with respect to the increasing length of the
template under standard PCR conditions were investigated. To this end, double-stranded DNA
fragments with 121 to 729 basepairs have been prepared via suitable primer/template
systems. The experiments with 2’-deoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosine-5’-O-triphosphate 50,
2’-deoxy-7-deazaadenosine-5’-O-triphosphate and 2’-deoxyadenosine-5’-O-triphosphate were
performed in parallel. In the case of 2’-deoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosine-5’-O-triphosphate
50, a 121mer and a 122mer could be amplified with (exo-)DeepVent, (exo-)Vent and Pwo but
not with ThermoSequenase and a 391mer and a 729mer could only be obtained with Pwo.
The double-stranded DNA fragments generated contained the modified nucleoside instead of
deoxyadenosine in every position of the sequence, with the exeption of the short primer

sequences.

Since the thermostable Pwo DNA polymerase incorporates the modified nucleoside
triphosphate 50 very successfully, restriction experiments were performed using six restriction
endonucleases on double-stranded 121 and 122mer DNA fragments, which were produced
with dA*TP 50 , c’dATP or dATP. The restriction endonuclease Sma I, which contains no A
in the recognition sequence, cuts all DNA sections examined. The cleavage of DNA
fragments that were obtained using dATP or dA*TP 50 was successful with Alu I, whereas
c’dATP-amplified DNA was not cleaved. In addition Hind 111 was able to partially cleave the
122mer generated by the use of dA*TP 50 . From this observation it follows that dA*TP-
prepared DNA was more easily cleaved by restriction endonucleases than the c’dATP-
amplified DNA.

To further investigate the effect of modifications upon restriction endonucleases, a double-
stranded DNA fragment was synthesised, in which only one strand was modified with dA*TP
50 . Of the four restriction endonucleases tested, Alu | and BamH | were able to totally cleave
the heteroduplex, whereas Hind Ill only partially succeeded in splitting both strands of the
heteroduplex. It could be shown that EcoR | cleaved both strands of the heteroduplex in some
molecules, while in others only the unmodified strand was nicked. In general, the double
strands modified in only one strand could be cleaved much more easily then the double-

stranded PCR products in which both strands were modified.
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VI. Summary

After the restriction experiments, the stability of DNA fragments modified by dA*TP 50 or
c’dATP in comparision with the natural DNA sequence was examined. To this end, a poly-T-
primer was elongated via addition of dATP, c’dATP or dA*TP 50 . MALDI-TOF mass
spectrometry with increasing laser energy showed that depurination was significantly lower
where dA*TP 50 or ¢’dATP was used instead of dATP.

Within the framework of this thesis, a modified 2’-deoxynucleoside triphosphate was
synthesised and used in biochemical experiments. The hypotheses suggesting that the
modification of DNA fragments, i.e., their amplification, would increase their stability against
depurination and allow the modified fragments to be cleaved by restriction endonucleases

could be confirmed.
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VIl Experimenteller Teil

1 Allgemeine Hinweise

e Grundsatzlich wurden alle chemischen Reaktionen unter FeuchtigkeitsausschluR und -
sofern notig - unter Argon durchgefuhrt.
» Der Verlauf jeder Umsetzung wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt.

» Das Einengen der Reaktionsprodukte erfolgte bei Temperaturen < 40 °C.

1.1 Chemikalien

» Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den folgenden Firmen
bezogen: Merck (Darmstadt), Sigma (Deisterhofen), Aldrich (Steinheim), Fluka (Deister-

hofen), Lancaster (Muhlheim am Main)

Losungsmittel

* Fur alle chemischen Synthesen wurden ausschlieflich absolutierte Ldsungsmittel der

Firmen Fluka und Aldrich verwendet.

* Es wurde gereinigtes Wasser aus einer Reinstwasseranlage Milli-Q UF Plus der Firma

Millipore (Eschborn) eingesetzt.

1.2 Gerate und Methoden

Photometrische Messungen/ UV- und VIS-Spektrometrie

Die Vermessung der Fraktionen aus der Triphosphatreinigung zur Erstelllung der
Eluationsprofile erfolgte ohne Verdiinnung bei 260 nm mit einem GeneQuant-Photometer  (
Fa. Pharmacia) in Quarzglaskuivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm.

UV/VIS-Spektren wurden mit einem Biochrom LBK 4060 UV/VIS-Photometer

(Fa. Pharmacia) in Quarzglasklvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm aufgenommen.
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NMR-Spektrometrie

'H-NMR-Spektren (500 MHz) und **C-NMR-Spektren (126 MHz) wurden mit einem
Spektrometer Typ DRX 500, *H-NMR-Spektren (400 MHz) und **C-NMR-Spektren (100,62
MHz) mit einem Spektrometer Typ AMX 400 der Firma Bruker Daltonik (Bremen) erstellt.
Die Erstellung der *'P-NMR-Spektren erfolgte ebenfalls an einem Spektrometer des Typs
AMX400 der Firma Bruker Daltonik. Zur eindeutigen Zuordnung der Signale wurde neben
dem 'H- und dem *C-NMR-Spektrum fiir fast alle Verbindungen ein **C-DEPT-NMR-
Spektrum aufgenommen, und es wurden 'H -*H-COSY- und 'H- '3C-Cosy-Experimente
durchgefuhrt. Fir die eindeutige Identifizierung der a- und - Anomeren wurde einmal auch
ein NOSY-Spektrum aufgenommen.

Als interner Standard in den deuterierten Solventien (Fa. Merck) diente eine 0,5 %
Tetramethylsilanlosung bzw. das Signal des nicht deuterierten Anteils des verwendeten

Losungsmittels.

Massenspektrometrie

El-Massenspektren wurden im DirekteinlaRverfahren mit einem Massenspektrometer der
Firma Finnegan Modell MAT 311 A aufgenommen.

FAB-Massenspektren wurden an einem Gerét der Firma Finnegan Modell MAT 911 A unter

Verwendung der Matrix m-Nitrobenzylalkohol erstellt.

MALDI-TOF-Massenspektren

Die Spektren wurden an einem Biflex Il und einem Reflex Il der Firma Bruker Daltonik
GmbH im “ positiv ion linear mode “ mit einer Beschleunigungsspannung von ca. 20 kV und
mit einer um 500 ns verzogerten lonenextraktion aufgenommen.

Dabei wurden die Massenspektren mit einem Gemisch, bestehend aus 3 Oligonukleotiden
unterschiedlicher Lange, extern kalibriert. Als Matrix diente eine Ldsung von 0,7 mol/l

3-Hydroxypikolinsdure und 0,07 mol/l Diammoniumcitrat in Acetonitril/Wasser 1:1 (v/v).

Thermocycler

PCR-Reaktionen wurden in einem Omni-Gene Hybaidcycler von MWG Biotech (Ebersberg)
durchgefuhrt. PROBE-Reaktionen, Primer Extension sowie Ammoniak-Denaturierungen und
das Aufkochen der Proben mit einem Formamidpuffer zur Denaturierung vor der

Gelelektrophorese erfolgten in einem Thermocycler der Firma Biometra (G6ttingen).
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Gelelektrophorese
Elektrophoresen von Polyacrylamidgelen wurden in einer Gelkammer der Firma Keutz
(GieRen) durchgefuhrt.

Geldokumentation

Zur Aufnahme von Gelen aus der PCR wurde die CCD-Videokamera der DocuGel 1000
Station der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) verwendet. Gele nach Restriktions-
spaltungen und die denaturierten Gele wurden mit einer Geldokumentationsstation der Firma

Biozym (Hess. Oldendorf) aufgenommen.

IR-Spektrometrie
Die IR-Spektren wurden an einem Genisis Series Fourier-Transformations-Infrarot-
Spektrometer der Firma ATI-Mattson aufgenommen. Die Feststoffe wurden als KBr-

Prel3linge vermessen.

Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden mit Hilfe eines Electrothermal-Schmelzpunkt-bestimmungs-

apparates ermittelt. Die Werte sind unkorrigiert.

Dunnschichtchromatographie
Alle Reaktionen wurden dunnschichtchromatographisch verfolgt. Die Reaktionskontrolle
erfolgte auf Kieselgel-Fertigfolie (Kieselgel 60 F,4s5, Fa. Merck) unter Verwendung der jeweils
angegebenen DC-Laufmittel. Proben aus Ansétzen, die Pyridin oder DMF enthielten, wurden
entweder mit Toluol koevaporiert oder in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser
gewaschen und erst dann im Laufmittelsystem entwickelt.
Die Detektion erfolgte 1) visuell unter UV-Licht
2) nach Abdampfen der flichtigen Komponenten (z.B.: Pyridin)
mit einem HeiBluftfén nochmals unter UV-Licht zur Unterschei-
dung flchtiger und nichtfliichtiger UV-aktiver Verbindungen
3) durch Bespruhen mit einem Anisaldehyd-Zucker-Spriihreagenz
(4 ml Anisaldehyd, 2 ml konz. Schwefelsaure und 0,5 ml Eisessig
in 80 ml Ethanol ) und anschliel}ender thermischer Behandlung

mit einem HeilRluftfon.
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In der Wéarme entwickeln nukleosidische bzw. zuckerhaltige Verbindungen eine Blau- bzw.
Braunférbung, wahrend DMT-haltige Verbindungen bereits bei Raumtemperatur orangefarben

und tritylierte Komponenten auch bereits bei Raumtemperatur gelb erscheinen.

Saulenchromatographie
Préperative chromatographische Trennungen erfolgten an Kieselgel 60 ( Korngrofie 0,040 -
0,063 mm der Firma Merck) mit ca. 0,2 bar Uberdruck (Flash-Chromatographie). Die jeweils

verwendeten Laufmittel sind bei den einzelnen Synthesen aufgefiihrt.

lonenaustauschchromatographie (IEC) (préaparativ)

Fur die préaparative lonenaustauschchromatographie zur Trennung der Nukleosidtriphosphate
von den Monophosphaten wurde eine Anlage verwendet, die sich aus einem einfachen, aus
zwei verbundenen Kammern bestehenden Gradietenmischer, einer Schlauchpumpe, der Séule

und einem Fraktionssammler zusammensetzt.

Darstellung des Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffers (TEAB-Puffer)

Alle verwendeten Glasgerate wurden mit 18 Q Wasser gespult. Fir die Herstellung eines 1
mol/l Puffers wurde eine 1 mol/l wéssrige Triethylaminlosung so lange unter Rihren mit
Trockeneis versetzt, bis der pH-Wert zwischen 7,9 und 8,4 lag. Abschlielend wurde der

Puffer steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

Beschickung der Saule

120 g Diethylaminoethyl-Sephacel (DEAE-Sephacel) wurden in 1,8 | einer 0,5 mol/l HCI
eingerdihrt und 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der lonen-
austauscher - nachdem Schwebteilchen abdekantiert worden waren - filtriert, mit Wasser
gewaschen, bis der pH-Wert des Eluats bei ungefdhr 4 lag, dann in 1,8 Litern 0,5 mol/Il
Natronlauge aufgenommen und wieder 1,5 Stunden inkubiert. Nach dem erneuten
Abdekantieren der Schwebteilchen wurde der lonenaustauscher wieder filtriert und mit 18,2 Q
Wasser so lange gewaschen, bis das Eluat neutral war. Der so konditionierte DEAE-Sephacel-
lonenaustauscher wurde in 400 ml 0,7 mol/l Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer

aufgenommen und bei 4 °C in die Saule eingeflit.
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Alle Trennungen mittels lonenaustauschchromatographie mit DEAE-Sephacel wurden in
einem Kihlraum bei 4 °C durchgefiihrt. Vor jeder Trennung wurde die Sdule mit 0,025 mol/I
Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer equilibriert. Das zu trennende Rohprodukt wurde
dann in ca. 120 ml 0,025 mol/l Puffer Gber einen Zeitraum von 3 Stunden aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte mittels eines linearen Gradienten von 0,025 mol/l - 0,6 mol/l Puffer bei
einer mittleren FluBrate von ca. 0,4 ml pro Minute. Anschliellend wurde die S&ule regeneriert
(Spilung mit 0,6 mol/l Puffer und anschlieBend erneute Einstellung mit 0,025 mol/l Puffer).
Bei einer  langeren Lagerung  wurde die  Sdule unter 0,1  mol/l
Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer unter Zusatz von 0,02 % Natriumazid gesetzt und
bei 4 °C aufbewahrt.

Konditionierung von lonenaustauschern

Fur die Neutralisation saurer oder basischer Ansdatze und zur Synthese des
Pyrophosphatreagenzes wurden weitere lonenaustauscher verwendet.

Der lonenaustauscher Dowex Serva 1 x 2 ( KorngréRRe 200 - 400) in der Chloridform wurde
mit 1 mol/l Natronlauge gespult und anschlieend mit Methanol neutral gewaschen. Um zu
testen, ob die Beladung mit Hydroxydionen erfolgreich verlaufen war, wurde etwas
lonenaustauscher in eine Natriumchloridldsung gegeben. Die Natriumchloridldsung wurde
daraufhin basisch. Zur Regeneration wurde der lonenaustauscher erneut mit Natronlauge

gespult und mit Methanol gewaschen.

Der lonenaustauscher Dowex 50 WX8 (KorngréRe 100 - 200) in der H*-Form wurde mit
Pyridin gewaschen und anschliefend mit Ethanol gespdilt, bis die Lésung neutral war. Der auf
diese Weise in die Pyridiniumform Uberfiihrte lonenaustauscher wurde in die Reaktion
eingebracht. Zur Regeneration wurde der lonenaustauscher zuerst mit 1 mol/l Salzsdure, dann

mit Pyridin und zum Abschlul} mit Ethanol gespult, bis das Eluat neutral war.

Der lonenaustauscher Dowex 50 WX8 wurde auch in der H*-Form verwendet. Dafiir wurde
das Harz in Wasser aufgeschlammt und mit Wasser gewaschen. Zur Regeneration wurde der
lonenaustauscher mit 1 mol/l Salzs&ure gespilt und anschlielfend wieder so lange mit Wasser

gewaschen, bis das Eluat neutral war.
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2 Chemische Synthesen

2.1 Darstellung des modifizierten Nukleosids

2.1.1 Darstellung der geschitzten Ribose

2.1.1.1  2,3-O-lsopropyliden-D-ribofuranose 1

Methode A

Unter Rihren wurden zu 50 ml Aceton 5 g Molekularsieb (4 A, in der Mikrowelle
ausgeheizt), 2,056 g (13,7 mmol) Ribose und 2,02 g (10,62 mmol) p-Toluolsulfonsaure
gegeben und eine Stunde unter RickfluR gekocht.

Nach dem Abkihlen und der Molekularsiebentfernung durch Filtration wurde die Ldsung
durch Zugabe von 0,5 ml Pyridin neutralisiert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH3;CI/MeOH 10:1 R:: 0,38

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 72 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/ MeOH 97:3

Ausbeute: 1,04 g (5,505 mmol); 40,2 % d. Th. ( Lit.: 80 % ")

Methode B

Zu einer geruhrten Losung von 10 g (66 mmol) Ribose und 8,6 g (82,6 mmol)
2,2-Dimethoxypropan in 250 ml Acteon wurde bei 0 °C 0,01 ml konz. Schwefelsdure
hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 20 Stunden bei 5 °C gerihrt, durch Zugabe
von Natriumcarbonat neutralisiert. Das tUberschiussige Natriumcarbonat wurde abfiltriert und
mit Aceton ausgewaschen. Nach dem Einengen erfolgte die Trocknung des gelben,
sirupartigen Rohproduktes im Olpumpemvakuum.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH3Cl/MeOH 10:1 Rf: 0,39

Das Rohprodukt wurden sdulenchromatographisch an 250 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/ MeOH 97:3

Ausbeute: 8,76 g leicht gelblicher Sirup (46,2 mmol) ; 69,2 % d. Th (Lit.: 83 % 1)

138



VII. Experimenteller Teil - Organische Chemie

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl3)

o [ppm] = 1,32 und 1,48 (2s, 6H, 2CH3); 3,73 (dd, 2H, H-5; und H-5y);
4,41 (pseudo-s, 1H, H-4); 4,58 (d, 1H, H-2); 4,84 (d, 1 H, H-3);
5,43 (s, 1H, H-1); 7,28 (s, CDCly)
2Jsasp = 17,36 Hz; 2452 = 2,25 Hz; %14 sp = 3,15 Hz; 2,5 = 5,94 Hz

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)
O [ppm] = 24,72 (CH3); 26,37 (CHa3); 63,62 (C-5); 76,38-77,39 (CDCly);
81,69 (C-3); 86,85 (C-2); 87,79 (C-4); 102,94 (C-1); 111,99 (CMey)

IR-Spektrum (KBr-Prelling)

v [cm™] = 3409,52; 3399,88; 3369,03 (O-H-Valenzschwingung);
2985,26; 2940,91 (aliphatische C-H-Valenzschwingung);
1782 (C=0-Valenzschwingung); 1376,92 (C(CHgs).-Valenzschwingung);
1068,37; 1043,30 (C-O-Valenzschwingung)

Massenspektrum (ElektronenstoRR-lonisation)

M =190,2 g/mol; CgH1405

m/z [Da] (%) = 175 (M* -CHg, 19); 157 (M* -CHs und H,0, 6); 73 (CsHsO, , 83);
59 (C5H-0, 100)

2112  2,3-O-lIsopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2

8,36 g (43,95 mmol) 2,3-O-lIsopropyliden-D-ribofuranose 1 wurden bei Raumtemperatur in

17,6 ml Pyridin gelést und mit 14,7 g (52,8 mmol) Triphenylmethylchlorid unter Rihren

versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 20 Stunden wurde die orangefarbene Lésung in 220 ml

Wasser eingeruhrt, die (berstehende wassrige Phase abdekantiert, der zuriickbleibende

hellbraune Sirup nach dreimaligem Waschen mit Wasser in 130 ml Dichlormethan geldst

und dreimal mit jeweils 60 ml Wasser ausgeschittelt. Die organische Phase wurde zur

Klérung filtriert, Gber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt.

Der orangefarbene Sirup wurde zweimal mit Toluol koevaporiert und anschliefend im

Olpumpenvakuum getrocknet.
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DC-Kontrolle: Laufmittel Toluol/ Ethylacetat 5:1 Rf: 0,44

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte durch S&ulenchromatographie an 350 g Kieselgel
60.

Laufmittel: Toulol/Ethylacetat 10:1

Ausbeute: 13,13 g (30,37 mmol) Anomerengemisch; 69 % d. Th.

'H-NMR-Spektrum (400MHz, CDCls)

a-Anomer

3 [ppm] = 1,37 (s, 3H, CH3); 1,54 (s, 3H, CHs); 3,01 (dd, 1H, H-5,); 3,45 (dd, 1H, H-5);
3,99 (d, 1H, OH); 4,19 (pseudo-t, 1H, H-4); 4,58 (dd, 1H, H-3);
4,74 (dd, 1H, H-2); 5,75 (dd, 1H, H-1);
7,18-7,32 (M, 15 H, CHarom, und CDCl3 )
2Jsasp = 10,21 Hz; %3y on = 11,32 Hz; 2452 = 2,77 Hz; 314 sp = 2,99 Hz;
%J,3=6,2 Hz; )1, = 4,03 Hz

[B-Anomer

5 [ppm] = 1,34 (s, 3H, CHs); 1,48 (s, 3H, CH3); 3,35 (dd, 1H, H-5,); 3,42 (dd, 1H, H-5y)
3,90 (d, 1H, OH); 4,35 (pseudo-t, 1H, H-4); 4,66 (d, 1H, H-2);
4,79 (d, 1H, H-3); 5,33 (d, 1H, H-1);
7,18-7,32 (M, 15H, CHarom. und CDCls)
2Jsasp = 10,34 Hz; 231 o1 = 9,25 Hz; 31454 = 3,66 Hz; *J45, = 3,53 Hz;
%J,3=5,95 Hz

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)

a-Anomer

O [ppm] = 24,74 (CH3); 26,16 (CHa3); 65,46 (C-5); 76,46-77,47 (CDCly);
79,41 (C-2); 80,07 (C-4); 82,18 (C-3); 88,13 (CPhs); 98,02 (C-1);
112,18 (CMey); 127,02-129,03 (CHarom.); 143,41 (Cgarom.)

[B-Anomer

3 [ppm] = 25,09 (CHs); 26,51 (CH3); 65,06 (C-5); 76,46-77,47 (CDCls); 81,89 (C-3);
86,07 (C-4); 87,08 (C-2); 87,45 (CPhg); 103,54 (C-1); 113,05 (CMey);
127,02-129,03 (CHarom.); 142,74 (Cq, arom.)
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IR-Spektrum (KBr-Prelling)

v [em™] = 3435,61 (O-H-Valenzschwingung);
3085,03; 3058,46; 3030,73 (Aryl-H-Valenzschwingung);
2985,01; 2939,30; 2876,69 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)
1593,85; 1491,95; 1448,20 (aromatische C=C-Valenzschwingung)
1371,88 (C(CHs),-Valenzschwingung); 1073,49 (C-O-Valenzschwingung);

705,39 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

Massenspektrum (ElektronenstoRR-lonisation)

M = 432,5 g/mol; C7H2505

m/z [Da] (%) = 432 (M, 0,2); 430 (M*-2H, 0,2); 417 (M* -CH3, 0,3),
414 (M* -H,0, 0,4); 243 (Tr, 100); 165 (Tr -CsHe, 42);
105 (CsHsCO, 22); 59 (C3H;0, 38)

2.1.2  Aufbau des Furo[3,2-d]pyrimidinrings an der geschitzten Ribose

2.1.2.1 Cyanomethylentriphenylphosphoran 3

12 g (35,52 mmol) Cyanomethyltriphenylphosphoniumchlorid wurden in 240 ml Wasser
geldst und unter starkem Ruihren durch die Zugabe von ca. 40 ml einer 1 mol/l Natronlauge
auf einen pH-Wert von ca. 10 gebracht. Der dabei entstandene weil3e Niederschlag wurde
zligig abgesaugt, mit Wasser gewaschen, mit Dioxan lyophilisiert und im Olpumpenvakuum
getrocknet. Es entstanden 10,36 g eines weilRen Feststoffes als Rohprodukt. Dieses
Rohprodukt war leicht durch Triphenylphosphinoxid verunreinigt.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH,CIl,/MeOH 90:10 Ry :0,3

Rfoxia : 0,56
Ein kleiner Teil wurde zur Bestimmung der physikalisch-chemischen Parameter
séulenchromatographisch gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 96:4
Schmelzpunkt : 196 °C
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)
5 [ppm] = 2,00 (s, 1H, CH); 7,26 (CDCls); 7,43-7,71 (m, 19H, CHarom);

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)
3 [ppm] = 76,65-77,67 (CDCls); 77,37 (CH); 100,51 (CN); 128,53-129,11 (CHarom.);
131,88'132,30 (CHarom_)

IR-Spektrum (KBr-PreRling)

v [em™] = 3056,61 (Aryl-H-Valenzschwingung); 2140,59 (CN-Valenzschwingung);
1436,70 (P-Phenyl-Valenzschwingung); 1261,21 (P=0-Valenzschwingung)
723,17 und 694,24 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

Massenspektrum (Elektronenstof3-lonisation)
M =301,3 g/mol; CooH16NP
m/z [Da] (%) = 301 (M*, 0,3); 300 (M*-H, 0,6); 277 (M* -CN + 2H, 100); 76 (CsH4, 30)

2.1.2.2 2,3-O-1sopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4

Eine Losung von 16,49 g (38,13 mmol) 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranose 2 in
250 ml Acetonitril wurde mit 22,5 g (74,67 mmol) Cyanomethylentriphenylphosphoran 3
versetzt und 12 Stunden unter RuUckfluR gekocht. Das beim Abkuhlen ausfallende
Phosphinoxid wurde abfiltriert, das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und das entstandene
Rohprodukt mit Toluol koevaporiert.
DC-Kontrolle: Laufmittel Toluol/ Ethylacetat 5:1 Rt a-Anomer : 0,68

Rt p-Anomer : 0,63
Das gelblich-weilRe Rohprodukt wurde an 250 g Kieselgel 60 sdaulenchromatographisch
gereinigt.
Laufmittel: Toluol/ Ethylacetat 14:1
Ausbeute: 12,84 g (28,18 mmol); 73,9 % d.Th. (Lit.: 92% [¢])
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)

a-Anomer

5 [ppm] = 1,33 (s, 3H, CH3), 1,50 (s, 3H, CHs); 2,68 und 2,80 (dd, 2H, CH,);
3,15 (dd, 1H, H-5,); 3,36 (dd, 1H, H-5); 4,24 (pseudo-t, 1H, H-4);
4,52 (m, 1H, H-1); 4,75 (dd, 1H, H-3); 4,80 (dd, 1H, H-2);
7,22-7,50 (M, 15H, CHgrom. und CDCl3)
2Jsasp = 10,33 Hz; 2Jsa4= 3,91 Hz; ®Jsp 4 = 3,62 Hz; 3J4 5 = 0,89 Hz;
%32=6,1 Hz; %Jp1=4,1 Hz; *Jchza1 = 6,17 Hz; *Jchap1 = 5,31 Hz

[B-Anomer

5 [ppm] = 1,34 (s, 3H, CHs); 1,53 (s, 3H, CHs); 2,72 und 2,76 (dd, 2H, CHy);
3,26 (dd, 1H, H-5,); 3,32 (dd, 1H, H-5,); 4,15 (m, 1H, H-1);
4,19 (m, 1H, H-4); 4,55 (dd, 1H, H-2); 4,66 (dd,1H, H-3);
7,22-7,50 (M, 15H, CHarom, und CDCly)
2Jsasp = 10,27 Hz; )54 = 4,61 HZ; *Jsp4 = 3,59 Hz; %), 5 = 3,53 Hz;
3332 = 6,58 Hz; %J21 = 4,74 Hz; *Jchza1 = 6,23 Hz; 2Jcpany = 5,28 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

a-Anomer

3 [ppm] = 18,94 (CH,); 24,82 (CHz); 26,07 (CH3); 64,93 (C-5); 76,41-77,42 (CDCly);
77,69 (C-1); 81,19 (C-2); 83,49 (C-3); 83,88 (C-4); 87,36 (CPhs);
112,99 (CMe,); 116,499 (CN); 127,16-128,67 (CHarom.); 143,34 (Cq, arom.)

B-Amomer

o [ppm] = 22,25 (CHy); 25,49 (CHs); 27,37 (CHs); 64,05 (C-5); 76,41-77,42 (CHCly);
79,83 (C-1); 82,30 (C-3); 83,76 (C-2); 84,13 (C-4); 86,87 (CPhs);
114,69 (CMey); 116,5 (CN); 127,16-128,67 (CHarom.); 143,50 (Cq, arom.)
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IR-Spektrum (KBr-Prelling)

v [cm™] = 3085,18; 3058,56; 3017,11 (Aryl-H-Valenzschwingung);
2988,20; 2934,29; 2874,53 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)
2252,99 (CN-Valenzschwingung)
1591,84; 1491,73; 1447,99 (aromatische C=C-Valenzschwingung)
1381,86 (C(CHgs)-Valenzschwingung); 1079,51 (C-O-Valenzschwingung);
705,54 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

Massenspektrum (ElektronenstoRR-lonisation)

M = 455,5 g/mol; Cy9H2904N

m/z [Da] (%) = 455 (M, 5); 243 (Tr, 100); 165 (Tr -CgHg, 26); 105 (CgHsCO, 18);
91 (CsH+, 10)

2.1.2.3  3-Dimethylamino-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-

furanosyl)propennitril 5

3,37 g (7,40 mmol) 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 wurden in 25
ml DMF gel6st und schnell mit 7,5 ml (36,15 mmol, o = 0,84 g/ml) Bis(dimethylamino)tert.-
butoxymethan versetzt, wobei sofort eine Gelbférbung eintrat. Nach 20 Stunden Rihren bei
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch eingeengt, der dunkelrote sirupdse Riickstand
in 40 ml Dichlormethan aufgenommen, dreimal mit einer gesattigten Kochsalzlésung
gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
DC-Kontrolle: Laufmittel Toluol/Ethylacetat 5:1 Rt g-anomer : 0,39

Rt g-anomer : 0,45
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 100 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 5:1
Ausbeute: 3,31 g (6,47 mmol); 87,4 % d. Th. (Lit.: 79,2 % [81)
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)

a-Anomer

o [ppm] = 1,34 (s, 3H, CHg); 1,57 (s, 3H, CHg); 3,12 (s, 6H, N(CHj3),);
3,17 (dd, 1H, H-5;); 3,26 (dd, 1H, H-5); 4,24 (pseudo-t, 1H, H-4);
4,59 (d, 1H, H-2); 4,67 (s, 2H, H-1 und H-3); 6,60 (s, 1H, CH);
7,20-7,50 (m, 15H, CHgrom. und CDCls)
2Jsasp = 10,08 Hz; 3Jsa4 = 4,64 Hz; 3Jsp4 = 4,32 Hz;

[B-Anomer

o [ppm] = 1,32 (s, 3H, CHg3); 1,54 (s, 3H, CH3); 3,09 (s, 6H, N(CHa)y);
3,28 (d, 2H, H-5); 4,06 (m, 1H, H-4); 4,16 (d, 1H, H-1);
4,52 (dd, 1H, H-3); 4,68 (dd, 1H, H-2); 6,57 (s, 1H, CH);
7,20-7,50 (M, 15H, CHarom, und CDCly)
3054 =5,02 Hz; 3J43=4,14 Hz; 3J3,=6,96 Hz; 3J,1 =541 Hz

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)

a-Anomer

O [ppm] = 24,60 (CHs); 25,78 (CH3); 42,23 (N(CHs),); 64,46 (C-5); 68,68 (C=CH);
76,57-77,59 (CDCls); 82,03 (C-1 oder 3); 82,22 (C-4); 82,77(C-2);
83,09 (C-3 oder 1); 87,27 (CPhg); 112,72 (CMe;,); 121,37 (CN);
126,95-128,79 (CHarom.); 143,64 (Cq arom.); 152,02 (C=CH);

[B-Anomer

3 [ppm] = 25,29 (CHs); 27,32 (CH3); 42,08 (N(CHs)y) ; 64,02 (C-5); 72,02 (C=CH);
76,36-77,38 (CDCl5); 82,01(C-3); 82,48 (C-4); 83,15 (C-2); 86,23 (C-1);
86,55 (CPhs); 114,47 (CMe,); 119,81 (CN); 126,81-128,89 (CHarom);
143,71 (Cyq, arom.); 151,61 (C=CH);
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IR-Spektrum (KBr-Prelling)

v [cm™] = 3057,75; 3020,84 (Aryl-H-Valenzschwingung);
2986,14; 2930,40; 2870,99 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)
2184,25 (CN-Valenzschwingung)

1636,30 (N(CHjs),-Valenzschwingung, C=C-Valenzschwingung von Enaminen)
1491,02; 1447,58 (aromatische C=C-Valenzschwingung)

1395,31; 1383,96 (C(CHz3),-Valenzschwingung);

1075,28 (C-O-Valenzschwingung); 706,91 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

Massenspektrum (ElektronenstoR-lonisation)

M =510,6 g/mol; C3,H3404N>

m/z [Da] (%) = 267 (M* -Tr, 11); 243 (Tr, 12); 165 (Tr -CsHs, 20); 105 (CeHsCO, 42);
91 (C7H7, 100); 76 (CgHa, 28)

2.1.2.4  3-Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)-

propennitril 6

2,14 g (4,18 mmol) 3-Dimethylamino-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)-
propennitril 5 wurden in 50 ml Dichlormethan gel6st und unter starkem Rihren bei
Raumtemperatur mit 10 ml einer 2,5 %igen, wassrigen Trifluoressigsdureldsung versetzt.
Nach einer Stunde und nach insgesamt 5 Stunden Reaktionszeit erfolgte die Zugabe von
jeweils weiteren 5 ml Trifluoressigsaurelésung. Durch Hinzufligen von 30 ml Wasser wurde
die Reaktion nach 6 Stunden beendet. Die Dichlormethanphase wurde abgetrennt, Uber
Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und mit Dioxan lyophilisiert. Es wurden 2,13 g eines
weilRen Feststoffes als Rohprodukt erhalten.

DC-Kontrolle: Laufmittel Toluol/Ethylacetat 2:1 Rf: 0,43

Ein kleiner Teil wurde zur Bestimmung der physikalisch-chemischen Parameter
séulenchromatographisch an Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel : CH,CIl,/MeOH 99:1
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IR-Spektrum (KBr-Prelling)

v [cm™] = 3430,17; 3413,39 (O-H-Valenzschwingung)
3086,32; 3057,89; 3032,40 (Aryl-H-Valenzschwingung)
2986,28; 2936,49; 2865,03 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)
2166 (CN-Valenzschwingung); 1663,40 (C=C-Valenzschwingung von Enolen)
1491,24; 1448,90 (aromatische C=C-Valenzschwingung)
1381,98 (C(CHa).-Valenzschwingung); 1077,40 (C-O-Valenzschwingung)
706,56 (Aryl-H-Valenzschwingung)

Massenspektrum (ElektronenstoR-lonisation)

M = 483,5 g/mol; C3oH2905N

m/z [Da] (%) = 483 (M*, 0,8); 243 (Tr, 100); 241 (M* -Tr, 18); 165 (Tr -CgHg, 54);
59 (CsH-0, 45)

2.1.15 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-

ribofuranosyl)propennitril 7

Methode A
Zu 40 ml abs. DMF wurden unter Rihren im Argongegenstrom 6,6 g (24,97 mmol)
18-Krone-6 und anschlieBend 125 mg (2,15 mmol) Kaliumfluorid gegeben. Die klare Lésung
wurde eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt und danach auf die 2,13 g (4,4 mmol) des
3-Hydroxy-2-(2,3-0-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitril-Rohproduktes 6
gegossen. 10 Minuten spéter erfolgte die Zugabe von 8 ml (127 mmol) Chloracetonitril.
Nach 21 Stunden Rihren bei Raumtemperatur wurde das DMF im Vakuum bei einer
Temperatur von 60 °C entfernt, der Rickstand in Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Die Dichlormethanphase wurde eingeengt und
mit Dioxan lyophilisiert.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 97:3 R¢ g-Anomer : 0,59

Rt g-Anomer : 0,65
Das Rohprodukt wurde an 180 g Kieselgel 60 saulenchromatographisch gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 99,5: 0,5
Ausbeute: 588 mg (1,13 mmol) weiler Feststoff ; 26,9 % d.Th. (Uber beide Stufen)
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Methode B

2,69 g (5,55 mmol) 3-Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-furanosyl)propen-
nitril-Rohprodukt 6 wurden in 30 ml DMF bei Raumtemperatur gelést. Unter Ruhren erfolgte
die Zugabe von 4,13 g (15,61 mmol) 18-Krone-6 und 328 mg (5,65 mmol) Kaliumfluorid.
Nach einer Stunde wurden 3,5 ml (55,63 mmol) Chloracetonitril hinzugefiigt. Der Reaktions-
ansatz wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und - wie unter Methode A beschrieben
- aufgearbeitet.

Ausbeute: 1,71 g (3,27 mmol) weiler Feststoff; 59 % d.Th. (tber beide Stufen)

Methode C

4,5 g (17,03 mmol) 18-Krone-6 und 510 mg (8,78 mmol) Kaliumfluorid wurden in 30 ml
DMF bei Raumtemperatur gel6st und eine Stunde geruhrt.

Das 3-Hydroxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosyl)propennitril-Rohprodukt 6
(3,8 g (78,52 mmol)) wurde in 20 ml DMF aufgenommen und zu der Kaliumfluorid/Kronen-
ether-Losung gegeben. Nach einer Stunde erfolgte die Zugabe von 4,5 ml (71,52 mmol)
Chloracetonitril. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch 22 Stunden geruhrt.

Der Reaktionsansatz wurde - wie unter Methode A beschrieben - aufgearbeitet.

Ausbeute: 3,38 g ( 6,46 mmol ) weilder Feststoff; 76 % d.Th. (Uber beide Stufen)

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

a-Anomer
o[ppm] = 1,31 (s, 3H, CHg3); 1,59 (s, 3H, CH3); 3,15 (dd, 1H, H-5,);
3,46 (dd, 1H, H-5,); 4,34 (pseudo-t, 1H, H-4); 4,62 (s,2H, CH,);
4,69 (dd, 1H, H-3); 4,87 (dd, 1H, H-2); 5,30 (dd, 1H, H-1); 6,89 (d, 1H, CH);
7,23-7,40 (M, 15H, CHarom. und CDCly)
2Jsasp = 10,34 Hz; 3Jsa4 = 3,30 Hz; %Jsp4 = 3,4 Hz; )45 = 0,73 Hz;
303,=6,11 Hz; %J,1 = 4,33 Hz; “J1ch=1,1Hz
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[B-Anomer

o[ppm] = 1,32 (s, 3H,CH3); 1,54 (s, 3H, CHgs); 3,26 (dd, 1H, H-5;); 3,33 (dd, 1H, H-5p);
3,70 (s, Dioxan); 4,13 (m, 1H, H-4); 4,58 (dd, 1H, H-3); 4,61 (s, 2H, CHy);
4,65 (s, 1H, H-2); 4,76 (s, 1H, H-1); 6,95 (d, 1H, CH);
7,20-7,50 (M, 15H, CHarom. und CDCly)
2Jsa5p = 10,23 Hz; 2Jsa4 = 5,31 Hz; 314 5p = 4,04 Hz; )45 = 4,07 Hz;
303, =6,74 Hz; 3J,1=5,25 Hz; “J1 oy = 0,7 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

a-Anomer

S [ppm] = 24,66 (CHs); 25,55 (CH3); 58,03 (CH,); 65,31 (C-5); 75,54 (C-1);
76,71-77,35 (CDCl3); 81,95 (C-2); 83,30 (C-3); 83,52 (C-4); 87,57 (CPhy);
97,66 (C=CH); 113,33 (CMe,, CN); 116,06 (CN); 127,27-128,56 (CHarom);
143,43 (Cq, arom); 155,05 (C=CH)

[B-Anomer

0 [ppm] = 25,50 (CHg); 27,46 (CHg3); 58,01 (CH,); 63,71 (C-5); 67,09 (Dioxan);
76,45 (C-1); 76,36-77,38 (CDCl3); 81,95 (C-3); 83,67 und 83,70 (C-2 und C-4);
87,143 (CPhy); 97,873 (C=CH); 112,857 (CN); 115,14 (CMe,); 115,714 (CN);
127,05 - 128,74 (CHarom.); 143,72 (Cq, arom); 157,19 (C=CH)

IR-Spektrum (KBr-PreRling)
v [cm™] = 3059,45 (Aryl-H-Valenzschwingung);
2988,54; 2936,45 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)
2224,83 (CN-Valenzschwingung)
1650,44 (C=C-Valenzschwingung in Enolethern)
1491,22; 1448,89 (aromatische C=C-Valenzschwingung)
1382,33 (C(CHj3),-Valenzschwingung)
1078,92 (C-O-Valenzschwingung); 706,61 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

149



VII. Experimenteller Teil - Organische Chemie

Massenspektrum (Elektronenstof3-lonisation)
M =522,6 g/mol; C32H3005N2
m/z [Da] (%) =522 (M*, 0,3); 482 (M* -CH,CN; 0,1); 243 (Tr, 28); 91 (C;H7, 100)

2.1.2.6 3-Amino-2-cyano-4-(2’°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-D-

ribofuranosyl)furan 8

Methode A
In einen ausgeheizten 50 ml Langhalskolben wurden im Argongegenstrom 2,74 ¢
(5,24 mmol) 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-furanosyl)-pro-
pennitril 7 , welche in 30 ml abs. THF gel6st worden waren, vorgelegt. Die Lésung wurde mit
Hilfe einer Ethanol/Trockeneis-Mischung auf -70 °C abgekuhlt und bei dieser Temperatur mit
27 ml (54 mmol) einer LDA-L6sung versetzt. Nach einer Reaktionszeit von sechs Stunden
wurde das Gemisch langsam auf Raumtemperatur erwérmt und mit verd. Essigsaure auf einen
pH-Wert von 8 eingestellt. Das entstandene Zweiphasengemisch wurde dreimal mit
Dichlormethan ausgeschdttet, die organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach dem Lyophilisieren mit Dioxan wurde ein
dunkelroter Feststoff als Rohprodukt erhalten.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 97:3 Rt a-Anomer : 0,80
Rt g-anomer : 0,85

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 120 g Kieselgel 60 gereinigt. Bei dieser
Reinigung erfolgte auch die Trennung der beiden Anomeren.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 99,5: 0,5
Ausbeute: 360 mg (0,69 mmol) B-Anomer; 13,2 % d,Th

146 mg (0,28 mmol) a-Anomer; 5,3 % d.Th.

Methode B

3,8 g (7,28 mmol) 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-D-ribo-furanosyl)-
propennitril 7 wurden in einem ausgeheizten 250 ml Langhalskolben in 60 ml THF gel6st und
mit Hilfe einer Ethanol/Trockeneis-Mischung auf -70 °C abgekuhlt. Bei dieser Temperatur
wurden innerhalb von 30 Minuten 5,5 ml ( 10,91 mmol ) LDA-L6sung, die in 70 ml THF
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geldst waren, zugetropft. Nach einer Reaktionszeit von vier Stunden wurde das Gemisch - wie
unter Methode A beschrieben - aufgearbeitet.
Ausbeute: 832 mg (1,59 mmol) B-Anomer; 21,9 % d.Th

433 mg (0,83 mmol) a-Anomer, 11,4 % d.Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

a-Anomer

o [ppm] = 1,35 (s, 3H, CHg3); 1,50 (s, 1H, CH3); 3,25 (dd, 1H, H-5,");
3,37 (dd, 1H, H-5,"); 4,25 (s, 2H, NH,); 4,31 (pseudo-t, 1H, H-4");
4,81 (dd, 1H, H-3"); 4,91 (dd, 1H, H-2’); 5,16 (d, 1H, H-1’);
7,18 (3, 1H, CHarom., Furan); 7,22-7,48 (M, 15 H, CHarom, Trityt und CDCla);
2Jsar 50 = 10,33 Hz; 35w s = 4,32 Hz; Jspr 4 = 3,72 Hz; 3145 = 0,93 Hz;
3132 = 6,01 Hz; %51 = 3,91 Hz

[B-Anomer

S [ppm] = 1,37 (s, 3H, CH3); 1,58 (s, 3H, CH3); 3,33 (dd, 1H, H-5,");
3,45 (dd, 1H, H-5y°); 3,7 (Dioxan); 4,22 (m, 3H, H-4’ und NH,);
4,72 (t, 1H, H-2’); 4,75 (dd, 1H. H-1"); 4,83 (dd, 1H, H-3");
7,22 (d, 1H, CHarom. Furan); 7,25-7,41 (M, 15 H, CHarom, Trity und CDCl3)
2Jsar 5 = 10,46 Hz; 3544 = 3,62 Hz; %Jsp 4 = 3,18 Hz; %J4 3 = 3,66 Hz;
332 = 6,52 Hz; %51 =5,66 Hz; *Jy c=cn = 0,73 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

a-Anomer

3 [ppm] = 24,04 (CHs); 25,71 (CH3); 64,21 (C-5’); 76,25-76,89 (CDCl3); 76,26 (C-1°);
82,44 (C-27); 82,69 (C-3’); 83,01 (C-4’); 87,14 (CPh3); 112,45 (CN);
114,28 (CMey); 126,73-128,21 (CHarom,, Trityt Und Cq, arom., Furan);
142,96 (Cq, arom., Trity1 ); 144,38 (CHarom., Furan )

[B-Anomer

O [ppm] = 25,55 (CHg); 27,50 (CH3); 63,17 (C-57); 67,096 (s, Dioxan);
76,7-77,3 (CDCls); 78,871 (C-1’); 81,69 (C-3’); 83,61 (C-4’); 84,28 (C-2");
87,122 (CPhg); 112,64 (CN); 115,24 (CMey);
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127,37‘128'67 (CHarom_, Trityl Und Cq’ arom., Furan); 143,15 (CHarom., Furan);
143,26 (Cq arom., Trityl)

IR-Spektrum (KBr-PreRling)

v[ecm?t]= 344541; 336509 (NH,-Valenzschwingung)
uber 3000 (Aryl-H-Valenzschwingung)
2986,28; 2934,46; 2886,13 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)
2213,19 (CN-Valenzschwingung); 1639,51 (NHj-Deformationsschwingung)
1490,91; 1447,52 (aromatische C=C-Valenzschwingung)
1381,95 (C(CHs),-Valenzschwingung); 1079,13 (C-O-Valenzschwingung)
705,27 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

Massenspektrum (Elektronenstof3-lonisation)
M =522,6 g/mol; C32H3005N2
m/z [Da] (%) = 280 (M -Tr, 0,3); 243 (Tr, 100); 165 (Tr -CsHe, 30); 105 (C¢HsCO, 15)

2.1.2.7 Verschiedene Zyklisierungsmethoden

Versuch der Darstellung von 3-Amino-2-cyano-4-(2°,3’-O-isopropyliden-

5’-O-trityl-B-D-ribofuranosyl)furan 8

Methode A

500 mg (0,96 mmol) 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-3-D-ribo-
furanosyl)propennitril 7 wurden in wenig THF gelést und mit 10 ml einer 20 %igen
Natriumethanolat-Losung versetzt. Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde wurde das
Losungsmittel destillativ entfernt. Der Rickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen,
einmal mit Wasser und zweimal mit geséattigter Natriumchlorid-L6sung ausgeschiittelt. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.

DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH 97:3 Rf: 0.83

Das Rohprodukt wurde an 40 g Kieselgel 60 sdulenchromatographisch gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 99:1
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Ausbeute: 463 mg, die, wie durch *H-NMR-Spektroskopie festgestellt wurde, nicht dem

gewiinschten Produkt entsprachen

Methode B

533 mg (1,019 mmol) 3-O-Cyanomethoxy-2-(2,3-O-isopropyliden-5-O-trityl-p-ribo-
furanosyl)propennitril 7 wurden in 5 ml Dichlormethan geldst, unter Rihren mit 0,4 ml (3,35
mmol) 5-Diazabicyclo[4,3,0]non-5-en (DBN) versetzt und nach einer Stunde eingeengt.
DC-Kontrolle: CH,Cl, /MeOH 97:3 R¢: 0,84

Das Rohprodukt wurde an 50 g Kieselgel 60 sdulenchromatographisch gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 99,5:0,5

Ausbeute: 179 mg die, wie durch *H-NMR-Spektroskopie festgestellt wurde, nicht dem

gewtinschten Produkt entsprachen.

2.1.2.8 4-Amino-7-(2°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-B-D-ribofuranosyl)-
furo[3,2-d]pyrimidin 9

678 mg (1,23 mmol) 3-Amino-2-cyano-4-(2°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-3-D-ribo-
furanosyl)furan 8 wurden in 100 ml abs. Ethanol aufgenommen, in der Warme mit 2,9 g
(30,12 mmol) Formamidinacetat versetzt und 7 Tage unter RickfluR gekocht. Nach Abkihlen
des Reaktionsgemisches wurde das Ethanol entfernt, der dunkelbraune Rickstand in
Dichlormethan geldst und dreimal mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet, eingeengt und mit Dioxan lyophilisiert.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 95:5 Rt g-Anomer : 0,29

Das Rohprodukt wurde an 60 g Kieselgel 60 sdulenchromatographisch gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 97:3

Ausbeute: 533 mg (0,97 mmol); 78,8 % d.Th.
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)

[-Anomer

5 [ppm] = 1,37 (s, 3H, CH3); 1,61 (s, 3H, CH3); 3,26 (dd, 1H, H-5,");
3,31 (dd,1H, H-5,"); 4,37 (m, 1H, H-4"); 4,77 (dd, 1H, H-3");
5,13 (dd, 1H, H-2"); 5,18 (s, 2H, NHy); 5,23 (dd, 1H, H-1");
7,19-7,25 und 7,40-7,43 (M, 15 H, CHarom., Trityl); 7,26 (CDCly);
7,73(d,1H, H-6); 8,46 (s, 1H, H-2)
2Jsar 50 = 10,04 Hz; 3Jsa 4 = 4,38 Hz; 3Jspr 4 = 5,53 Hz; 3J4 3 = 3,69 Hz;
332 = 6,55 Hz; 3,1 = 4,04 Hz; “J1:6=0,77 Hz

B3C-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)

[-Anomer

0 [ppm] = 25,66 (CH3); 27,53 (CH3); 64,24 (C-5°); 67,10 (Dioxan);
76,70-77,34 (CDCls); 78,78 (C-17); 82,68 (C-3’); 84,19 (C-4);
84,49 (C-2"); 86,70 (CPhs); 114,36 (CMey); 120,99 (C-7);
126,28-128,69 (CHarom, Triny); 134,41 (C-4a); 143,78 (Cyq, arom, Trity);
146,530 (C-6); 148,21 (C-7a); 148,95 (C-4); 153,802 (C-2)

IR-Spektrum (KBr-PreRling)
v [cm™] = 3435,60 (NH,-Valenzschwingung); tber 3000 (Aryl-H-Valenzschwingung)
2922,55 (aliphatische C-H-Valenzschwingung)

1647,74 (NH,-Deformationsschwingung)

1489,90; 1447,97 (aromatische C=C-Valenzschwingung)
1382,97 (C(CHj3),-Valenzschwingung)

1079,19 (C-O-Valenzschwingung);

706.90 (Aryl-H-Deformationsschwingung)

Massenspektrum (ElektronenstoR-lonisation)

M = 549,6 g/mol; C33H3;05N3

m/z [Da] (%) = 534 (M* -NH,, 3); 306 (M" -Tr, 100); 243 (Tr, 56); 165 (Tr -CsHs, 40);
105 (CsHsCO, 13)

154



VII. Experimenteller Teil - Organische Chemie

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
m/z [Da] = 550 (M+H)", 243 (Tr")

2.1.3 Schutzgruppeneinfihrung an der exozyklischen Aminofunktion

und Entschitzung der Hydroxylgruppen

2131 4-(N-Isobutyro)amino-7-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-3-D-
ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 10

In 4 ml Pyridin wurden 290 mg (0,53 mmol) 4-Amino-7-(2°,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-3-
D-ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 9 unter Rihren gelést und mit 100 mg (0,82 mmol)
Dimethylaminopyridin und 2,9 ml (2,76 g; 17,41 mmol) Isobuttersdureanhydrid versetzt. Nach
einer Reaktionszeit von 48 Stunden wurden unter Eiskiihlung 2 ml Ammoniak zugetropft,
wobei der pH-Wert auf ungefédhr 10 anstieg. AnschlieBend wurden 10 ml Toluol zu der
Losung hinzugefigt, um das Pyridin durch Kodestillation zu entfernen. Der Ruckstand wurde
in Dichlormethan aufgenommen, dreimal mit Wasser gewaschen und die organische Phase
Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach der Entfernung des Losungsmittels wurde das
Rohprodukt mit Dioxan an der Olpumpe getrocknet.

DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH 95:5 R¢: 0,73

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 100 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 97:3

Ausbeute: 322 mg (0,52 mmol); 98,3 % d. Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

5 [ppm] = 1,19 (d, 3H, CHs sobuttersaure); 1,22 (d, 3H, CH3_ 1sobuttersaure);
1,33 (d, 3H, CH3, isobutyrylgruppe); 1,34 (d, 3H, CH3, isobutyrylgruppe);
1,38 (S, 3H, CH, 1sopropylgruppe); 1,63 (S, 3H, CH3, isopropylgruppe);
2,89 (quintett, 1H, CHisobutyryigruppe); 3,27 (dd, 1H, H-5,%); 3,33 (dd, 1H, H-5,");
4,35 (q, 1H, H-4"); 4,78 (dd, 1H, H-3); 5,09 (dd, 1H, H-2"); 5,27 (d, 1H, H-1);
7,2 - 7,5 (CHarom. Trity)); 7,95 (d, 1H, H-6); 8,03 (s, 1H, NH); 8,72 (s, 1H, H-2)
2Jsar 5 = 10,09 Hz; %5 4 = 4,42 Hz; )4 3 = 4,1 Hz; %5 »» = 6,62 Hz;
3210 = 4,1HZ; *Jchach = 6,94 Hz
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BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

& [ppm] = 19,683 (CHs, isobutyryigruppe); 26,093 (CH3, 1sopropylgruppe); 27,980 (CH3, isopropyigruppe);
36,476 (CH): 64,507 (C-5’): 78,935 (C-17); 82, 965 (C-3"); 84,574 (C-4");
84,946 (C-27): 86,718 (CPhs); 114,531 (Cq 1sopropyigrupee); 120,000 (C-74);
127,430 - 129,097 (Charom. rity); 132,000 (C-7); 141,549 (C-4a);
143,772 (Cq, 1riyl); 149,239 (C-6): 153,173 (C-2); 175,00 (C=0)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =619,7 g/mol; C37H3705N3
m/z [Da] = 620 (M+H)*, 243 (Tr")

2.1.3.2 Vorversuche zur Abspaltung der Isopropyliden - und Tritylschutzgruppe

Methode A

Eine Spatelspitze 2,3-O-lIsopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 wurde in wenig
THF geldst und mit 2 ml 80 %iger Essigsaure zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Da
keine Umsetzung zu erkennen war, wurde die Ldsung eine Stunde unter RlckfluR gekocht
und anschlieBend das Ldsungsmittel entfernt. Es konnte mittels dinnschicht-
chromatographischer Verfolgung der Reaktion in Toluol/Ethylacetat 5:1 keine Umsetzung

beobachtet werden.

Methode B

0,87 mg (1,91 mmol) 2,3-O-lIsopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 wurden in
10 ml Dichlormethan geldst, mit 5 ml einer Bortrifluorid-Methanol-Ldsung versetzt und 24
Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Eine dinnschichtchromatographische Verfolgung der
Reaktion in Toluol/Ethylacetat 5:1 zeigte eine deutliche Umsetzung an.

Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand an der Olpumpe
getrocknet und anschlielend an 80 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 9:1 - 7:3

Ausbeute: 288 mg (1,66 mmol); 87,3 % d. Th.
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, d;-DMSQ)
5 [ppm] = 2,74 (dd, 1H, CH,); 2,90 (dd, 1H, CH,); 3,44 (dd, 1H, H-5,);
3,48 (dd, 1H, H-5p); 3,70 (dd, 1H, H-2); 3,77 (dd, 1H, H-4);
3,83 (dd, 1H, H-1); 3,89 (dd, 1H, H-3)
2Jsa50 = 11,66 Hz; “chp, chz = 17,04 Hz; *Jsa4 = 4,7 Hz; 3J3, = 5,37 Hz;
$Jchz, 1 = 4,26 Hz

Eine Ubertragung dieser Abspaltungsreaktion auf das 3-Amino-2-cyano-4-(2’,3’-O-
isopropyliden-5’-O-trityl-D-ribofuranosyl)furan 8 fiihrte jedoch zu einer Zerstdérung des
Molekadils.

Methode C

Eine Spatelspitze 2,3-O-Isopropyliden-5-O-trityl-D-ribofuranosylacetonitril 4 wurde in 2 ml
einer 1,5 mol/l methanolischen HCI gel6st und bei Raumtemperatur 24 Stunden geruhrt.

Eine dunnschichtchromatographische Verfolgung der Reaktion in Toluol/Ethylacetat 5:1
zeigte eine Umsetzung an. Diese Abspaltungsreaktion konnte auf 4-Amino-7-(2’,3’-O-

isopropyliden-5’-O-trityl-B-D-ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 9 tbertragen werden.

2.1.3.3 Versuch der Darstellung von 4-(N-Isobutyro)amino-7-f-D-
ribofuranosylfuro[3,2-d]pyrimidin 20a

(N°-1sobutyro-7,9-dideaza-7-oxoadenosin)

Unter starkem Rihren wurden 180 mg (0,29 mmol) 4-(N-Isobutyro)amino-7-3-D-
ribofuranosylfuro[3,2-d]pyrimidin 10 in 2 ml Methanol gel6st und unter Eiskiihlung mit 0,4
ml einer 6 %igen methanolischen HCI-Losung versetzt. Die Losung wurde viereinhalb
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend durch Zugabe von Dowex 1x2
lonenaustauscher in der OH’-Form unter Eiskihlung neutralisiert. Der lonenaustauscher
wurde durch Filtration und mehrmaliges Waschen mit Methanol wieder aus dem Ansatz
entfernt. Das Filtrat wurde eingeengt, in wenig Methanol aufgenommen und in 200 ml
Petrolether/Diethylether (1:1) prazipitiert. Der Ether wurde abdekantiert, der Niederschlag in

Methanol geldst, eingeengt und getrocknet. Der abdekantierte Ether wurde eingeengt, der
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auftretende Niederschlag in Methanol aufgenommen, eingeengt und nach dunnschicht-
chromatographischer Uberpriifung mit der ersten Fraktion vereinigt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rs: 0,1

Ausbeute: 67 mg (0,25 mmol); 86,5 % d. Th. berechnet auf das entstandene 7,9-Dideaza-7-

oxoadenosin, da die Isobutyrylschutzgruppe auch abgespalten wurde.

'H-NMR-Spektrum (400MHz, CDCls)

8 [ppm] = 3,37 (dd, 1H, H-5,"); 3,51 (dd, 1H, H-5,"); 3,73 (q, 1H, H-4);
3,87 (m, 1H, H-3"); 4,17 (m, 1H, H-2°); 4,61 (d, 1H, H-1");
4,73 (d, 1H, 3’-OH); 4,89 (d, 1H, 2’-OH); 5,63 (m, 1H, 5’-OH);
7,12 (s, 2H, NH,); 8,06 (2s, 2H, H-2 und H-6)

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

3 [ppm] = 62,814 (C-5°); 72,579 (C-3’); 75,085 (C-2’); 75,975 (C-1°); 86,115 (C-4°);
120,806 (C-7); 135,000 (C-4a); 147,700 (C-7a); 147,708 (C-6); 150,123 (C-4);
153,274 (C-2)

2.1.34 4-Amino-7-B-D-ribofuranosylfuro[3,2-d]pyrimidin

(7,9-Dideaza-7-oxoadenosin) 11

In 7 ml Methanol wurden 616 mg (1,12 mmol) 4-Amino-7-(2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-trityl-
3-D-ribofuranosyl)furo[3,2-d]pyrimidin 9 gel6st und unter Eiskiihlung mit 6 ml
methanolischer HCI versetzt. Nach einer Reaktionszeit von viereinhalb Stunden bei
Raumtemperatur wurde die Losung unter Eiskihlung durch Zugabe von Dowex 1x2
lonenaustauscher (OH-Form) neutralisiert. AnschlieRend wurde der lonenaustauscher
abfiltriert und gut mit Methanol gewaschen. Die Ldsung wurde eingeengt und in ca. 600 ml
Petrolether/Diethylether (1:1) getropft. Der Ether wurde abdekantiert, der Niederschlag in
Methanol gel6st und nach der Lésungsmittelentfernung an der Olpumpe getrocknet.

Die Etherphase wurde eingeengt, der entstandene Niederschag in Methanol aufgenommen,
vom Losungsmittel befreit und mit der ersten Fraktion vereinigt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,1

Ausbeute: 293 mg (1,11 mmol); 98,8 % d. Th.
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'H-NMR-Spektrum (400MHz, CDCls)

5 [ppm] = 3,37 (dd, 1H, H-5,"); 3,51 (dd, 1H, H-5,"); 3,73 (g, 1H, H-4");
3,87 (m, 1H, H-3"); 4,17 (m, 1H, H-2°); 4,61 (d, 1H, H-1");
4,73 (d, 1H, 3’-OH); 4,89 (d, 1H, 2’-OH); 5,63 (m, 1H, 5’-OH);
7,12 (s, 2H, NH,); 8,06 (2s, 2H, H-2 und H-6)

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

3 [ppm] = 62,814 (C-5°); 72,579 (C-3’); 75,085 (C-2’); 75,975 (C-1°); 86,115 (C-4°);
120,806 (C-7); 135,000 (C-4a); 147,700 (C-7a); 147,708 (C-6); 150,123 (C-4);
153,274 (C-2)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M = 267,24 g/mol; C11H1305N3
m/z [Da] = 268 (M+H)*
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2.2 Desoxygenierung

2.2.1 Desoxygenierung von Uridin

2.2.1.1 Vergleich der Reaktionsbedingungen beim Einfihren der zyklischen
Silylschutzgruppe

Methode A
Eine Spatelspitze Uridin wurde in 1 ml DMF geldst und mit einer Spatelspitze Imidazol
versetzt. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 0,5 ml (1,6 mmol) 1,3-Dichloro-1,1,3,3-

tetraisopropyldisiloxan.

Methode B

Eine Spatelspitze Uridin wurde in 1 ml Pyridin gel6st und anschlieRend mit 0,5 ml (1,6
mmol) 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan versetzt.

Nach einer Reaktionszeit von 2 Stunden wurden beide Ansédtze dunnschicht-
chromatographisch untersucht.

DC-Kontroll: CH,Cl,/ MeOH 93:7

2.2.1.2 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diylJuridin 12

Zu einer Lésung von 541 mg (2,22 mmol) Uridin in 7 ml Pyridin wurde unter Rihren ein

1,2- fachen Uberschuf an 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan (0,77 ml = 2,47 mmol)
gegeben. Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von
50 ml Dichlormethan gestoppt. Die Reaktionsldsung wurde dreimal mit Wasser gewaschen,
die organische Phase (ber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 93:7 R¢: 0,46

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 70 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,CIl,/MeOH 95:5

Ausbeute: 879 mg (1,81 mmol); 81 % d.Th.
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)
o [ppm] = 1,0 (m, 26H, CH und CHj5 aus der Silylschutzgruppe); 3,20 (d, 1H, 2’-OH);
3,94 (dd, 1H, H-5,"); 4,06 (dt, 1H, H-4"); 4,12 (s, 1H, H-2);
4,14 (dd, 1H, H-5,°); 4,29 (dd, 1H, H-3’); 5,64 (d, 1H, H-5); 5,68 (s, 1H, H-1");
7,66 (d, 1H, H-6); 9,01 (s, 1H, NH);
s sty = 13,23 Hz; 243 = 4,77 Hz; 3Jcpcn = 8,11 Hz

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)

3 [ppm] = 11,485 - 12,363 (CHsiyischutzgruppe); 15,802 - 16,438 (CHa, sityischutzgruppe);
59,273 (C-57); 67,947 (C-3"); 74,170 (C-2°); 80,934 (C-4"); 89,924 (C-1");
100,951 (C-5); 138,980 (C-6); 148,997 (C,=0); 162,248 (C,=0);

M = 486,71 g/mol; C21H3807N28i2

2.2.1.3 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-
2’-0O-phenoxythiocarbonyluridin 13

603 mg (1,24 mmol) 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]uridin 12 und 1 g

(8,18 mmol) Dimethylaminopyridin wurden in 10 ml Acetonitril geldst und unter Rithren mit

0,3 ml (0,38 mg; 2,22 mmol) O-Phenylchlorothioformiat versetzt. Die Reaktionslésung wurde

48 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend durch Zugabe von 100 ml

Dichlormethan, einmaliges Waschen mit kalter 1 mol/l Salzsaureldsung, einmaliges Waschen

mit Wasser und abschlieBendes Waschen mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung

aufgearbeitet. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel abdestilliert.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl, / MeOH 97:3 R¢: 0,47
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 65 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 96:4

Ausbeute: 384 mg (0,62 mmol); 49,8 % d.Th.
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'H-NMR-Spektrum (400MHz, CDCls)

o [ppm] = 1,00 (m, 26H, CH und CHs aus der Silylschutzgruppe); 3,96 (dd, 1H, H-5;");
4,03 (d, 1H, H-4"); 4,18 (d, 1H, H-5,’); 4,48 (dd, 1H, H-3"); 5,65 (d, 1H, H-5);
5,86 (s, 1H, H-17); 5,94 (d, 1H, H-2’); 7,04-7,34 (m, 5H, CHarom., pheny1);
7,65 (d, 1H, H-6); 7,19 (CDCls); 8,87 (s, 1H, NH);

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

d [ppm] = 13,193-13,789 (CHesityischutzgruppe); 17,178-17,855 (CHg, sityischutzgruppe);
59,894 (C-5’); 68,561 (C-3’); 82,675 (C-4’); 84,181 (C-2’); 89,018 (C-1°);
102,712 (C-5); 122,182 (CHarom., ortho,); 127,119 (CHarom., para);
129,992 (CHarom., meta); 139,970 (C-6); 49,958 (C,=0); 156,155 (Cq, phenyl);
163,469 (C4=0); 194,155 (C=S);

M = 606,87 g/mol; C23H4207N28i28

2.2.1.4 3°,5-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyliden-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyuridin 14

Zu einer Losung aus 100 mg (0,16 mmol) 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-
diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyluridin 13 in 5 ml Toluol wurden unter Rihren 6,5 mg (0,04
mmol) 2,2°-Azobis(2-methyl)propionitril (a,a*-Azoisobutyronitril; AIBN) und 0,3 ml (0,96
mmol) Tributylzinnhydrid hinzugefiigt. Nachdem die L6sung 10 Minuten gertihrt worden war,
wurde sie fir zweieinhalb Stunden auf 70 °C erhitzt, anschliefend langsam abgekihlt und das
Lésungsmittel entfernt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Ry 0.68

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 50 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 85:15

Ausbeute: 75 mg (0,15 mmol); 95,5 % d.Th.
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'H-NMR-Spektrum (400MHz, CDCls)
o [ppm] = 1,0 (m, CH und CHj3 aus der Silylschutzgruppe, 32H); 2,26 (ddd, 1H, H-2,’);
2,52 (ddd, 1H, H-2,’); 3,78 (dt, 1H, H-4"); 4,02 (dd, 1H, H-5,");
4,14 (dd, 1H, H-5,"); 4,45 (m, 1H, H-3"); 5,69 (dd, 1H, H-5);
6,04 (dd, 1H, H-17); 7,78 (d, 1H, H-6); 8,24 (s, 1H, NH);
227 2ty = 13,35 Hz; 2Js 5t = 13,26 Hz; *Jcpcn = 8,14 Hz; 3Jy 1 = 1,40 Hz;
3oy 1 = 6,96 Hz

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

o [ppm] = 11,417-12,414 (CHsilyischutzgruppe); 15,795-16,474 (CHa, sityischutzgruppe);
38,908 (C-27); 58,987 (C-5’); 66,024 (C-3’); 83,344 (C-1’); 84,096 (C-4°);
100,641 (C-5); 138,655 (C-6); 148,000 (C,=0); 161,811 (C,=0)

M = 470,71 g/mol; C21H3306N28i2

2.2.15 2’-Desoxyuridin 15

0,6 ml ( 0,6 mmol) einer 1 mol/l Tetrabutylammoniumfluoridlésung in THF wurden zu 60
mg (0,123 mmol) 3°,5°-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyuridin 14 ,
welche in 5 ml Tetrahydrofuran gel6st worden waren, gegeben und drei Stunden bei
Raumtemperatur gerlhrt. Das entstandene Produkt wurde diinnschichtchromatographisch mit
gekauftem 2’-Desoxyuridin verglichen.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/ MeOH Ry 0,25

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, d;-DMSQ)
o [ppm] = 2,15 (m, 2H, H-2,” und H-2y’); 3,44 (m, 2H, H-5;" und H-5,’);
3,66 (M, 1H, H-4"); 4,12 (m, 1H, H-3’); 4,90 (t, 1H, 5’-OH);
5,14 (d, 1H, 3’-OH); 5,53 (d, 1H, H-5); 6,05 (t, 1H, H-1’); 7,75 (d, 1H, H-6)
3Js 5-0n = 5,18 Hz; 3Jchcn = 8,1 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, dg-DMSO )
& [ppm] = 40,041 (C-2); 61,647 (C-57); 70,770 (C-3’); 84,475 (C-1’): 87,766 (C-4’);
102,110 (C-5); 140,861 (C-6); 150,801 (C,=0); 163,471 (C4=0)
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Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M = 228,20 g/mol; CgH1,05N,
m/z [Da] = 229 (M+H)*

2.2.2 Protektion der exozyklischen Aminofunktion

vor der Desoxygenierung

Versuche mit Adenosin

2.2.2.1 N°-Benzoyladenosin 16

Methode A

500 mg (1,87 mmol) Adenosin, welche vorher an der Olpumpe mit Dioxan und Pyridin
lyophilisiert worden waren, wurden in 5 ml Pyridin suspendiert und bei 0 °C mit 2,4 ml (18,7
mmol) frisch destilliertem Trimethylchlorsilan versetzt. Die Losung wurde langsam auf
Raumtemperatur erwdrmt. Da nach einer Stunde die Reaktion noch nicht vollstandig
abgeschlossen war, wurde noch 1 ml (7,8 mmol) Trimethylchlorsilan hinzugefligt. Nach einer
Reaktionszeit von insgesamt zwei Stunden war die Umsetzung mit Trimethylchlorsilan
beendet und die Lésung wurde mit 0,3 ml (0,36 g; 2,58 mmol) Benzoylchlorid bei 0 °C
versetzt, drei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt und dann unter Eiskiihlung mit 8 ml
Wasser verdinnt. Anschliefend wurde die Mischung in 30 ml Dichlormethan aufgenommen,
die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt und mit Methanol und Toluol
koevaporiert.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,47

Ein Teil des Rohproduktes wurde sdulenchromatographisch an 60 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 95:5 - 85:15

Ausbeute: Es konnten drei Produkte mit jeweils gleichen Anteilen isoliert werden, sodal? die
Ausbeute bei ca. 30 % lag. Als Nebenprodukte entstanden mehrfach benzoyliertes Adenosin

und unbenzoyliertes Adenosin.

164



VII. Experimenteller Teil - Organische Chemie

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, d;-DMSQ)
3 [ppm] = 3,52 (m, 1H, H-5,"); 3,63 (m, 1H, H-5,"); 3,92 (g, 1H, H-4"); 4,13 (q, 1H, H-3");
4,59 (q, 1H, H-27); 5,08 (t, 1H, 5’-OH); 5,20 (d, 1H, 3’-OH);
5,51 (d, 1H, 2’-OH); 5,99 (d, 1H, H-1"); 7,48 (t, 2H, Harom., meta, Benzoyl);
7,58 (t, 1H, Harom., para, Benzoyl); 7,98 (d, 2H, Harom. ortho, Benzoyl); 8,66 (S, 1H, H-8);
8,69 (s, 1H, H-2)
%J3 3-0n = 4,58 Hz; %), 1+ = 5,59 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, ds-DMSO)

& [ppm] = 61,691 (C-5); 70,734 (C-3"); 74,035 (C-2’); 86.096 (C-4°); 87,965 (C-1);
126,243 (C-5); 128,841 - 132,825 (CHarom, Benzoyi); 133,700 (Cq, arom, Benzoyl);
143,523 (C-8); 150,763 (C-6); 151,995 (C-2); 152,590 (C-4); 165,997 (C=0)

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M=371,3 g/mol; C17H1705N5
m/z [Da] = 372,3 (M+H)"

Methode B

2.2.2.2 27,3",5" N® N°-Pentabenzoyladenosin 18

500 mg (1,87 mmol) Adenosin wurden an der Olpumpe mit Pyridin lyophilisiert und
anschlieBend in 5 ml Pyridin suspendiert. Die Suspension wurde mittels eines Eisbades
abgekdhlt, langsam mit 1,2 ml (10,33 mmol) Benzoylchlorid versetzt und 20 Minuten bei 0
°C und dann drei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.

Die Reaktionslosung wurde auf 50 ml Eis gegossen und das unldsliche Produkt durch
Extraktion mit Dichlormethan herausgeldst. Die vereinigten Dichlormethanphasen wurden mit
Wasser gewaschen, eingeengt und der Rlckstand wurde ohne Reinigung weiter umgesetzt.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,8
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2.2.2.3 N®-Benzoyladenosin 16

Das Rohprodukt des 2’,3’,5°,N® N°-Pentabenzoyladenosins 18 wurde in 50 ml Pyridin/Ethanol
(3:1) geldst und unter pH-Wertkontrolle im Eisbad mit gekuhlter 2 mol/lI Natronlauge/Ethanol
(1:1) bis zu einem pH-Wert von 125 versetzt. Nach zwei Stunden zeigte die
dunnschichchromatographische Verfolgung der Reaktion nahezu nur noch Produkt an, so daf}
die Losung durch Zugabe von Dowex-lonenaustauscher 50 WX8 (Pyridiniumform)
neutralisiert wurde. Der lonenaustauscher wurde anschlieRend durch Filtration wieder entfernt
und mit reichlich Wasser ausgewaschen. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit Diethylether
gewaschen. Dabei fiel schon ein satter weiler Niederschlag aus, der abfiltriert, mit wenig
kaltem Wasser gewaschen und dann an der Olpumpe getrocknet wurde.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,37

Ausbeute: 656 mg (1,77 mmol); 94,6 % d. Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, d;-DMSQ)
3 [ppm] = 3,52 (m, 1H, H-5,"); 3,63 (m, 1H, H-5,"); 3,92 (g, 1H, H-4"); 4,13 (q, 1H, H-3");
4,59 (q, 1H, H-27); 5,08 (t, 1H, 5’-OH); 5,20 (d, 1H, 3’-OH);
5,51 (d, 1H, 2’-OH); 5,99 (d, 1H, H-1"); 7,48 (t, 2H, Harom. meta, Benzoy);
7,58 (t, 1H, Harom. para, Benzoyl); 7,98 (d, 2H, Harom. ortho, Benzoyl);
8,66 (s, 1H, H-8); 8,69 (s, 1H, H-2)
%J3 30n = 4,58 Hz; %), 1+ = 5,59 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, ds-DMSO)

& [ppm] = 61,691 (C-5); 70,734 (C-3"); 74,035 (C-2’); 86.096 (C-4°); 87,965 (C-1);
126,243 (C-5); 128,841 - 132,825 (Cgenzoyl); 133,700 (Cq, Benzoyl);
143,523 (C-8); 150,763 (C-6); 151,995 (C-2); 152,590 (C-4); 165,997 (C=0)

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M=371,3 g/mol; C17H1705N5
m/z [Da] = 372,3 (M+H)"
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Versuch mit 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin

2.2.24  2'3' 5" N° N°-Pentabenzoyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 19

129 mg (0,48 mmol) 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11 wurden, nachdem sie mit Pyridin an der
Olpumpe getrocknet worden waren, in 4 ml Pyridin gel6st und unter Eiskiihlung langsam mit
0,31 ml (0,38 g; 2,27 mmol) Benzoylchlorid unter Riihren versetzt. Die Losung wurde eine
halbe Stunde bei 0 °C und anschlieBend vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde die Mischung auf Eis gegossen und das wasserunlésliche
Produkt wurde mittels viermaliger Extraktion mit Dichlormethan in diesem Losungsmittel
aufgenommen. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit Wasser gewaschen,
uber Magnesiumsulfat getrocknet und anschliefend im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt
wurde ohne Aufreinigung weiter umgesetzt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rs: 0,92

2.2.2.5 N°-Benzoyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 20

Das Rohprodukt des 27,37,5”,N° N°-Pentabenzoyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 19 wurde in 10
ml Pyridin / Ethanol (3:1) geltst und im Eisbad mit gekihlter 2 mol/I Natronlauge / Ethanol -
Losung (1:1) unter pH-Wertkontrolle versetzt, bis der pH-Wert Gber pH = 12 lag. Nach einer
Reaktionszeit von vier Stunden wurde die Losung durch Zugabe wvon Dowex-
lonenaustauscher 50 WX 8 (Pyridiniumform) neutralisiert. Der lonenaustauscher wurde
anschieRend durch Filtration entfernt und grindlich mit Wasser nachgewaschen.

Die vereinigte Wasserphase wurde leicht eingeengt, mit Diethylether zweimal ausgeschuttelt
und erneut eingeengt. Der Ruckstand wurde in wenig Ethanol aufgenommen und (ber Nacht
bei 4 °C gelagert. Da keine Kristallisation beobachtet werden konnte, wurde die Lésung zur
Trockne eingeengt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,48

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 25 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 90:10

Ausbeute:160 mg (0,43 mmol); 89,2 % d. Th.
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, ds -Pyridin)
5 [ppm] = 3,91 (dd,1H, H-5,"); 4,09 (dd, 1H, H-5,’); 4,51 (q, 1H, H-4");
4,73 (dd, 1H, H-3"); 4,99 (dd, 1H, H-2’); 5,46 (d, 1H, H-1");
8,13 (M, 2H, Harom. Benzoyl); 8,19 (M, 3H, Harom. Benzoyl); 8,30 (5, 1H, H-6);
8,70 (s, 1H, H-2)
2Jsar sty = 12,17 Hz; %Js: 4 = 2,86 Hz; *J3 5> = 5,03 Hz; %)y 1 = 6,77 Hz

BC-NMR-Spektrum (100 MHz, ds-Pyridin)
3 [ppm] = 64,580 (C-5°); 74,465 (C-3’); 77,423 (C-2); 78,470 (C-1°); 88,141 (C-4");
127,937 und 128,808 (CHarom.); 150,733 (C-6); 153,699 (C-2)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M=371,3 g/mol; C18H1705N3
m/z [Da] = 372,2 (M+H)*

2.2.3 Versuch der Desoxygenierung von aminogeschitztem

modifizierten Adenosin

2.23.1 N®Benzoyl-3’,5’-O-[1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-

dideaza-7-oxoadenosin 21

In 5 ml Pyridin wurden 160 mg (0,43 mmol) N°-Benzoyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 20 unter
Rihren gel6st und im Argongegenstrom mit 0,2 ml (0,20 g; 0,64 mmol) 1,3-Dichloro-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxan versetzt. Nach einer Reaktionszeit von drei Stunden wurde die Lésung
mit 50 ml Dichlormethan verdinnt, dreimal mit je 80 ml Wasser ausgeschittelt, Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 30 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 97:3 Ryf: 0,82

Ausbeute:260 mg (0,43 mmol); 98,6 % d. Th.
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

o [ppm] = 3,66-3,70 (m, 2H, H-5,” und H-5,); 4,00 (m, 1H, H-4"); 4,36 (m, 1H, H-3’);
4,67 (t, 1H, H-27); 5,10 (d, 1H, H-1"); 7,48 (t, 2H, Harom., meta, Benzoy1);
7,57 (t, 1H, Harom., para, Benzoyl); 7,95 (d, 2H, Harom., ortho, Benzoyt); 7,97 (s, 1H, H-6);
8,49 (s, 1H, NH); 8,73 (s, 1H, H-2)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =613,9 g/mol; C30H4307N38i2
m/z [Da] = 614,4 (M+H)*

2.2.3.2  Versuch der Darstellung von N°-Benzoyl-3,5’-O-[1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-
disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 22

250 mg (0,41 mmol) N°-Benzoyl-3’,5’-0-[1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin 21 wurden, nachdem sie an der Olpumpe mit Dioxan koevaporiert
worden waren, mit 564 mg (4,6 mmol) Dimethylaminopyridin, welches ebenfalls frisch
getrocknet worden war, in 10 ml Acetonitril geldst und unter Rihren im Argonstrom mit 0,2
ml (1,39 mmol) O-Phenylchlorothioformiat versetzt. Die Lésung wurde 22 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt, anschlieBend mit ca. 30 ml Dichlormethan verdunnt, zweimal mit
kalter 1 mol /I Salzsdurelésung, einmal mit Wasser und zweimal mit geséattigter
Natriumcarbonatlésung gewaschen. Die organische Phase wurde (ber Natriumsulfat
getrocknet und dann eingeengt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 97:3

Das Rohprodukt wurde an 50 g Kieselgel 60 sdulenchromatographisch gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/n-Hexan 9:1

Ausbeute: Es konnte kein Produkt identifiziert werden
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2.2.4 Desoxygenierung von Adenosin

2.24.1 3’,5-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]adenosin 23

In 10 ml Pyridin wurden 500 mg (1,87 mmol) Adenosin unter Rihren geldst und mit 0,7 ml
(2,24  mmol) 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyl-1,3-disiloxan  versetzt. Nach einer
Reaktionszeit von zweieinhalb Stunden wurde die Reaktionslésung mit ca. 70 ml
Dichlormethan verdinnt, zweimal mit Wasser und einmal mit einer geséttigten
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet
und anschlief3end eingeengt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,54

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 80 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel fur die Séaule : CH,Cl,/MeOH 90:10

Ausbeute: 0,92 g (1,89 mmol); 96,3 % d.Th. (Lit:85 % 1)

'H-MNR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

o [ppm] = 1,0 (m, 28 H, CH und CHg aus der Silylschutzgruppe); 3,24 (d, 1H, 2’-OH);
3,94-4,08 (m, 3H, H-5;’, H-5,” und H-4’); 4,53 (d, 1H, H-2");
5,06 (dd, 1H, H-3); 5,56 (s, 2H, NH,); 5,90 (d, 1H, H-1’); 7,88 (s, 1H, H-8);
8,23 (s, 1H, H-2)

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl3)

3 [ppm] = 11,631-12,267 (CHsilyischutzgruppe); 15,927-16,437 (CHa, sityischutzgruppe);
60,916 (C-5"); 69,968 (C-3°); 74,103 (C-2°); 81,215 (C-4’); 88,687 (C-1");
138,619 (C-8); 152,052 (C-2); 119,443 (C-5); 148,270 (C-6); 154,398 (C-4)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =509,7 g/mol; C22H3905N5Si2
m/z [Da] = 510,5 (M+H)*
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2.24.2  3,5-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxy-

thiocarbonyladenosin 24

200 mg (0,4 mmol) 3°,5°-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diylJadenosin 23 und
400 mg (3,27 mmol) Dimethylaminopyridin wurden in 5 ml Acetonitril gel6st, mit 0,1 ml
(0,74 mmol) O-Phenylchlorothioformiat versetzt und 120 Stunden gerlhrt. AnschlielRend
wurden 100 ml Dichlormethan zugefuigt und die Losung wurde einmal mit kalter Salzséure (1
mol/l), einmal mit Wasser und zweimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel
destillativ entfernt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/ MeOH 85:15 R¢: 0,66

Das so erhaltene Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch an 65 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 96:4

Ausbeute: 210 mg (0,33 mmol); 81,3 % d. Th. (Lit: 91 % 1)

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)
o [ppm] =1,0 (m, 28 H, CH und CHg aus der Silylschutzgruppe); 3,99 (dd, 1H, H-5;’);
4,05 (dt, 1H, H-4°); 4,11 (dd, 1H, H-5,"); 5,30 (dd, 1H, H-3");
5,59 (s, 2H, NH,); 6,09 (d, 1H, H-17); 6,31 (d, 1H, H-2’);
7,06 (dt, 2H, CHarom., ortho, phenyl); 7,24 (tt, 1H, CHarom., para, Phenyl);
7,36 (tt, 2H, CHarom., meta, phenyt); 7,91 (S, 1H, H-8); 8,24 (s, 1H, H-2)
2Jsar s = 12,81 Hz; %Jsar, 4 = 2,64 Hz; %y 4 = 2,9 Hz; 3J4 3 = 8,87 Hz;
%) =53 Hz

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

d [ppm] = 11,836-12,266 (CHsilyischutzgruppe); 15,965-16,419 (CHg, sityischutzgruppe);
59,477 (C-5’); 68,481 (C-3’); 81,078 (C-4’); 83,084 (C-2’); 86,283 (C-1°);
120,00 (C-5); 120,717 (CHarom., ortho, Phenyt); 125,721 (CHarom., para, Phenyt);
128,573 (CHarom., meta, phenyt); 138,585 (C-8); 148,000 (C-6); 152,211 (Carom., phenyl);
152,375 (C-2); 154,426 (C-4); 193,000 (C=S)

171



VII. Experimenteller Teil - Organische Chemie

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M = 645,9 g/mol; C29H4306N5Si28
m/z [Da] = 646,3 (M+H)"

2.24.3 3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyadenosin 25

In 7 ml Toluol wurden 150 mg (0,23 mmol) 3°,5’-0O-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-
1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyladenosin 24 gelost und mit 12 mg (0,07 mmol)
2,2’-Azobis(2-methyl)propionitril (a,a*-Azoisobutyronitril; AIBN) und 0,4 ml (1,51 mmol)
Tributylzinnhydrid versetzt. Nachdem die Lésung 15 Minuten gertihrt worden war, wurde sie
vier Stunden bei 80 °C gekocht und anschlieRend das Losungsmittel entfernt.

DC-Kaontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,57

Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie an 50 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 95:5

Ausbeute: 106 mg (0,22 mmol); 92,5 % d. Th. (Lit: 75% 1)

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)
0 [ppm] = 1,0 (CH3 und CH aus der Silylschutzgruppe); 2,58 (ddd, 1H, H-2;’);
2,65 (ddd, 1H, H-2,’); 3,83 (m, 1H, H-4"); 3,97 (dd, 1H, H-5,");
4,00 (dd, 1H, H-5,"); 4,89 (dd, 1H, H-3"); 5,63 (s, 2H, NHy);
6,23 (dd, 1H, H-1"); 7,19 (CDCls); 7,97 (s, 1H, H-8); 8,25 (s, 1H, H-2)
255ty = 12,52 Hz; 2Jo oty = 13,29 Hz; %52 4> = 3,4 Hz; %J3 2 = 7,41 Hz;
3Jpar1r = 2,58 Hz; 3Jp1- = 7,31 Hz

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz,CDCls)

S [ppm] = 11,519 - 12,368 (CHisilyischutzgruppe); 15,888 - 16,494 (CHg, silyischutzgruppe);
39,038 (C-27); 60,776 (C-5’); 66,076 (Dioxan); 68,827 (C-3’); 82,188 (C-1’);
84,192 (C-4’); 120,000 (C-5); 137,967 (C-8); 148,000 (C-6); 151,931 (C-2);
154,348 (C-4);

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M = 493,7 g/mol; C22H3904N5Si2
m/z [Da] = 494,2 (M+H)*
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2.2.4.4  Vergleich der Reaktionsbedingungen zur Darstellung

von 2’-Desoxyadenosin 26

Methode A

5 mg (0,01 mmol) 3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxy-adenosin
25 wurden in 2 ml THF gel6st und mit 5 ml einer 1 mol/l Tetrabutyl-ammoniumfluorid-
Losung versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 1,5 Stunden wurde der Ansatz aufgeteilt und
auf zwei verschiedenen Wegen aufgearbeitet.

a) Entfernung des Losungmittels

b) Zugabe von festem Natriumcarbonat, Filtration der Losung, Entfernung des

Losungsmittels

Methode B

5 mg (0,01 mmol) 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxy-adenosin
25 wurden in 2 ml THF gel6st und mit 40 mg (0,68 mmol) Kaliumfluorid, 10 mg (0,04
mmol) 18-Krone-6 und 25 pl (1,39 pmol) Wasser versetzt. Nach 1,5 Stunden wurde der
Feststoff abfiltriert, mit THF gewaschen und eingeengt.

Die drei verschiedenen Proben wurden dunnschichtchromatographisch untersucht und mit
gekauften 2’-Desoxyadenosin verglichen.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,36

M = 251,24 g/mol; C10H1303N5
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2.2.5 Versuch, die Aminofunktion wahrend der Desoxygenierung

Zu schiutzen

2.2.5.1 DC-Versuch zur Darstellung von N°®-Benzoyl-3’,5’-O-[1,1,3,3-tetraisopropyl-
1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxythiocarbonyladenosin 27

Eine  Spatelspitze  3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-phenoxy-
thiocarbonyladenosin 24 wurde in 0,5 ml Pyridin gelost, mit einer Spatelspitze
Dimethylaminopyridin und ein paar Tropfen Benzoylchlorid unter Kihlung versetzt. Die
dunnschichtchromatographische Verfolgung des Versuches zeigte keine Bildung des zu

erwartenden unpolareren Spots an. Daher wurde der Versuch abgebrochen.

2.2.5.2 DC-Versuch zur Darstellung von N°®-Benzoyl-3’,5’-O-[1,1,3,3-tetraisopropyl-
1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyadenosin 28

Einwenig  3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-desoxyadenosin 25
wurde in 0,5 ml Pyridin gelést und bei Raumtemperatur mit einer Spatelspitze
Dimetylaminopyridin und einer Spatelspitze Benzoesaureanhydrid versetzt. Da keine
Reaktion eintrat, wurde die Reaktionslosung anschlieBend zwei Stunden unter Ruckflufd
gekocht. Aufgrund der Tatsache, daB auch auf diese Weise die Umsetzung nur teilweise
eintrat, wurde unter Kihlung noch etwas Benzoylchlorid hinzugefiigt. Es konnte aber keine

Verbesserung der Ausbeute, sondern nur eine eintretende Zersetzung beobachtet werden.
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2.2.6  Desoxygenierung des modifizierten Nukleosids

2.2.6.1 3’,5-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-

dideaza-7-oxoadenosin 29

Zu einer Losung von 70 mg (0,26 mmol) 7,9-Dideaza-7-oxoadenosin 11 in 4 ml Pyridin
wurden 0,1 ml (0,32 mmol) 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan hinzugefugt. Nach
drei Stunden wurde die Reaktionslésung in Dichlormethan aufgenommen, dreimal mit Wasser
gewaschen, die organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
destillativ entfernt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,54

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 30 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 90:10

Ausbeute: 136 mg (0,22 mmol); 85 % d.Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)
0 [ppm] =1,0 (m, 26 H, CH und CHg aus der Silylschutzgruppe); 3,25 ('s, 1H, 2’-OH);
3,96 - 4,05 (m, 3H, H-5;", H-5,’und H-4"); 4,30 (dd, 1H, H-2);
4,65 (m, 1H, H-3"); 5,04 (dd, 1H, H-1’); 5,15 (s, 2H, NH,); 7,74 (d, 1H, H-6);
8,38 (s, 1H, H-2)
332 = 5,62 Hz; 3J»1- = 3,08 Hz; “J1- 6 = 0,89 Hz

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

O [ppm] = 11,631 -12,172 (CHsityischutzgruppe); 15,975 - 16,475 (CHs; silyischutzgruppe);
61,343 (C-5’); 70,981 (C-3’); 74,107 (C-2’); 76,862 (C-1’); 81,060 (C-4°);
119,913 (C-7); 133,660 (C-4a); 145,699 (C-6); 147,420 (C-7a); 148,546 (C-4);
152,525 (C-2)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =509,7 g/mol; C23H3906N38i2
m/z [Da] = 510 (M+H)*
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2.2.6.2  3,5-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-

O-phenoxythiocarbonyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 30

540 mg (4,42 mmol) Dimethylaminopyridin, welche kurz an der Olpumpe getrocknet worden
waren, und 0,2 ml (1,48 mmol) O-Phenylchlorothioformiat wurden zu 269 mg (0,53 mmol)
3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 29 , die in
10 ml Acetonitril geldst worden waren, gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden
wurde die Losung in 50 ml Dichlormethan aufgenommen, zweimal mit kalter 1 mol/l HCI (je
50 ml), einmal mit Wasser (50 ml) und zweimal mit geséattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung (je 50 ml) ausgeschdittelt. Die organische Phase wurde ber
Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.

DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0.67

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an 70 g Kieselgel 60 gereinigt. Laufmittel:
CH,Cl,/MeOH 97:3

Ausbeute: 229 mg (0,35 mmol); 67,2 % d.Th.

'H-NMR-Spektrum (400MHz, CDCls)
0 [ppm] = 1,0 (m, 28H, CH und CHj5 aus der Silylschutzgruppe);
3,94 - 4,00 (m, 2H, H-5," und H-4"); 4,08 (dd, 1H, H-5,"); 5,09 (dd, 1H, H-3");
5,16 (s, 2H, NHy); 5,28 (d, 1H, H-1"); 6,14 (dd, 1H, H-2’);
7,07 (M, 2H, Harom,, ortho, Phenyt); 7,22 (M, 1H, Harom. para, phenyt);
7,34 (M, 2H, Harom,, meta, phenyt); 7,79 (s, 1H, H-6); 8,35 (s, 1H, H-2)

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)

3 [ppm] = 11,809 - 12,306 (CHsilyischutzgruppe); 16,041 - 16,461 (CHs silyischutzgruppe);
59,927 (C-5%); 69,755 (C-3°); 74,334 (C-1°); 80,397 (C-4"); 84,519 (C-2");
119,091 (C-7); 120,861 (CHarom., ortho, Phenyt); 125,502 (CHarom., para, phenyl);
128,458 (CHarom.. meta, phenyl); 133,731 (C-4a); 146,264 (C-6); 147,390 (C-7a);
152,407 (C-2); 152,651 (C-4)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =645,9 g/mol; C30H4307N38i28
m/z [Da] = 646,1 (M+H)"
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2.2.6.3 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-

2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 31

230 mg (0,36 mmol) 3°,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-diyl]-2’-O-
phenoxythiocarbonyl-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 30 wurden in 20 ml Toluol gelést, mit 50
mg (0,3 mmol) 2,2’-Azobis(2-methyl)propionitril (a,a’-Azoisobutyronitril; AIBN) und 0,7 ml
(2,24 mmol) Tributylzinnhydrid versetzt und 10 Minuten bei Raumtenperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung drei Stunden bei ca 90 °C unter Ruckflul} gekocht und dann
langsam abgekiihlt. Nach der Entfernung des Ldsungsmittels wurde das Rohprodukt an der
Olpumpe getrocknet.

DC-Kontrolle: CH,Cl,/ MeOH 85:15 R¢: 0,5

AnschlieRend wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an 90 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 95:5

Ausbeute: 158 mg (0,32 mmol); 89 % d.Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

0 [ppm] =1,0 (m, 28 H, CH und CHg aus der Silylschutzgruppe); 2,32 (m, 1H, H-2,’);
2,45 (m, 1H, H-2,"); 3,79 - 3,88 (M, 2H, H-4’und H-5,); 4,02 (dd, 1H, H-5,");
4,57 (m, 1H, H-3"); 5,19 (s, 2H, NH,); 5,30 (dt, 1H, H-1"); 7,70 (d, 1H, H-6);
8,39 (s, 1H, H-2)

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)

3 [ppm] = 11,932 - 12,459 (CHsiiyischutzgruppe); 15,958 - 16,551 (CHs, sityischutzgruppe);
39,120 (C-2°); 62,050 (C-5°); 69,859 (C-1°); 71,429 (C-3’); 84,700 (C-4");
122,420 (C-7); 133,000 (C-4a); 144,947 (C-6); 147,401 (C-7a); 147,829 (C-4);
152,440 (C-2)

Maasenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =493,7 g/mol; C23H3905N3Si2
m/z [Da] = 494,1 (M+H)"

177



VII. Experimenteller Teil - Organische Chemie

2.2.6.4 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32

Zu einer Losung aus 158 mg (0,32 mmol) 3’,5’-0-[1,1,3,3-Tetraisopropyl-1,3-disiloxan-1,3-
diyl]-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 31 in 5 ml THF wurden 58 mg (0,22 mmol) 18-
Krone-6, 233 mg (4,01 mmol) Kaliumfluorid und 129 pl (7 umol) Wasser hinzugefigt. Das
Reaktionsgemisch wurde finf Stunden gerihrt, zur Abtrennung des Feststoffes filtriert und
anschlieRend eingeengt.

DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH 85 :15 R¢: 0,25

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte durch eine S&ulenchromatographie an 25 ¢
Kieselgel 60.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 90:10

Ausbeute: 60 mg (0,27 mmol); 85,5 % d.Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, D,0)
5 [ppm] = 1,82 (ddd, 1H, H-2,"); 2,07 (ddd, 1H, H-2,"); 3,25 (dd, 1H, H-5,");
3,32 (dd, 1H, H-5,%); 3,63 (m, 1H, H-4"); 4,07 (d, 1H, H-3"); 5,01 (g, 1H, H-17);
7,22 (s, 2H, NH,); 7,97 und 7,98 (2s, 2H, H-2 und H-6)
2Jsar 5 = 11,98 Hz; Yoz o = 12,59 Hz; %J3 o = 5,15 Hz; %J57 1> = 5,56 Hz;
335y 1- = 10,69 Hz

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, D,0)

o [ppm] = 41,544 (C-2’); 63,158 (C-5); 71,850 (C-1"); 73,306 (C-3’); 88,483 (C-4’);
122,200 (C-7); 134,404 (C-4a); 146,596 (C-6); 147,890 (C-7a); 150,056 (C-4);
153,282 (C-2)

Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =251,24 g/mol; C11H1304N3
m/z [Da] = 252 (M+H)*
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2.3 Schutzgruppeneinfiihrung in Hinblick auf die Triphosphatsynthese

2.3.1 Versuche mit 2’-Desoxyadenosin 26

2.3.1.1 5’-0-(4,4’-Dimethoxytrityl)-2’-desoxyadenosin 33

460 mg (1,83 mmol) 2’-Desoxyadenosin 26 wurden zur Trocknung dreimal mit Pyridin an der
Olpumpe koevaporiert, anschlieRend in 10 ml Pyridin suspendiert und mit 1,4 g (4,13 mmol)
4,4’-Dimethoxytritylchlorid, welche vorher kurz an der Olpumpe getrocknet worden waren,
und mit 10 mg (81,85 mmol) 4-Dimethylaminopyridin, welche auch an der Olpumpe kurz
getrocknet worden waren, versetzt. Zu der orangefarbenen Ldsung wurde noch 1 ml (7,2
mmol) Triethylamin hinzugefuigt. Nach einer Reaktionszeit von 19 Stunden wurde der Ansatz
direkt weiter umgesetzt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15  R¢: 0,49

2.3.1.2 N°®-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxyadenosin 34

Zu der Reaktionsldsung der 4,4’-Dimethoxytrityldesoxyadenosin-Synthese 33 wurden 0,6 ml
(4,75 mmol) frisch destilliertes Trimethylchlorsilan gegeben und eine Stunde gerthrt (Rs: 0,53
in CH,Cl,/MeOH 85:15). Dann erfolgte die Zugabe von 1 ml (8,61 mmol) frisch destilliertem
Benzoylchlorid. Die Lésung wurde zwei Stunden geriihrt (Rs: 0,75 in CH,Cl,/MeOH 85:15).
AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit Hilfe eines Eisbades abgekuhlt, mit 2 ml
Wasser und 5 Minuten spéter mit 4 ml einer 28 %igen Ammoniakldsung versetzt, eine halbe
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt und das Losungsmittel destillativ entfernt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,52

Das Rohprodunkt wurde sdulenchromatographisch an 100 g Kieselgel 60 gereinigt.
Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 97:3 + 0,5 % Pyridin

Ausbeute: 809 mg (1,23 mmol); 67,2 % d. Th. Uber vier Stufen bezogen auf
2’-Desoxyadenosin (Lit.: 88 % [1?%])
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)

3 [ppm] = 2,50 (m, 1H, H-2,"); 2,81 (m, 1H, H-2,’); 3,34 (d, 2H, H-5,", H-5,");
3,70 (s, 6H, OCHy); 4,10 (g, 1H, H-4"); 4,64 (m, 1H, H-3"); 6,42 (t, 1H, H-1’);
6,72 (dd, 4H, Harom., neben och3); 7,19 (M, 4H, Harom., ortho, Trity1);
7,31 (M, 2H, Harom,, Trity1); 7,38 (M, 2H, Harom., Trity1); 7,45 (M, 1H, Harom., para, Trity1);
7,45 (M, 2H, Harom., meta, Benzoy1); 7,53 (M, 1H, Harom., para, Benzoy1);
7,95 (d, 2H, Harom., ortho, Benzoyl); 8,09 (s, 1H, H-8); 8,65 (s, 1H, H-2);
9,03 (s, 1H, NH)

B3C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCl5)

3 [ppm] = 39,244 (C-2’); 54,212 (OCH3); 62,676 (C-5°); 71,465 (C-3°); 83,666 (C-1°);
85,216 (C-4"); 85,615 (CPhs); 112,135 (CHarom., neben ocH, Trityl);
120-157 (CHarom, Und Carom.); 140,495 (C-8); 151,537 (C-2); 168,360 (C=0)

Massenspektrum (Fast-Atom Bomnardement)
M = 657 g/mol; C3gH3506N5
m/z [Da] = 658,8 (M+H)"

2.3.1.3 Methoxyessigsaureanhydrid 35

6 g (5 ml, 66,6 mmol) Methoxyessigsdure wurden in 14 ml Ethylacetat gelost, mit 7,1 g
(34,4 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und eine Stunde gerlhrt. Der entstandene
Feststoff wurde abfiltriert, das Filtrat unter Normaldruck destilliert, um das Lésungsmittel zu
entfernen. Zur Reinigung wurde das Rohprodukt im VVakuum destilliert.

Sdp. 78 °C bei 1,2 010™ Bar

IR-Spektrum

v [cm™] = 1837,82 (C=0-Valenzschwingung bei Anhydriden)
1766,47 (C=0-Valenzschwingung bei Anhydriden)
2834,84 (C-H-Valenzschwingung)
1162,72 (C-O-Valenzschwingung)
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2.3.1.4  N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxyadenosin 36

Zu einer Losung von 250 mg (0,38 mmol) N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-
desoxyadenosin 34 in 2,5 ml Pyridin wurden 0,1 ml (0,56 mmol) Methoxyessigsaureanhydrid
35 gegeben und eine Stunde gerthrt (R¢: 0,77 in CH,Cl,/MeOH 85:15). Anschliefend wurde
das Losungsmittel entfernt, der Sirup in 2,5 ml 80 %iger Essigsdure aufgenommen und drei
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.

Nach der vollstandigen Abspaltung der Dimethoxytritylschutzgruppe wurde die Ldsung
eingeengt, der Rickstand in 50 ml Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit einer kalten
Natriumcarbonat (5 %ige Losung)/ Eis-Mischung gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und zur Entfernung des Pyridins mit Toluol
koevaporiert.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,56

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 25 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl, / MeOH 95:5

Ausbeute: 91 mg (0,21 mmol); 56 % d.Th. ( Lit.: 81 % ™)

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)
o [ppm] = 2,52 (dd, 1H, H-2;’); 3,25 (ddd, 1H, H-2y’); 3,50 (s, 3H, OCHj3); 3,71 (Dioxan);
3,92-4,03 (M, 2H, H-5;”, H-5,"); 4,11 (s, 2H, CHy); 4,32 (s, 1H, H-4);
5,69 (d, 1H, H-3’); 5,87 (d, 1H, 5’-OH); 6,36 (dd, 1H, H-1);
7,53 (M, 2H, Harom. meta, Benzoyt); 7,63 (M, 1H, Harom., para, Benzoy1);
8,03 (M, 2H, Harom, ortho, Benzoyt); 8,11 (s, 1H, H-8); 8,80 (s, 1H, H-2);
9,03 (s, 1H, NH);
2Joar 2p = 14,11 Hz; 3J3 »» = 5,56 Hz; °Jp - = 5,41 Hz;

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, CDCls)

o [ppm] = 37,800 (C-2’); 59, 572 (CHj3); 63,153 (C-5); 67,103 (Dioxan); 69,835 (CH,);
77,280 (C-3’); 87,412-87,604 (C-4", C-17); 124,716 (C-5); 125-135 (5 CHarom);
133,017 (Cq, Benzoyl); 142,414 (C-8); 150,383 (C-6); 150,757 (C-4);
152,254 (C-2); 164,428 (C=0); 169,686 (COO)
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Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M =427,4 g/mol; C20H2106N5
m/z [Da] = 428,1 (M+H)*

2.3.2 Versuche an 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin

2.3.2.1  5-0-(4,4’-Dimethoxytrityl)-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 37

52 mg (0,24 mmol) 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 wurden zweimal mit Pyridin an
der Olpumpe getrocknet, in 2 ml Pyridin suspendiert und unter Rithren mit 8 mg (0,06 mmol)
Dimethylaminopyridin und 150 mg (0,44 mmol) 4,4’-Dimethoxytritylchlorid versetzt. Zu der
Losung wurden noch 0,13 ml (0,09 g; 0,94 mmol) Triethylamin hinzugefugt.

Nach einer Reaktionszeit von 20 Stunden wurde das Reaktionsgemisch direkt zur weiteren
Umsetzung eingesetzt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,47

2.3.2.2  N°Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxy-7,9-dideaza-

7-0xo0-adenosin 38

Zu der Reaktionslosung der Dimethoxytritylierung 37 wurden 0,15 ml (1,18 mmol)
Trimethylchlorsilan unter Argon gegeben. Nach 40 Minuten wurden, da die Umsetzung
abgeschlossen (R¢: 0,73 in CH,Cl,/MeOH 85:15) war, 0,14 ml (1,22 mmol) Benzoylchlorid
langsam unter Rihren hinzugefuigt. Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden (Rf: 0,83 in
CH.CI,/MeOH 85/15) wurde die Ldsung mittels eines Eisbades abgekihlt, mit 0,25 ml
Wasser und 5 Minuten spater mit 0,5 ml einer 28 %igen Ammoniakldsung versetzt und
anschlieRend eine halbe Stunde bei Raumtemperatur geruhrt.

Dann wurde das Losungsmittel destillativ entfernt, der Rickstand in Dichlormethan
aufgenommen und mit 5 %iger Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen und eingeengt.
DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl, / MeOH 85:15 R¢: 0,57

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 50 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl, / MeOH 97:3
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Ausbeute: 16 mg (0,024 mmol); 10,3 % d.Th. Uber zwei Stufen bezogen auf 2’-Desoxy-7,9-

dideaza-7-oxoadenosin

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm] = 2,27 (ddd, 1H, H-2,"); 2,43 (ddd, 1H, H-2,"); 3,19 (dd, 1H, H-5,");
3,27 (dd, 1H, H-5,%); 3,70 (s, 6H, OCHj); 4,06 (ddd, 1H, H-4");
4,46 (m, 1H, H-3"); 4,98 (t, 1H, 3’-OH); 5,43 (dd, 1H, H-1");
6,74 (d, 4H, Harom., neben ocHz in omT); 7,14 (M, 1H, Harom,, para, omT);
7,19 (M, 2H, Harom. meta, om1); 7,25 (M, 4H, Harom.. omT);
7,37 (d, 2H, Harom., ortho, omT); 7,47 (t, 2H, Harom., meta, Benzoy1);
7,56 (t, 1H, Harom. para, Benzoyl); 7,90 (S, 1H, H-6); 7,96 (d, 2H, Harom. ortho, Benzoyl);
8,67 (s, 1H, H-2); 8,90 (s, 1H, NH)
s sty = 9,79 Hz; 2oe ot = 13,04 Hz; 3Jpp 1> = 9,44 Hz; *Jyy - = 6,01 Hz

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M = 657,4 g/mol; C39H35O7N3
m/z [Da] = 658,3 (M+H)", 303 (DMT")

2.3.2.3 N®-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 39

Eine Lésung von 16 mg (0,024 mmol) N°-Benzoyl-5’-O-(4, 4’dimethoxytrityl)-2’-desoxy-7,9-
dideaza-7-oxoadenosin 38 in 1 ml Pyridin wurde 001 ml (0,06 mmol)
Methoxyessigsaureanhydrid 35 gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
der Entfernung des Pyridins wurde der Ruckstand in 1,5 ml 80 %iger Essigsaure geldst und
vier Stunden gerihrt.

AnschlieBend wurde die Lésung eingeengt, der Sirup in Dichlormethan aufgenommen und
zweimal mit einer Natriumcarbonat/ Eis-Mixtur gewaschen. Die organische Phase wurde tber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde destillatv entfernt.

Das Produkt konnte nicht rein isoliert werden. Per Dinnschichtchromatographie wurde aber
eine Produktbildung nachgewiesen.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15  R¢: 0,66
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Massenspektrum (Fast-Atom-Bombardement)
M =427,4 g/mol; C21H21O7N3
m/z [Da] = 429,2 (M+H)*

2.3.3 Protektion der exozyklischen Aminofunktion des

2’-Desoxyadenosins 26

2.3.3.1  3',5",N° N°-Tetrabenzoyl-2’-desoxyadenosin 40

100 mg (0,4 mmol) 2’-Desoxyadenosin 26 wurden einmal mit Pyridin an der Olpumpe
getrocknet und anschlielend in 4 ml Pyridin suspendiert. Die Suspension wurde mittels eines
Eisbades abgekihlt, langsam mit 0,2 ml (1,72 mmol) frisch destilliertem Benzoylchlorid unter
Rihren versetzt und eine halbe Stunde bei 0 °C gerlhrt. Danach wurde noch vier Stunden bei
Raumtemperatur weitergeruhrt.

Nachdem die Umsetzung abgeschlossen war, wurde das Reaktionsgemisch auf Eis gegossen
und viermal mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde einmal mit Wasser
gewaschen, eingeengt und das Rohprodukt direkt ohne weitere Aufreinigung zur
Debenzoylierung eingesetzt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,9

2.3.3.2 N®-Benzoyl-2’desoxyadenosin 41

Das Rohprodukt des 3’,5’,N°N°-Tetrabenzoyl-2’-desoxyadenosins 40 wurde in 10 ml
Pyridin/Ethanol (3:1) geltst und im Eisbad mit gekihlter 2 mol/l Natronlauge/Ethanol (1:1)
unter pH-Wertkontrolle bis zu einem pH-Wert von Uber 12 versetzt. Nach einer Reaktionszeit
von zwei Stunden war die Umsetzung vollstdndig abgeschlossen und die Losung wurde durch
Zugabe von Dowex-lonenaustauscher 50 WX8 (Pyridiniumform) neutralisiert.

Der lonenaustauscher wurde durch Filtration entfernt und mit Wasser griindlich gewaschen.
Die waéssrige Phase wurde dreimal mit Diethylether gewaschen, eingeengt und der Riickstand
in wenig Ethanol aufgenommen. Uber Nacht bildete sich ein weiBer Niederschlag, welcher

abfiltriert und an der Olpumpe getrocknet wurde.
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DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,42
Ausbeute: 110 mg (0,310 mmol); 77,8 % d. Th. Uber zwei Stufen bezogen auf
2’-Desoxyadenosin (Lit.: 51 % [*?1)

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, d;-DMSQ)
& [ppm] = 2,30 (ddd, 1H, H-2,’); 2,73 (m, 1H, H-2,); 3,48 (M, 1H, H-5,");
3,57 (m, 1H, H-5,"); 3,84 (g, 1H, H-4"); 4,39 (d, 1H, H-3");
4,97 (t, 1H, 5’-0OH); 5,32 (d, 1H, 3’-OH); 6,44 (t, 1H, H-1°);
7,50 (dt, 2H, Harom., meta, Benzoyt); 7,58 (dt, 1H, Harom., para, Benzoyl);
7,98 (d, 2H, Harom., ortho, Benzoy1); 8,62 (s, 1H, H-8); 8,69 (s, 1H, H-2)
2Joar 21 = 13,29 Hz

13C-NMR-Spektrum (100,62 MHz, ds-DMSO)

& [ppm] = 39,618 (C-2°); 61,961 (C-5’); 71,044 (C-3’); 84,090 (C-1°); 88,338 (C-4’);
126,226 (C-5); 128,836 (CHgenzoy); 132,817 (CHgenzoyl); 133,729 (Cq. genzoy);
143,420 (C-8); 150,682 (C-6); 151,862 (C-2); 152,257 (C-4); 165,900 (C=0)

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M = 355 g/mol; C17H1704N5
m/z [Da] = 356,3 (M+H)"
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2.3.4 Protektion der exozyklischen Aminofunktion an

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin

2.3.4.1 3’,5",N® N®-Tetrabenzoyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 42

46 mg (0,21 mmol) 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32 wurde mit Pyridin an der
Olpumpe getrocknet und nachfolgend in 5 ml Pyridin gelost. Die Mischung wurde mittels
eines Eisbades gekuhlt, langsam mit 0,15 ml (0,18 g; 1,29 mmol) frisch destilliertem
Benzoylchlorid unter Rihren versetzt, eine halbe Stunde bei 0 °C und dann viereinhalb
Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde die Losung auf Eis gegossen. Das
wasserunlosliche  Produkt wurde durch viermalige Extraktion in Dichlormethan
aufgenommen, mit Wasser gewaschen und eingeengt. Das Rohprodukt wurde ohne Reinigung
weiter umgesetzt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,87

2.3.4.2  N®-Benzoyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 43

Das Rohprodukt des 3’,5°,N° N°®-Tetrabenzoyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 42
wurde in 10 ml Pyridin/Ethanol (3:1) gel6st und im Eisbad mit gekihlter 2 mol/l
Natronlauge/Ethanol (1:1) unter pH-Wertkontrolle ( bis der pH-Wert tber 12 lag) versetzt.
Nach vier Stunden wurde die Lésung durch Zugabe von Dowex-lonenaustauscher 50 WX 8
(Pyridiniumform) neutralisiert und zur Entfernung des lonenaustauschers filtriert. Der
lonenaustauscher wurde grundlich mit Wasser ausgespult und die wéssrige Phase wurde etwas
reduziert, mit Diethylether gewaschen und eingeengt. Der Ruckstand wurde in Ethanol
aufgenommen und tber Nacht bei 4 °C gelagert. Da kaum Kristalle zu sehen waren, wurde die
gesamte Losung erneut eingeengt und an der Olpumpe getrocknet.

Das noch Pyridin enthaltende Rohprodukt wurde ohne sdaulenchromatographische Reinigung
weiter umgesetzt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,CIl,/MeOH 85:15 R¢: 0,42
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, d;-DMSQ)
3 [ppm] = 1,93 (ddd, 1H, H-2,"); 2,06 (ddd, 1H, H-2,’);
2,25-3,30 (H-5 unter einem Wasserberg); 3,63 (m, 1H, H-4");
4,07 (m, 1H, H-37); 5,08 (dd, 1H, H-1"); 7,33 (dt, 2H, Harom., meta, Benzoy1);
7,43 (dt, IH, Harom., para, Benzoy); 7,84 (d, 2H, Harom., ortho, Benzoy1); 8,20 (S, 1H, H-6);
8,62 (s, 1H, H-2)
2w oty = 12,62 Hz; 3Joa 1> = 5,66 Hz; *Jay1- = 10,24 Hz

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M = 355 g/mol; C1sH1705N3
m/z [Da] = 356,3 (M+H)*

2.3.5 Protektion des aminogeschttzten modifizierten

2’-Desoxynukleosids in Hinblick auf die Triphosphatsynthese

2.35.1 N°®Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxy-

7,9-dideaza-7-oxoadenosin 38

Das Rohprodukt des N°-Benzoyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosins 43 wurde mit
Pyridin, Dioxan und Acetonitril an der Olpumpe lyophilisiert, in 5 ml Pyridin gel6st und mit
20 mg (0,16 mmol) frisch getrocknetem Dimethylaminopyridin versetzt. Zu dieser Losung
wurden portionsweise 200 mg (0,59 mmol) frisch an der Olpumpe getrocknetes
4,4’ -Dimethoxytritylchlorid gegeben bis nach 2 Tagen eine nahezu vollstandige Umsetzung
zu beobachten war.

Das Reaktionsgemisch wurde in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit Eiswasser
gewaschen. Die waéssrige Phase wurde mit Ethylacetat ausgeschittelt und die vereinigten
organischen Phasen wurden Gber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 R¢: 0,66

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an 56 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 95:5 + 0,5 % Pyridin

Ausbeute: 55 mg (0,08 mmol); 39,9 % d. Th. tber 3 Stufen bezogen auf 46 mg (0,21 mmol)

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 32
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl5)
5 [ppm] = 2,27 (ddd, 1H, H-2,’); 2,43 (ddd, 1H, H-2,"); 3,19 (dd, 1H, H-5,"):
3,27 (dd, 1H, H-5y°); 3,70 (s, 6H, OCH3); 4,06 (ddd, 1H, H-4");
4,46 (m, 1H, H-3°); 4,98 (t, 1H, 3’-OH); 5,43 (dd, 1H, H-1");
6,74 (d, 4H, Harom., neben ocHz in omT); 7,14 (M, 1H, Harom,, para, omT);
7,19 (M, 2H, Harom., meta, omT); 7,25 (M, 4H, Harom,, pmT);
7,37 (d, 2H, Harom., ortho, omT); 7,47 (t, 2H, Harom., meta, Benzoyl);
7,56 (t, 1H, Harom., para, Benzoyt); 7,90 (s, 1H, H-6); 7,96 (d, 2H, Harom., ortho, Benzoy1);
8,67 (s, 1H, H-2); 8,90 (s, 1H, NH)
2Jsar 5o = 9,79 HZ; 2Ja oy = 13,04 Hz; *per 1 = 9,44 Hz; ®Jp1y 1 = 6,01 Hz

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M =657,7 g/mol; C39H3507N3
m/z [Da] = 658,3 (M+H)"

2.3.5.2 N®-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin 39

Zu einer Losung von 50 mg (0,08 mmol) N°-Benzoyl-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxy-
7,9-dideaza-7-oxoadenosin 38 in 3 ml Pyridin wurden 0,04 ml (0,22 mmol)
Methoxyessigsdureanhydrid 35 hinzugefigt (R¢: 0,71 in CH,CIl,/MeOH 85:15). Nach einer
Reaktionszeit von zwei Stunden wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand wurde
zur Abspaltung der Dimethoxytritylschutzgruppe in 0,8 ml 80 %iger Essigsdure
aufgenommen, vier Stunden bei 35 °C geriihrt und dann die Essigsaure detillativ entfernt. Der
Rickstand wurde in 20 ml Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit Kkalter
Natriumcarbonat/Eis-L6sung und einmal mit Eiswasser gewaschen. Nach der Trocknung der
organischen Phase Uber Natriumsulfat wurde diese eingeengt.

DC-Kontrolle: Laufmittel CH,Cl,/MeOH 85:15 Rf: 0,64

Das Rohprodukt sdulenchromatographisch an 20 g Kieselgel 60 gereinigt.

Laufmittel: CH,Cl,/MeOH 97:3

Ausbeute: 22 mg (0,05 mmol); 67,7 % d.Th.
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls)
3 [ppm] = 2,24 (dd, 1H, H-25"); 2,76 (ddd, 1H, H-2,’); 3,42 (s, 3H, CH3);
3,80-3,90 (M, 2H, H-5,”, H-5,"); 4,03 (s, 2H, CHy); 4,20 (s, 1H, H-4);
5,34 (dd, 1H, H-17); 5,57 (d, 1H, H-3"); 6,09 (d, 1H, 5’-OH);
7,48 (M, 2H, Harom, meta, Benzoyt); 7,58 (M, 1H, Harom., para, Benzoyl); 7,94 (S, 1H, H-6);
7,96 (d, 2H, Harom., ortho, Benzoyt); 8,66 (S, 1H, NH); 8,70 (s, 1H, H-2)
20w 20 = 13,77 Hz; 3Jp 1 = 5,21 Hz; 3Jpp 1= 11,47 Hz

Massenspektrum (Fast-Atom Bombardement)
M = 427,4 g/mol; C;H»107/N3
m/z [Da] = 428,1 (M+H)"

2.4 Triphosphatsynthese

2.4.1 Bis(tri-n-butylammonium)pyrophosphat 44

2,23 g (5 mmol) Tetranatriumdiphosphatdecahydrat wurden in ca. 40 ml Wasser geldst und
iiber eine lonenaustauschersiule, welche mit Dowex 50 WX 8 (H'-Form) gefiillt war,
gegeben. Das Eluat wurde direkt in eine mit Eiswasser gekiihlte gertihrte Losung aus 2,4 ml
(10 mmol) Tri-n-butylamin in 20 ml Ethanol getropft. Die lonenaustauschersdaule wurde mit
ca. 60 ml Wasser gewaschen, bis der pH-Wert des Eluats auf pH = 5 anstieg. AnschlieRend
wurde die Wasser/ Ethanol - Losung an der Olpumpe getrocknet, zweimal in Ethanol und
einmal in DMF aufgenommen und erneut eingeengt. Nach beendeter Trocknung wurde der
Rickstand mit 8 ml DMF verdlnnt, mit Molsieb versetzt und die Losung wurde bei - 20 °C

unter Argon gelagert.
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2.4.2 Triphosphatsynthese mit 2’-Desoxyadenosin

2.4.2.1 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat 47

Methode A

Zur Vorbereitung wurde das geschitzte 2’-Desoxynukleosid 36 dreimal in je 1 ml Pyridin
gelost, lyophilisiert und anschlieBend tiber Phosphorpentaoxid an der Olpumpe getrocknet.

43 mg (0,1 mmol) N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxyadenosin 36 wurden in 100 pl
Pyridin und 300 pl Dioxan gelést und mit 110 pl (110 pumol) einer frisch angesetzten Lésung
aus 115 mg (0,57 mmol) 2-Chlor-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on in 0,55 ml Dioxan
versetzt. Nach 10 Minuten wurde eine gut gertihrte Losung von 300 pl des 0,5 mol/l Bis(tri-n-
butylammonium)pyrophosphatreagenzes 44 in DMF und 100 pl Tri-n-butylamin schnell
dazugegeben. Nach weiteren 10 Minuten wurden 2 ml einer Ldsung von Jod in
Pyridin/Wasser hinzugefigt. (1 g Jod wurde in 100 ml einer Mischung aus Pyridin/Wasser
98:2 geldst) Der UberschuR an Jod wurde durch Zugabe einiger Tropfen einer 5 %igen
wassrigen Losung von Natriumhydrogensulfit zerstort und die Reaktionslosung wurde zur
Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde in 10 ml Wasser aufgenommen und 30 Minuten bei
Raumtemperatur gerthrt. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 20 ml konzentriertem
Ammoniak. Die Losung wurde eine Stunden bei Raumtemperatur gerlhrt, eingeengt und an
der Olpumpe getrocknet.

Eine  dunnschichtchromatographische  Untersuchung in  einem  Laufmittel  aus
Isopropanol/Wasser/Ammoniak (3:1:1) zeigte drei Produkte an.

Das Rohprodukt wurde an einer DEAE-Sephacel-Saule mit TEAB-Puffer in einem Gradienten
von 0,025 mol/l - 0,6 mol/l gereinigt.

Da die Entfernung der Schutzgruppe durch das Ruhren mit Ammoniak bei Raumtemperatur
nicht vollstandig gelang, wurde das gereinigte Triphosphat 5 Stunden bei 60 °C mit 20 ml
Ammoniak geriihrt, anschlieBend eingeengt und an der Olpumpe mit Dioxan lyophilisiert.

Das erhaltene Produkt wurde dinnschichtchromatographisch mit 2’-Desoxyadenosin-5’-O-
triphosphat 47 verglichen.

Ausbeute: 26 mg (0,03mmol); 30 % d. Th.
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'H-NMR-Spektrum (400 MHz, D,0)

5 [ppm] = 2,71 (ddd, 1H, H-25"); 2,90 (m, 1H, H-2,’); 4,35 (m, 2H, H-5,” und H-5,’);
4,42 (m, 1H, H-4"); 4,96 (m, 1H, H-3’ unter Wasserberg); 6,61 (t, 1H, H-1");
8,49 (s, 1H, H-2); 8,69 (s, 1H, H-8)

BC-NMR-Spektrum (100,62 MHz, D,0)
5 [ppm] = 39,790 (C-2’); 65,725 (C-5’); 71,228 (C-3’); 84,838 (C-1’); 86,403 (C-4");
142,564 (C-8); 146,033 (C-2)

3'p-NMR-Spektrum (200Mhz, D,0)
o [ppm] =-9,6 und - 9,9 (2P, P4 und Py); - 21,7 (1P, Pp)

Methode B

55 mg (0,2 mmol) 2’-Desoxyadenosin 26 wurden in 1 ml Pyridin gelést und im
Olpumpenvakuum getrocknet. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Dann wurde das
Nukleosid eine Stunde im Vakuum tber Phosphorpentoxid getrocknet.

Das so vorbereitete Nukleosid wurde in 0,8 ml (0,86 g; 4,7 mmol) Triethylphosphat geldst
und bei -20 °C mit 0,03 ml (0,05 g; 0,33 mmol) Phosphorylchlorid versetzt. Nach zweli
Stunden wurde eine Mixtur aus 2 ml einer 0,5 molaren Bis(tri-n-butylammonium)-
pyrophosphat-Lésung 44 in DMF und 0,8 ml Tributylamin unter starkem Rihren hinzugefugt.
Eine Minute spater wurden ca. 4 ml einer 1mol/l TEAB-L6sung (pH=8) hinzugefugt.
AbschlieRend wurde das Losungsmittel evaporiert.

Ein dinnschichtchromatographischer Vergleich mit 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat 47
in einem Laufmittel aus Isopropanol/Wasser/Ammoniak (3:1:1) zeigte, dal} sehr viele
Nebenprodukte entstanden waren.

Trotzdem erfolgte die Reinigung an DEAE-Sephacel in einem TEAB-Puffer mit einem
Gradienten von 0,025 mol/l - 0,6 mol/l. Auf diese Weise konnte aber Kkein

2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat isoliert werde.
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2.4.3 Triphosphatsynthese mit 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin

2.4.3.1 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin -5’-O-triphosphat 50

22 mg (0,05 mmol) N°-Benzoyl-3’-O-methoxyacetyl-2’-desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin
39 wurden dreimal mit Pyridin lyophilisiert und anschlieBend Uber Phosphorpentaoxid bei
Raumtemperatur an der Olpumpe getrocknet.

Das sorgféltig getrocknete, geschitzte 2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin wurde in 60 pl
Pyridin und 170 ul Dioxan geldst und unter Rilhren im Argongegenstrom durch ein Septum
mit 60 pl (60 umol) einer Losung aus 65 mg (0,321 mmol) 2-Chlor-4H-1,3,2-benzodioxa-
phosphorin-4-on in 0,31 ml Dioxan versetzt und 10 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend erfolgte die schnelle Zugabe einer gut geruhrten Losung aus 170 ul des 0,5
mol/l Bis(tri-n-butylammonium)pyrophosphatreagenzes 44 in DMF und 60 pl Tri-n-butyl-
amin.

Nach 10 Minuten wurde 1 ml einer 1 %igen Jodlésung in Pyridin/Wasser (98:2) hinzugeflgt.
Das Gemisch wurde weitere 15 Minuten gerlhrt. Der Jodlberschul? wurde dann durch
tropfenweise Zugabe einer 5 %igen Natriumsulfitlésung zerstort und das Reaktionsgemisch
zur Trockne eingeengt. Anschlielend wurde der Rickstand in 5 ml Wasser aufgenommen, 30
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, wieder etwas eingeengt, mit 10 ml konz. Ammoniak
versetzt und 5 Stunden bei 60 °C geruhrt. Nach der Entfernung des Ammoniaks wurde das
Rohprodukt an der Olpumpe getrocknet.

Eine dunnschichtchromatographische Untersuchung in einem Laufmittelgemisch aus
Isopropanol /Wasser/Ammoniak (3:1:1) zeigte drei Hauptprodukte an.

Das Rohprodukt wurde an DEAE-Sephacel in einem TEAB-Puffer mit einem Gradienten von
0,025 mol/l - 0,6 mol/l gereinigt. Die Fraktionen wurden unverdiinnt mittels UV-Messung
analysiert und die so erhaltene Triphosphatlosung 50 wurde eingeengt, an der Olpumpe
getrocknet und dunnschichtchromatographisch mit 2’-Desoxyadenosin-5’-O-triphosphat in
einem Laufmittelgemisch aus Isopropanol/Wasser/Ammoniak (3:1:1) verglichen.

Ausbeute: 20 mg (0,023 mmol); 44,7 % d.Th.

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, D,0)
5 [ppm] = 2,27 (m, 2H, H-2,” und H-2,’); 3,95 (s, 2H, H-5," und H-5,’); 4,10 (s, 1H, H-4");
4,49 (s, 1H, H-3); 5,32 (t, 1H, H-1"); 8,02 (s, 1H, H-6); 8,15 (s, 1H, H-2)
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BC-NMR-Spektrum (100,6 MHz, D,0)
o [ppm] = 40,261 (C-2’); 66,309 (C-5); 72,010 (C-1); 72,983 (C-3’); 85,781 (C-4’);
148,282 (C-6); 153,133 (C-2)

31p_NMR-Spektrum (200 MHz, D,0)
O [ppm] =-8,5und - 9,9 (2P, P4 und Py); - 21,7 (1P, Pp)
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3 Biochemie

3.1 Enzyme und Puffer

3.1.1 DNA-Polymerasen

Pwo DNA-Polymerase, Roche, 5 U/ul

Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 100 mM KCI, 1 mM Dithiothreitol (DTT),
0,1 mM EDTA, 0,5 % Nonidet P40, 0,5 % Tween 20, 50 % Glycerin

10 x Pwo-Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCI (pH = 8,8), 250 mM KCI, 50 mM (NH,),SOq,
20 mM MgSO.

Vent (exo-)DNA-Polymerase, New England Biolabs, 2 U/ul

Lagerunngspuffer: 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4), 1 mM DTT,
0,1 % Triton X-100, 50 % Glycerin

10 x Vent (exo-)Reaktionspuffer: 100 mM KCI, 100 mM (NH4),SO4 , 200 mM Tris-HCI
(pH = 8,8); 20 mM MgSOQy, 0,1 % Triton X-100,

Deep Vent (exo-)DNA-Polymerase, New England Biolabs, 2 U/pul

Lagerunngspuffer: 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4), 1 mM DTT,
0,1 % Triton X-100, 50 % Glycerin

10 x Vent (exo-)Reaktionspuffer: 100 mM KCI, 100 mM (NH4),SO4 , 200 mM Tris-HCI
(pH = 8,8); 20 mM MgSOQy, 0,1 % Triton X-100,

Taq DNA-Polymerase, Roche, 5 U/ul

Lagerungspuffer: 50 mM Tris-HCI (pH = 8), 100 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT,
50 % Glycerin, 1,0 % Triton X-100

10 x Tag-Reaktionspuffer: 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH = 9,0), 1,0 % Triton X-100,
15 mM MgCl,
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Tfl DNA-Polymerase, Promega, 5 U/l

Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0,5 % Nonidet-P40, 0,5 % Tween 20, 50 % Glycerin

10 x Tfl-Reaktionspuffer: 200 mM Tris-Acetat (pH = 9,0), 100 mM Ammoniumsulfat, 750

mM Kaliumacetat, 0,5 % Tween 20

Tth-DNA-Polymerase, Promega, 5 U/ul

Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 300 mM KCI, 1mM DTT, 0,1 mM EDTA,
0,5 mg/ml BSA, 50 % Glycerin

10 x Tth-Reaktionspuffer: 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH = 9,0), 1 % Triton X-100

Pfu(exo-) DNA-Polymerase, Stratagene, 2,5 U/ul

Lagerunsgpuffer: 50 mM Tris-HCI (pH = 8,2), 0,1 mM EDTA, 1mM DTT, 0,1 % NP-40, 0,1
% Tween 20, 50 % Glycerin

10 x Pfu(exo-)Reaktionspuffer: 100 mM KCI, 100 mM (NH4),SO4 , 200 mM Tris-HCI
(pH = 8,75), 20 mM MgS0O,, 1 % Triton X-100, Img/ml BSA

ThermoSequenase DNA-Polymerase, amersham pharmacia biotech, 32 U/ul

Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH = 8,5), 50 % Glycerin, 0,1 mM EDTA, 0,5 % Tween
20, 0,5 % Nonidet P-40, 1 mM DTT, 100 mM KClI

10 x ThermoSequenase-Reaktionspuffer: 260 mM Tris-HCI (pH = 9,5), 65 mM MgCl,
ThermoSequenase-Verdinnungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 1 mM 2-Mercapto-
ethanol, 0,5 % Tween 20, 0,5 % Nonidet P40

DyNAzyme Il DNA-Polymerase, Finnzymes, 2 U/ul

Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH = 7,4), 0,1 mM EDTA, 1mM DTT, 100 mM KClI,
0,1 % Triton X-100, 200 pg/ml BSA, 50 % Glycerin

10 x DyNAzyme Il-Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCI (pH = 8,8), 15 mM MgCl, 500 mM
KCI, 1 % Triton X-100
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UlTma DNA-Polymerase, Perkin Elmer, 6 U/ul

Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0,5 % Tween 20, 50 % Glycerin

10 x UlTma-Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCI (pH = 8,8), 100 mM KCI 0,02 % Tween 20

3.1.2 Restriktionsendonukleasen

Alu | Restriktionsendonuklease, Roche, 10 U/l

Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI, (pH = 7,5), 50 mM KCI, imM DTT, 0,1 mM EDTA,
0,2 mg/ml BSA, 50 % Glycerin

Alu 1 10 x Inkubationspuffer: 33 mM Tris-Acetat (pH = 7,9), 10 mM Magnesiumacetat, 66
mM Kaliumacetat, 0,5 mM DTT

BamH | Restriktionsendonuklease, MBI Fermentas, 10 U/ul

Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4), 100 mM KCI, 1mM DTT, 1mM EDTA,
0,2 mg/ml BSA, 50 % Glycerin

BamH 1 10 x Inkubationspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM KCl,
0,02 % Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA

EcoR | Restriktionsendonuklease, Roche, 10 U/ul

Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 7), 200 mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,5 mM
Dithioerythrit, 0,2 % Triton X-100, 50 % Glycerin

EcoR 110 x Inkubationspuffer: 50 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1
mM Dithioerythrit

Hind 111 Restriktionsendonuklease, Roche, 10 U/ul

Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4), 250 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM
Dithioerythrit, 50 % Glycerin

Hind 111 10 x Inkubationspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
1 mM 2-Mercaptoethanol
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Sma | Restriktionsendonuklease, Roche, 10 U/ul

Lagerungspuffer: 10 mM Kaliumphosphat (pH = 7,0), 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM
Dithiothreit, 0,02 % Polydodecanol, 50 % Glycerin

Sma | 10 x Inkubationspuffer: 33 mM Tris-acetat (pH = 7,9), 66 mM Kaliumacetat, 10 mM
Magnesiumacetat, 0,5 mM Dithiothreit

Xba I Restriktionsendonuklease, MBI Fermentas, 10 U/ul

Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 100 mM KCI, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 0,1
mM EDTA, 0,2 mg/ml BSA, 50 % Glycerin

Xba I 10 x Inkubationspuffer: 33 mM Tris-Acetat (pH = 7,9), 10 mM Magnesiumacetat, 66
mM Kaliumacetat, 0,1 mg/ml BSA

3.2 Allgemeine Methoden

3.2.1 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Alle PCR-Ansétze wurden mit Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese Uberpruft.

3.2.1.1 native Polyacrylamidgele

Puffer und Materialien:

AA: 38 %ige wassrige Acrylamid-Stammldsung mit 2 % N’,N’-Methylenbisacrylamid als
Quervernetzer oder 30 %ige wéssrige Acrylamid-Stammlosung mit 1,2 % N,N’-Methylen-
bisacrylamid zur Quervernetzung

APS: 10 %ige walrige Ammoniumperoxosulfat-Losung als Polymerisationsinitiator

TEMED: N,N,N’,N’-Tetraethylendiamin als Polymerisationsbeschleuniger

10 x TBE-Puffer: 890 mM Tris, 890 mM Borséure, 20 mM EDTA

Formamid-Ladepuffer: 98 % Formamid, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol ff
(XC) in 10 mM EDTA (Lagerung bei -20 °C)

Marker: Fir die Polyacrylamidgele zur Uberpriifung der PCR-Ansatze wurde in den meisten

Fallen pBR322 DNA, welche mit Alu I geschnitten wurde, verwendet. Der Marker enthielt 17
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doppelstrangige DNA-Fragmente von 908, 659, 656, 521, 403, 281, 257, 226, 100, 90, 63, 57,
49, 46, 19, 15 und 11 Basenpaaren.
Bei den Polyacrylamidgelen zur Uberpriifung der Restriktionsspaltungen wurde ein
50-Basenpaar-Marker eingesetzt. Dieser enthielt 16 DNA-Fragmente mit einer Ldnge von 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350 (3 x intensiver), 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 bis 800
Basenpaaren und zusétzlich ein 2652 Basenpaare langes Fragment.
Zur Uberpriifung langerer DNA-Fragmente wurde mit einem 100-bp-Marker gearbeitet.
Dieser enthielt 15 DNA-Fragmente mit einer L&nge von 100, 200, 300, 400, 500, 600 (3 x
intensiver), 700, 800, 900, 1000, 1100,1200, 1300, 1400 und 1500 Basenpaaren und
zusatzlich ein Fragment mit 2072 Basenpaaren.
Gellésung fiir ein natives ca. 10 %iges Polyacrylamidgel:

3 ml Reinstwasser

0,5 ml 10 x Elektrophoresepuffer TBE

1,5 ml Acrylamid (38 %ig oder 30 %ig)

50 pl 10 %ige APS-Ldsung

5 ul TEMED

Die Polyacrylamidgele wurden eine Stunde in einer vertikalen Mini-PAGE-Kammer der
Firma Keutz bei Raumtemperatur polymerisiert, anschlieBend in die Elektrophoreseapparatur
eingespannt. Beide Kammern wurden mit 1 x TBE-Puffer beschickt. Vor Auftragung der
Proben wurde ein 10-minatiger Vorlauf bei 80 V durchgefihrt.

10 % eines PCR-Ansatzes (5ul) wurden mit 1 pl des 5 x Ladepuffers vermischt und
anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Als interner Langenstandard diente der Marker pBR
322 DNA (siehe oben).

Die Gelelektrophorese erfolgte ca. 1 Stunde bei 80 V. Zur Detektion der DNA-Banden wurde
das Gel nach beendeter Elektrophorese fir ca. 15 Minuten in einem Ethidiumbromidbad (3
Tropfen einer 10 %igen Ethidiumbromid-L6ésung auf 1 Liter TBE-Puffer) angefarbt und dann
unter UV-Licht photographiert.
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3.2.1.2 denaturierende Polyacrylamidgele

Puffer und Materialien:

AA: 40 %ige wassrige Stammlésung mit 29 % Acrylamid und 1 % N’, N’-Methylen-
bisacrylamid als Quervernetzer

APS: 10 %ige walrige Ammoniumperoxosulfat-Losung als Polymerisationsinitiator

TEMED: N,N,N’,N’-Tetraethylendiamin als Polymerisationsbeschleuniger

10 x TBE-Puffer: 890 mM Tris, 890 mM Borséaure und 20 mM EDTA

Urea: 40 %ige (6,6 M) wassrige Harnstofflésung

Formamid-Ladepuffer: 99 % Formamid, 0,1 % Bromphenolblau, in 5 mM Na,-EDTA
(Lagerung bei -20 °C)

Marker: Es wurde der oben beschriebene 50-Basenpaar-Marker verwendet (0,5 ul)

Es wurden 12 %ige oder 17,5 %ige denaturierende Polyacrylamidgele gegossen.
Gellosung fiir ein 12 % iges denaturierendes Gel:

2,35 ml Reinstwasser

1,5 ml 5 x TBE-Puffer

1,33 ml Urea (6,6 M)

2,25 ml Acrylamid

3,75 pl TEMED

50 pl 10 %iges APS

Mischung fir ein 17,5 %igen denaturierenden Polyacrylamidgele:
1,4 ml Reinstwasser
1,5 ml 5 x TBE-Puffer
1,3 ml Urea
3,3 ml Acrylamid
3,75 ml TEMED
50 pl 10 %iges APS

Die denaturierenden Gele wurden - wie oben fir die nativen Gele beschrieben - gegossen. Vor

dem Auftragen der Proben wurden die Taschen des Geles, an dem zum Vorlaufen ca. 10
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Minuten eine Spannung von 130 V angelegt worden war, mit TBE-Puffer gespult, um den
Harnstoff herauszuwaschen.

Zur Denaturierung wurden die zu untersuchenden Proben mit 5 pl Formamid-Puffer 5
Minuten bei 95 °C aufgekocht, auf Eis gestellt und dann schnell aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde bei 130 V in 0,5 x TBE-Puffer durchgefiihrt. Die Detektion der
einzelstrangigen DNA-Banden erfolgte durch Silberfarbung.

3.2.1.3 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Drei verschiedene Farbeverfahren wurden ausgetestet:

Methode A

Das Gel wurde in einer Fixierldsung entweder eine Stunde bei Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4 °C geschdttelt. Anschlielend wurde das Gel dreimal fir 10 Minuten mit Ethanol
und dann dreimal 20 Sekunden mit Wasser gewaschen. Zur Farbung wurde das Gel 20
Minuten in einer 0,1 %igen Silbernitratlésung inkubiert und danach dreimal fir 2 Sekunden
mit Wasser gewaschen. Die Entwicklung erfolgte dann in 200 ml Entwicklerlésung, bis die
Banden die gewilinschte Intensitét erreicht hatten. Zum Stoppen des Entwicklungvorganges
wurde das Gel 5 Minuten in 0,75 %iger Natriumcarbonatldsung inkubiert, anschlielend
gewassert, dokumentiert und in Folie eingeschweif3t.

Fixierlosung: 50 % Methanol, 12 % Eisessig und 0,52 ml Formaldehyd pro Liter Reinst-
wasser

Entwicklerlosung: 3 g Natriumhydroxid in 200 ml Reinstwasser I6sen, 20 mg Natriumbor-

hydrid und 0,8 ml Formaldehyd hinzufugen

Methode B
Das Gel wurde eine Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4 °C iber Nacht in einer Lésung aus
15 % Ethanol und 0,5 % Essigsdure in Wasser fixiert. Die weitere Behandlung erfolgte analog

zu Methode A.
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Methode C

Das Gel wurde 30 Minuten mit Fixierlosung A behandelt, kurz mit Wasser gewaschen,
nocheinmalmal 20 Minuten mit Fixierldsung B behandelt und erneut mit Wasser gewaschen.
Dann wurde das Gel 20 Minuten in einer 2,5 mM APS-L6sung inkubiert, mit Wasser
gewaschen und eine Stunde zum Férben in eine 0,1 %ige Silbernitratlésung gelegt. Nach dem
Waschen wurde die Entwicklung in 100 ml Entwicklerlésung durchgefiihrt. Die Entwicklung
wurde durch Inkubation des Geles in einer 1 %igen Essigsaure gestoppt. AnschlieRend wurde
das Gel kurz gewassert, dokumentiert und eingeschweift.

Fixierlosung A: 12 % Trichloressigsaure und 50 % Methanol in Reinstwasser

Fixierlosung B: 10 % Methanol und 5 % Eisessig in Reinstwasser

Entwicklerlésung: 2 g Natriumcarbonat und 50 pl Formaldehyd auf 100 ml Wasser

3.2.2 Agarosegele

PCR-Produkte mit tGber 300 Basenpaaren wurden mit 1,5 %igen Agarosegelen analysiert. Fur
ein solches Gel wurden 1,5 g Agarose in der Mikrowelle in 100 ml 0,5 x TBE-Puffer geltst
und mit 1 pl einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) versetzt. Zum Auftragen der Proben
wurden 5 pl des PCR-Ansatzes mit 2 ul Farbstofflésung vermischt und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Als Marker wurden 5 pl eines 100-Basenpaar-Markers verwendet,
welcher 15 DNA-Fragmente mit einer Lange von 100, 200, 300, 400, 500, 600 (3 x
intensiver), 700, 800, 900, 1000, 1100,1200, 1300, 1400 und 1500 Basenpaaren und
zusatzlich ein Fragment mit 2072 Basenpaaren enthielt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei
130 V in 0,5 x TBE-Puffer.

Farbstofflésung: 2,5 g Saccharose, 2,5 ml 10 x TBE-Puffer, 100 pl 0,5 M EDTA-L6sung und

eine Spatelspitze Bromphenolblau wurden mit Wasser auf 5 ml aufgefullt.
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3.2.3  Aufreinigung von PCR-Ansatze mit dem QlAquick
PCR-Purification Kit

Zwei PCR-Ansétze (je 50 ul) wurden vereinigt, mit 500 pl PB-Puffer versetzt und kurz
vermischt. Die Losung wurde auf die QIAquick-Séule, die in einem 2 ml Reaktionsgefal
steckte, gegeben und das Ganze wurde 45 Sekunden bei 10000 g zentrifugiert. Der Durchflu3
wurde verworfen und die Sdule wurde wieder in das 2 ml Reaktionsgefal} gegeben. Zum
Waschen der Sdule wurden 0,75 ml PE-Puffer aufgetragen und das Ganze wurde fiir 30
Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluf? wurde erneut verworfen und die Sdule wurde wieder in
das gleiche Reaktionsgefal? gegeben und erneut fir eine Minute zentrifugiert. Anschliel3end
wurde die Sdule in ein sauberes 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaly gesteckt. Es wurden 50 pl
Wasser auf die Membran der S&ule pipettiert. Nach 5 Minuten Inkubationszeit wurde dann

eine Minute zentrifugiert und das Eluat enthielt das gereinigte PCR-Produkt.

3.2.4 Restriktionsspaltung

Fur die Restriktionsspaltung wurden, wenn nicht anders angegeben, nachfolgende Reagenzien
in ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal pipettiert:
25 pl PCR-Produkt nach der QIAquick-Aufreinigung
3 I 10 x Inkubationspuffer (entsprechend dem verwendeten Enzym)
2 Ul Restriktionsendonuklease (10 U/ul)

Die Losung wurde nach kurzem Durchmischen 3 Stunden bei 37 °C inkubiert.
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3.2.5 PROBE-Protokoll

Generierung des Templats fiir die PROBE:
32,8 ul Wasser
5,0 ul dNTP-Mix (je 2mM)
5,0 ul 10 x Reaktionspuffer fur HotStarTaq (Quiagen)
0,2 pl HotStarTaq (5U/ul)
1,0 pul biotinylierter Primer (10 pmol/pl)
1,0 ul Primer (25 pmol/pul)
5,0 ul genom. DNA (5 ng/ul)

50 pl Gesamtvolumen

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 94 °C 15 min.

anschlieBend 45 Zyklen 94°C 20sec
56 °C 30 sec.
72 °C 30 sec.
abschliel3end 72°C 3 min.

Pro PROBE-Reaktion wurde ein PCR-Ansatz benétigt. Zur Qualitatskontrolle wurden aus

jedem Reationsansatz 5 pl auf einem 1,5 %igen Agarosegel analysiert.

Immobilisierung und Aufreinigung biotinylierter PCR-Produkte mit Hilfe des
Streptavidin - Biotin - Systems

Bei allen Primer Extension- und PROBE-Reaktionen wurden grundsétzlich mit Streptavidin
beladene Dynabeads zur Aufreinigung der biotinylierten DNA verwendet. Das Waschen und
Binden der Beads erfolgte mit BW-Puffer.

2 x BW-Puffer: 2 M NaCl, 10 mM Tris (pH =7,5) und 1 mM EDTA

Vorbereitung der Streptavidin-Dynabeads fur die PROBE-Reaktion
Pro Reaktionsansatz wurden, wenn nicht anders angegeben, 15 pl Dynabeads eingesetzt.
Zundachst erfolgte die Entfernung des Konservierungspuffers der Streptavidin Dynabeads,

indem das ReaktionsgefaR, in welchem die Beads vorlagen, in einen MPC (Magnetic Particle
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Collector) gestellt wurde. Dadurch wurden die magnetischen Partikel zurlickgehalten.
AnschlieBend wurden die Beads zweimal mit je 10 pl 1 x B/W-Puffer gewaschen, wobei die
ReaktionsgefaRe zum Abnehmen des Uberstandes wieder in den MPC gestellt und kurz
inkubiert wurden. Nach dem Waschen wurden die Streptavidin Dynabeads in je 10 ul 5 x

B/W-Puffer resuspendiert.

Immobilisierung der biotinylierten DNA an die Streptavidin Dynabeads
Die vorbereiteten Beads wurden zu den PCR-Anséatzen (50 ul) gegeben und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand durch magnetische

Separierung entfernt.

Denaturierung des Doppelstranges fiir die PROBE-Reation
Die beladenen Beads wurden in je 50 pl 100 mM NaOH suspendiert und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde wieder durch magnetische Separierung

entfernt und die Beads wurden zweimal mit je 50 pl 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0) gewaschen.

Reaktionsmix fir eine PROBE-Reaktion

9,5 pl Wasser

1,5 pl 10 x ThermoSequenase-Reaktionspuffer

1,5 pul ddNTP/ dNTP-Mix (je 50 uM Endkonzentration)

2,0 ul PROBE-Primer (10 pmol/ul)

0,5 upl ThermoSequenase (0,422 ul Verdinnungspuffer + 0,078 ul
Enzym =2,5U)

15 ul Reaktionsansatz

Der Reaktionsmix wurde zu den Beads gegeben und das Temperaturprogramm fir die

PROBE durchgefunhrt: 80 °C 1 min.

anschlieBend 10 Zyklen 40 °C 10 sec.
72 °C 5sec.

abschliel3end 72 °C 3 min.
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Denaturierung des Doppelstranges nach der PROBE-Reaktion

Nach Durchfihrung der PROBE-Reaktion wurde der Uberstand durch magnetische
Separierung entfernt und die Beads wurden zweimal mit je 50 ul 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0)
gewaschen. AnschlieBend wurden die Dynabeads in je 5 pul 50 mM Ammoniak suspendiert
und 4 Minuten bei 60 °C inkubiert. Der Uberstand wurde durch magnetische Separierung
abgetrennt und in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt. Das Reaktionsgefal? wurde 20 Minuten

mit offenem Deckel bei Raumtemperatur geschittelt, um den Ammoniak abzudampfen.

Probenvorbereitung fur die MALDI-Vermessung
Pro PROBE-Reaktion wurden 500 nl 3-HPA-Matrix auf einen Probenteller aufgetragen.
Nachdem die Matrix auskristallisiert war, wurden 500 nl der zu untersuchenden L&sung

aufgegeben. Dann wurde erneut gewartet, bis alles auskristallisiert war.
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3.3 Biochemische Experimente

3.3.1 PROBE-Reaktion

3.3.1.1 PROBE-Reaktion mit einer unaufgereinigten Rohlésung der Triphosphate

Es wurde das nachfolgend beschriebene Primer/Template-System verwendet: Ein
genomisches DNA-Fragment diente als Template. Mit Hilfe der PCR unter Verwendung der
Primer 2590 bioF und 2590 R wurde ein 323 bp PCR-Produkt mit einer T/C-Mutation an
Position 194 amplifiziert.

Template fur die PCR:

..3’-GAGTACTTACGTTGGCTCC/TTA-5"...

Primer fir die PCR:

2590 bioF:  5’-bioCAT GAA CCT TCT TAG CGC CCT

2590 R: 5’-GAG ATG TTT TGG TGT TTA GGG
Primer fiir die PROBE-Reaktion:
2590 P: 5’-CAT GAA TGC AAC CGA G (16mer), 4914 Da

Bei dieser PROBE-Reaktion wurde selbstsynthetisiertes, unaufgereinigtes dATP und dA*TP
eingesetzt. Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefihrt, um das in der Triphosphat-Losung
enthaltene Sulfit zu binden.
1. Die unaufgereinigten Desoxynukleosidtriphosphat-Losungen wurden mit BSA vor-
inkubiert
9 ul Desoxynukleosidtriphosphat-Lésung
1 pl BSA-Loésung (1 mg/ml)
1 Minute bei 50 °C inkubieren und bis zur Verwendung bei 4 °C aufbewahren
2. Die PROBE-Reaktion wurde in Anwesenheit von BSA durchgefiihrt.
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Folgende Desoxynukleosidtriphosphat-Mixe wurden eingesetzt:

Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dGTP, dCTP
500 pM ddTTP

dATP: je 500 UM dGTP, dCTP
500 uM ddTTP
10 ul dATP-Rohldsung in 100 pl Desoxynukleosidtriphosphat-Mix
(ein Mix mit vorinkubiertem dATP, ein Mix mit dATP ohne Vorinkubation)

dA*TP: je 500 uM dGTP, dCTP
500 pM ddTTP
10 pul dA*TP-Rohlésung in 100 pl Desoxynukleosidtriphosphat-Mix

(ein Mix mit vorinkubiertem dA*TP, ein Mix mit dA*TP ohne Vorinkubation)

Bei der PROBE-Reaktion in Anwesenheit von BSA wurden nur 8 pl Wasser und 1,5 pl einer
BSA-L6sung (1 mg/ml) eingesetzt.

mdogliche Produkte:

Primer + dA 5227 Da (gleiche Masse fiir JA"TP, 5226 Da bei c’dATP)
Primer + dG 5243 Da (gleiche Masse fiir JA TP, 5242 Da bei ¢’dATP)
Primer + dAdA 5540 Da (gleiche masse fiir JA"TP, 5538 Da bei c’dATP)
Primer + dGdA 5556 Da (gleiche Masse fiir dJA TP, 5555 Da bei ¢’dATP)
Primer + dAdAddT 5828 Da (gleiche Masse fiir dJA"TP, 5826 Da bei c’dATP)
Primer + dGdAddT 5844 Da (gleiche Masse fiir dA TP, 5843 Da bei c’dATP)
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3.3.1.2 PROBE-Reaktion mit gereinigten Triphosphaten

Bei dieser PROBE-Reaktion wurden nachfolgende Desoxynukleosidtriphosphat-Mixe

verwendet:

1. Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dGTP, dCTP
500 uM ddTTP

2. Vergleich mit c’dATP: je 500 uM dGTP, dCTP, c’dATP
500 uM ddTTP

3. dA*TP: je 500 uM dGTP, dCTP
500 uM ddTTP
10 pul dA*TP-L6sung (ca. 10 mM) in 100 pl dNTP-Mix

maogliche Produkte:

Primer + dA 5227 Da (gleiche Masse fiir JA TP, 5226 Da bei c’dATP)
Primer + dG 5243 Da (gleiche Masse fiir dA TP, 5242 Da bei ¢’dATP)
Primer + dAdA 5540 Da (gleiche masse fiir JA™TP, 5538 Da bei c’dATP)
Primer + dGdA 5556 Da (gleiche Masse fiir dJA TP, 5555 Da bei c’dATP)
Primer + dAdAddT 5828 Da (gleiche Masse fiir A" TP, 5826 Da bei c’dATP)
Primer + dGdAddT 5844 Da (gleiche Masse fiir dA"TP, 5843 Da bei c’dATP)

3.3.1.3 PROBE-Reaktion mit gereinigter Triphosphatlésung an vier

verschiedenen Primer/Template-Systemen

Die nachfolgend aufgefiihrten Primer/Template-Systeme wurden verwendet:

1. Ein DNA-Fragment des Methylentetrahydrofolatreduktasegens, bei welchem an Position
222 und 668 einen Mutation vorlag, diente als Template fur die PCR. Als Primer fir die
PCR wurden bio-US-2-THF-F1 und US-1-THF-R3 verwendet. Primer fir die PROBE-
Reaktion war MTHR und es wurde eine ddCTP-Stop-Ldsung eingesetzt.
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Primer fir die PCR:

US2-THF-F1:

5’-CGA ATT CGA GCT CGG TAC CCA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GAG
US1-THF-R3:

5’-GCC AGG GTTTTC CCAGTC ACG AGG AGA TCT GGG AAG AACTC
Primer flr die PROBE:

MTHR: 5°-GCT GCGTGA TGA TGA AAT CG (20mer); 6181 Da

2. Ein DNA-Fragment der Lipoprotein Lipase, welches an Position 291 eine Mutation enthélt,
diente als Template fur die PCR. Als Primer fir die PCR wurden US-1-LPL-F2 und bio-
US-2-LPL-R2 verwendet. Primer fir die PROBE-Reaktion war LPL und es wurde eine
ddTTP-Stop-Lbsung eingesetzt.

Primer fir die PCR:

US1-LPL-F2:

5’-GCC AGG GTTTTC CCA ATC ACGCGC TCCATTCATCTCTTC

US2-LPL-R2:

5’-bioCGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGC ATC TGA GAA CGA GTC

Primer fir die PROBE:

LPL: 5’-AAC AAT CTG GGC TAT GAG ATC A (22mer); 6767,4 Da

3. Ein DNA-Fragment des Protrombingens dient als Template fir die PCR. Aus diesem
wurde ein 345 bp langes PCR-Produkt amplifiziert. Als Primer fur die PCR wurden US-1-
Pro-F und bio-US-2-Pro-R verwendet. Primer fiir die PROBE-Reaktion war Prothrom/2
und es wurde eine ddCTP-Stop-L6sung eingesetzt.

Primer fir die PCR:

US1-Pro-F:

5’-GCC AGG GTTTTC CCAGTC ACT CTAGAAACAGTTGCCTGGC

US2-Pro-R:

5’-BioCGA ATT CGA GCT CGG TAC CCA TAG CAC TGG GAG CAT TGA AGC

Primer flr die PROBE:

Prothrom/2: 5°-TTC CCA ATA AAA GTG ACT CTC AGC (24mer); 7280,8 Da
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4. Ein DNA-Fragment des Faktor V Gens, bei welchem eine Mutation an Position 506
vorlag, diente als Template fur die PCR. Als Primer fir die PCR wurden US-1-APC-F und
bio-US-2-APC-R verwendet. Primer fiir die PROBE-Reaktion war APC-506 und es wurde
eine ddTTP-Stop-Lbdsung eingesetzt.

Primer fir die PCR:

US1-APC-F:

5’-GCC AGG GTTTTC CCAGTC ACC AGA GCAGTT CAA CCAGG

US2-APC-R:

5’-bioCGA ATT CGA GCT CGG TAC CCC TGA AAG GTT ACT TCA AGG AC

Primer fir die PROBE:

APC-506: 5’-TAA GAG CAG ATC CCT GGA CAG GC (23mer); 7082,6 Da

Bei diesen PROBE-Reaktionen wurden nachfolgende dNTP-Mixe verwendet:
» Bei Verwendung einer ddTTP-Stop-L6sung
1. Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dGTP, dCTP
500 uM ddTTP
2. Vergleich mit c’"dATP: je 500 pM dGTP, dCTP, c’dATP
500 uM ddTTP
3. dA*TP: je 500 uM dGTP, dCTP
500 puM ddTTP
10 pl dA*TP-Ldsung (ca. 10 mM) in 100 pl dNTP-Mix

* Bei Verwendung einer ddCTP-Stop-L6sung
1. Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dGTP, dTTP
500 uM ddCTP
2. Vergleich mit c’dATP: je 500 uM dGTP, dTTP, c’dATP
500 uM ddCTP

3. dA*TP: je 500 pM dGTP, dTTP

500 uM ddCTP

10 pul dA*TP-L6sung (ca. 10 mM) in 100 pl dNTP-Mix
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mdogliche Produkte:

1. Methylentetrahydrofolatreduktase / ddC-Stop

Primer 6181 Da

Primer + dG 6510 Da (6510 Da mit dA TP, 6509 Da mit c’dATP)
Primer + dA 6494 Da (6494 Da mit dA"TP, 6493 Da mit c'dATP)
Primer + dGddC 6799 Da (6799 Da mit dA"TP, 6798 Da mit c’dATP)
Primer + dAddC 6783 Da (6783 Da mit dA TP, 6782 Da mit c’dATP)

2. Lipoprotein Lipase / ddT-Stop

Primer 6767 Da

Primer + dG 7096 Da (7096 Da mit dA TP, 7095 Da mit c’dATP)
Primer + dA 7080 Da (7080 Da mit dA TP, 7079 Da mit c’dATP)
Primer + dGddT 7400 Da (7400 Da mit dA"TP, 7399 Da mit c’dATP)
Primer + dAddT 7384 Da (7384 Da mit dA"TP, 7383 Da mit c’dATP)

3. Prothrombin / ddC-Stop

Primer 7280,8 Da
Primer + dG 7609 Da (7609 Da mit dA"TP, 7608 Da mit c’dATP)
Primer + dA 7593 Da (7593 Da mit dA"TP, 7592 Da mit c'dATP)

Primer + dGdAdGddC 8540 Da (8540 Da mit dA"TP, 8539 Da mit c'dATP)
Primer + dAdAdGddC 8524 Da (8524 Da mit dA TP, 8524 Da mit c’dATP)

4. Faktor V Gen / ddT-Stop

Primer 7082,6 Da
Primer + dA 7395 Da (7395 Da mit dA"TP, 7394 Da mit c'dATP)
Primer + dG 7411 Da (7411 Da mit dA TP, 7410 Da mit c’dATP)

Primer + dGdAdGAGdAJAddT 9312 Da (9312 Da mit dATP, 9309 Da mit c’dATP)
Primer + dAJAJGAGAAdAddT 9296 Da (9296 Da mit dA"TP, 9292 Da mit c'dATP)
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3.3.2 PCR

3.3.2.1 PCR zur Uberpriifung der Triphosphatsynthese

Um festzustellen, ob die Triphosphatsynthese erfolgreich verlief, wurde eine PCR durchge-

flhrt. Dazu wurde folgendes Primer-Template-System verwendet:

Template fur die PCR:

CFTR T87: 5’-TCTTCTAGTTCGCATGCTTTGATGACGCTTCTGTATCTATCATCA-
-TAGGAAACACCAAAGATGATATTTTCTTTAATGGTGCCA-3’

Primer fiir die PCR:

bioF48: 5’-bioCTGGCACCATTAAAGAAAA-3’ (19mer), 6218,8 Da

R48: 5 -ATTCATCATAGGAAACACC-3’ (19mer), 5764,8 Da

In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:
X Ul Wasser
5 ul 10 x (exo-)Pfu-Reaktionspuffer
1 ul dGTP (10 mmol/pl)
1 pl dCTP (10 mmol/ul)
1 pl dTTP (10 mmol/pul)
1 pl selbsthergestelltes dATP / 1 pl gekauftes dATP fir die
Positivkontrolle / 2pl selbstsynthetisiertes dA TP (10 mmol/ul)
1 pl Primer bio-F 48 (20 pmol/ul)
2 il Primer R 48 (20 pmol/ul)
1 pl Template CFTR T87 (52 fmol/ul)
1 pl (exo-)Pfu (2,5 U/ul)

50 pl Reaktionsansatz

Fur die Blindprobe wurde kein Template sondern 1 pl Wasser zusétzlich verwendet.
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Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlielend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Das Polyacrylamidgel zur standardmaRigen Uberpriifung der PCR wurde mit 38 %igem

Acrylamid angesetzt.

3.3.2.2 Darstellung eines modifizierten 48mers mit CFTR T87

unter Austestung verschiedener DNA-Polymerasen

Das oben zur Reaktionsuberprifung beschriebene PCR-System wurde unter Verwendung
verschiedener DNA-Polymerasen benutzt.
In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefa wurden pro PCR-Ansatz folgende Reagenzien
pipettiert:

X Ul Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym

mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 pl dGTP (10 mmol/pul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer bio-F48 (20 pmol/ul)

2 ul Primer  R-48 (20 pmol/ul)

1 pul Template CFTR T87 (52fmol/ul)

y Ul DNA-Polymerase

50 pl Reaktionsansatz
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Die folgenden DNA-Polymerasen wurden auf ihre Fahigkeit hin untersucht, das modifizierte

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphat einzubauen:

Taq (0,5ul =2,5 U und 1l =5 U) im 10 x Tag-Reaktionspuffer

Taqg (0,5ul =2,5 U und 1pl =5 U) im 10 x AmpliTag-Reaktionspuffer

(exo-)Pfu (1l =2,5U und 2 pl =5U) im 10 x (exo-)Pfu-Reaktionspuffer
(exo-)Vent (1 ul = 2U und 2 pl = 4U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
(exo-)Deep Vent (1 pl = 2U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
ThermoSequenase (0,078 pl Enzym + 0,422 pl Verdinnungspuffer = 2,5 U) im 10
X ThermoSequenase-Reaktionspuffer

Pwo (0,5 pl = 2,5 U) im 10 x Pwo-Reaktionspuffer

Tth (0,5 pl = 2,5 U) im 10 x Tth-Reaktionspuffer unter Zugabe von 5 - 20 ul einer
Magnesiumchlorid-L6ésung (25 mmol/L)

Tfl (0,5 ul = 2,5 U) im 10 x Tfl-Reaktionspuffer unter Zugabe von 3 -20 pl einer
Magnesiumsulfat-L6sung (25 mmol/L)

UlTma (0,5 pl = 3 U) im 10 x UlTma-Reaktionspuffer unter Zugabe von 5 pl einer
Magnesiumchlorid-L6ésung (25 mmol/L)

DyNAzyme (1 pl =2 U) im 10 x DyNAzyme-Reaktionspuffer

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlielend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Polyacrylamidgele zur standardméaRigen Uberpriifung der PCR-Ansatze wurden mit

%igem Acrylamid durchgefiihrt.
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3.3.2.3 Darstellung eines modifizierten 121mers mit pPOM9 unter

Austestung von vier DNA-Polymerasen

Fur die PCR wurde das nachfolgend beschriebene Primer-Template-System verwendet:
Template fur die PCR: pOM9

Primer fiir die PCR:

USP: 5°-GTA AAA CGA CGG CCA GT (17mer), 5228,4 Da

RP: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC (17mer), 5241,43 Da

In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:

x Wl Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym
mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 pl dGTP (10 mmol/pul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer USP (20 pmol/ul)

1 pl Primer RP (20 pmol/ul)

1 pl Template pOM9 ( ca.5fmol/pl)

y Ul DNA-Polymerase

50ul Reaktionsansatz

Es wurden die nachfolgenden DNA-Polymerasen getestet:
* (exo-)Vent (2 ul =4 U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
* (exo-)DeepVent (1ul = 2U) im ThermoPol-Reaktionspuffer
e Pwo (0,5 ul =2,5U) im 10 x Pwo-Reaktionspuffer
» ThermoSequenase (0,078 pl Enzym + 0,422 pl Verdinnungspuffer = 2,5 U) im

ThermoSequenase-Reaktionspuffer
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Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlielend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Polyacrylamidgele zur standardméaRigen Uberpriifung der PRC-Ansatze wurden mit

%igem Acrylamid hergestellt.

3.3.24 Darstellung eines modifizierten 122mers mit M13mp18RFI

unter Austestung verschiedener DNA-Polymerasen

Es wurde mit dem im folgenden beschriebenen Primer-Template-System gearbeitet:
Template fur die PCR: M13mp18

Primer fir die PCR:

USP: 5’-GTA AAA CGA CGG CCA GT (17mer), 5228,47 Da

RP-122: AGC GGA TAACAATTT CAC ACA G (22mer), 6736,4 Da

In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:
X Wl Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym

mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 ul dGTP (10 mmol/ul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer USP (20 pmol/pl)

1 pl Primer RP-122 (20 pmol/ul)

1 pl Template M13mp18RFI ( 100 nmol/pl)
y il DNA-Polymerase

50 pl Reaktionsansatz
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Die nachfolgenden DNA-Polymerasen wurden getestet:
* (exo-)Vent (2 ul =4 U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
* (exo-)DeepVent (1ul = 2U) im ThermoPol-Reaktionspuffer
e Pwo (0,5 ul =2,5U) im 10 x Pwo-Reaktionspuffer
» ThermoSequenase (0,078 pl Enzym + 0,422 pl Verdlnnungspuffer = 2,5 U) im

ThermoSequenase-Reaktionspuffer

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlielend 30 Zyklen 95°C 1 min
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Die Polyacrylamidgele zur Uberpriifung der PCR-Ansétze wurden mit 30 %igem Acrylamid
hergestellt.

3.3.25 Darstellung von modifiziertem 391mer mit p9UTR

unter Austestung verschiedener DNA-Polymerasen
Die PCR wurde unter Verwendung des folgenden Primer-Template-Systems durchgefihrt.
Template fur die PCR: p9UTR
Primer fur die PCR:

USP: 5’-GTA AAA CGA CGG CCA GT (17mer), 5228,4 Da
RP: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC (17mer), 5241,43 Da
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In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:

X Wl Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym
mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 pl dGTP (10 mmol/pul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer USP (20 pmol/pl)

1 pl Primer RP (20 pmol/ul)

1 pl Template pQUTR ( ca.5 fmol/pl)

y Ul DNA-Polymerase

50 pl Reaktionsansatz

Die nachfolgenden DNA-Polymerasen wurden getestet:
* (exo-)Vent (2 ul =4 U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
» (exo-)DeepVent (1l = 2U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
* Pwo (0,5 ul =2,5U) im 10 x Pwo-Reaktionspuffer
* ThermoSequenase (0,078 ul Enzym + 0,422 pl Verdinnungspuffer = 2,5 U) im

ThermoSequenase-Reaktionspuffer

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlieBend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Die Polyacrylamidgele zur Uberpriifung der PCR-Ansétze wurden mit 30 %igem Acrylamid
hergestellt. AuBerdem erfolgte die Analyse der PCR-Ansdtze mittels eines 1,5 %igen

Agarosegels.
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3.3.2.6 Darstellung eines modifizierten 729mers mit pG3

unter Austestung verschiedener DNA-Polymerasen

Nachfolgend wird das fiir die PCR verwendete Primer-Template-System beschrieben:
Template fur die PCR: pG3

Primer fiir die PCR:

USP: 5°-GTA AAA CGA CGG CCA GT (17mer), 5228,4 Da

RP: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC (17mer), 5241,4 Da

In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:

x Wl Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym
mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 pl dGTP (10 mmol/pul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer USP (20 pmol/ul)

1 pl Primer RP (20 pmol/ul)

1 pl Template pG3 ( ca.5 fmol/pl)

y Ul DNA-Polymerase

50 pl Reaktionsansatz

Die nachfolgenden DNA-Polymerasen wurden getestet:
* (exo-)Vent (2 ul =4 U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
* (exo-)DeepVent (1l = 2U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
e Pwo (0,5 ul =2,5U) im 10 x Pwo-Reaktionspuffer
» ThermoSequenase (0,078 pl Enzym + 0,422 pl Verdinnungspuffer = 2,5 U) im

ThermoSequenase-Reaktionspuffer

219



VII. Experimenteller Teil - Biochemie und Massenspektrometrie

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlielend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Die Polyacrylamidgele zur Uberpriifung der PCR-Ansétze wurden mit 30 %igem Acrylamid
hergestellt. Zusétzlich erfolgte die Analyse der PCR-Ansétze mittels 1,5 %ige Agarosegele.

3.3.3 Restriktionsspaltung

3.3.3.1 Restriktionsspaltung an aufgereinigter, doppelstrangig modifizierter DNA

Fur eine Restriktionsspaltung war es notig, die PCR-Ansatze zundchst aufzureinigen. Dies
geschah mit dem QIAquick PCR-Purification Kit der Firma Quiagen. Nach der Aufreinigung
wurde der Erfolg der Prozedur mit einer Polyacrylamidgelelektrophorese uberpruft.
Die PCR-Ansatze des 121 und des 122mers (unmodifiziertes, c’dATPmodifiziertes und mit
dA*TP modifiziertes Oligonukleotid) wurden einer enzymatischen Spaltung unterzogen.
Die nachfolgenden Restriktionsendonukleasen wurden auf ihre Féhigkeit hin Gberprift, das
unmodifizierte, das mit ¢c’dATP modifizierte und das mit dA*TP modifizierte Oligonukleotid
zu spalten:

o Alul

« BamH |

 EcoR|I

* Hind IlI

 Smal

e Xbal

Ein Zehntel jedes Spaltungsansatzes wurde mittels eines 10 %igen Polyacrylamidgels

Uberpruft.
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Madgliche Spaltungsfragmente des 122mers:
* Restriktionsspaltung mit Alu 1 : 23/25/29/ 45

Restriktionsspaltung mit Sma | : 64 / 58

* Restriktionsspaltung mit BamH I : 67 /71 /51 /55

* Restriktionsspaltung mit : ECOR 1:46/50/72 /76
* Restriktionsspaltung mit Xba | : 73 /77 / 45/ 49

* Restriktionsspaltung mit Hind 111 : 97 /101/25/21

Madgliche Spaltungsfragmente des 121mers:

* Restriktionsspaltung mit Alu1:10/47/32/32

» Restriktionsspaltung mit Sma l: 96 / 25

* Restriktionsspaltung mit BamH | : 48 /52 /73 / 69
* Restriktionsspaltung mit EcoR 1:99/103/22/18
* Restriktionsspaltung mit Xba | : 63 /67 /58 / 54

* Restriktionsspaltung mit Hind I11 : 55 /59 / 66 / 62
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3.3.3.2  Spaltungsversuch mit unaufgereinigter, doppelstréangig
modifizierter DNA (pOM9)

Primer-Template-System fiir die PCR:

Template fur die PCR: pOM9

Primer fiir die PCR:

USP: 5°-GTA AAA CGA CGG CCA GT (17mer), 5228,47 Da
RP: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC (17mer), 5241,43 Da

In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:

x Wl Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym
mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 pl dGTP (10 mmol/pul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer USP (20 pmol/ul)

1 pl Primer RP (20 pmol/ul)

1 pl Template pOM9 ( ca.5fmol/pl)

1 ul DeepVent (2 U/ul)

50 pl Reaktionsansatz

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlieBend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

Fur jeden Spaltungsansatz wurden 0,5 pl des unaufgereinigten PCR-Produktes mit 9,5 pl
Wasser, 1,2 pl Inkubationspuffer des jeweiligen Enzyms und 0,5 pl Enzym versetzt und 3
Stunden bei 37 °C inkubiert.
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Folgende Restriktionsendonukleasen (je 10 U/ul) wurden getestet:
« Alul
« BamH |
e Hind Il
* EcoR|

3.3.3.3 Restriktionsexperimente mit einzelstrangig modifizierter,

doppelstrangiger DNA

Es wurde untersucht, ob doppelstrangige DNA, bei welcher nur ein Strang modifiziert war,

von Restiktionsendonukleasen gespalten wird.

Primer-Template-System zur Darstellung eines modifizierten 121mers mit pPOM9.
Temlpatefir die PCR: pOM9

Primer fiir die PCR:

bio-USP: 5’-bioGTA AAA CGA CGG CCA GT (17mer), 5720,98 Da

RP: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC (17mer), 5241,43 Da

In ein 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal wurden folgende Reagenzien pipettiert:

X Wl Reinstwasser

5 ul PCR-Reaktionspuffer (es wurde jeweils der zum Enzym
mitgelieferte Puffer verwendet)

2 ul dA™TP oder 2 pl ¢’dATP oder 1pl dATP (jeweils 10 mmol/pl)

1 pl dCTP (10 mmol/ul)

1 pl dGTP (10 mmol/pul)

1 pl dTTP (10 mmol/pul)

1 pl Primer bio-USP (20 pmol/pul)

1 pl Primer RP (20 pmol/ul)

1 pl Template pOM9 ( ca.5fmol/pl)

y Ul DNA-Polymerase

50 pl Reaktionsansatz
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Die folgenden DNA-Polymerasen wurden verwendet:
* (exo-)DeepVent (1 pl = 2U) im 10 x ThermoPol-Reaktionspuffer
e Pwo (0,5 ul=2,5U)im 10 x Pwo-Reaktionspuffer

Temperaturprogramm des Thermocyclers: 95 °C 3 min.
anschlielend 30 Zyklen 95 °C 1 min.
50 °C 1 min.
72 °C 1 min.

PCR-Produkt:

Alul
RP SilCut
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAATTGGCTGCAGGTCGAC
GTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCGGTTAACCGACGTCCAGCTG

Alu |
BamH | Hind 111 Alu |
GGATCCCAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGCATGCGATATCGAGCTCTCCCGG
CCTAGGGTTCGAAGAAGATCTCCATGGCGTACGCTATAGCTCGAGAGGGCC

EcoR |
GAATTCACTGGCCGTCG TTT TAC (120mer, 93 mer mit SilCut)
CTTAAGTGACCGGCAGCAAAATG

bio-USP

Das PCR-Produkt wurde an vorbereitete Dynabeads (10 pl pro PCR-Ansatz) gebunden und
der Doppelstrang wurde durch 5-minitige Inkubation mit 50 pl 100 mM Natronlauge
denaturiert. Der an den Beads verbleibende biotinylierte Einzelstrang diente als Template fir

die nachfolgende Primer Extension.
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Primer fir die Primer Extension:
SilCut: 5’-CAA TTG GCT GCA GGT CGA C (19mer), 5828,8 Da

Reaktionsmix fur die Primer Extension:
10,625 ml Wasser
1,5 ul 10 x ThermoSequenase-Reaktionspuffer
0,375 pul ANTP-Mix je 2 mM
2 pul Primer (10 pmol/pl)
0,5 pl ThermoSequenase (0,422 ul Verdlnnungspuffer + 0,078 pl
Enzym =2,5U)

15 pl Reaktionsansatz

Der Reaktionsmix wurde zu den Beads gegeben und folgendes Temperaturprogramm

durchgefuhrt:
80 °C 1 min.
anschlieBend 10 Zyklen 40 °C 10 sec.
72 °C 5sec.
abschliel3end 72 °C 3 min.

Nach der Verlangerung wurde der Uberstand entfernt, die Beads wurden einmal mit 50 pl 10
mM Tris-HCI (pH = 8,0) und anschlieRend in 50 pl Tris-HCI aufgenommen. Zur Uberpriifung
der Reaktion wurden 10 pl abgenommen und an einem 12 %igen denaturierenden
Polyacrylamidgel analysiert. Nach einmaliger  Primerverlangerung  wurde eine
Restriktionsspaltung durchgefuhrt. Um sicherzustellen, dal am Ende nur noch das
gewiinschte Produkt vorlag, wurde der erhaltene Doppelstrang noch zweimal denaturiert (5
Minuten mit 5 gl 50 mM Ammoniak bei 60 °C inkubieren) und erneut der
Primerverlangerung zugefiihrt. Die Reaktion wurde jeweils mittels eines denaturierenden
Polyacrylamidgels Uberpriift. Nach dreimaliger Primerverlangerung wurde ebenfalls eine
Restriktionsspaltung durchgeftihrt.

Fur jede Restriktionsspaltung wurden 5 pl der in Tris-HCI suspensierten Beads abgenommen,

zweimal mit je 10 pl Wasser gewaschen, in 10 pl Wasser aufgenommen, mit 1,2 pl

225



VII. Experimenteller Teil - Biochemie und Massenspektrometrie

Inkubationspuffer des jeweiligen Enzyms sowie 0,5 pl Enzym versetzt und drei Stunden bei
37 °C inkubiert.
Es wurden folgende Enzyme (je 10 U/ul) getestet:

o Alul

* BamH I

e Hind Il

* EcoR|

Nach der Restriktionsspaltung wurde der Uberstand separiert. Die Beads wurde mit 5 pl 50
mM Ammoniak versetzt und 5 Minuten bei 60 °C inkubiert. Anschliefend wurde der
Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tberfiihrt und die Beads wurden mit 10 pl
2 M Ammoniak 6 Minuten bei 80 °C gekocht. Der Uberstand wurde erneut separiert. Die
Uberstande wurden 30 Minuten bei gedffnetem Deckel des Eppendorf-ReaktionsgefaRes bei
Raumtemperatur geschuttelt.

AnschlieBend wurden die Spaltungen mittels eines 17,5 %igen denaturierenden Polyacryl-

amidgels Uberprdft.

mdogliche Spaltungsfragmente:

 Restriktionsspaltung mit Alul: 57,,/29 /32 /321321 32m, bio
* Restriktionsspaltung mit BamH I: 20 / 52,/ 73 / 69m, bio

* Restriktionsspalttung mit Hind I11: 27 / 59, / 66 / 621, pio

* Restriktionsspaltung mit EcoR I: 71/ 103,/ 22 / 18 bio

m = Fragment enthalt modifiziertes dA TP

bio = Fragment ist biotinyliert
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3.34 Stabilitatprufung des modifizierten

2’-Desoxy-7,9-dideaza-7-oxoadenosin-5’-O-triphosphates
3341 MALDI-Vermessung der Triphosphate
Das modifizierte Triphosphat wurde mit dem natirlichen 2’-Desoxyadenosin-5’-O-
triphosphat und dem 2’-Desoxy-7-deazaadenosin-5’-O-triphosphat bei MALDI-TOF-
Messungen unter Verwendung von 3-HPA oder DHB als Matrix verglichen.

3.3.4.2 MALDI-Vermessung einer PROBE-Reaktion

Template: 5’-bioCTA GAA GAA GCT TGT ATT GGA GGG AGA AGA GAG CCG TC
Primer. 5-CTC TCT TCT CCC TCC (15mer); 4366 Da

Reaktionsmix fur die PROBE:
8,5 ul Wasser
1,5 ul 10 x ThermoSequenase-Reaktionspuffer
2,0 I Primer ( 10 pmol/ul)
1,0 ul Template ( 10 pmol/ul)
1,5 ul dANTP/ANTP-Mix ( je 50 mM Endkonzentration)
0,5 ul ThermoSequenase (0,422 ml Verdunnungspuffer + 0,078 ul
Enzym =2,5U)

15 ul Reaktionsansatz

Temperaturprogramm fur die PROBE: 80 °C 1min.

anschlieBend 10 Zyklen 40 °C 10 sec.
72 °C 5 sec.
abschlieRend 72 °C 3 min.
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Zu den PROBE-Ansétzen wurden die vorbereiteten Dynabeads gegeben und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde der Doppelstrang mittels Ammoniak
denaturiert, der nicht biotinylierte Einzelstrang separiert und mit MALDI-TOF vermessen.
Bei dieser PROBE-Reaktion wurden nachfolgende dNTP-Mixe verwendet:
* Bei Verwendung einer ddTTP-Stop-L6sung:

1. Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dGTP, dCTP

500 uM ddTTP
2. Vergleich mit c’dATP: je 500 pM dATP, dGTP, dCTP
500 uM ddTTP
3. dA'TP: je 500 pM dGTP, dCTP
500 uM ddTTP
10 pl dA™TP-L6sung (ca. 10 mM) in 100 pl dNTP-Mix

» Bei Verwendung einer ddCTP-Stop-L&sung
1. Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dGTP, dTTP
500 uM ddCTP
2. Vergleich mit c’dATP: je 500 pM dATP, dGTP, dTTP
500 uM ddCTP

3.dATP : je 500 pM dGTP, dTTP

500 uM ddCTP

10 pl dATP-L6sung (ca. 10 mM) in 100 pl dNTP-Mix

» Bei Verwendung einer ddGTP-Stop-L6dsung
1. Positivkontrolle: je 500 uM dATP, dTTP, dCTP
500uM ddGTP
2. Vergleich mit c’dATP: je 500 uM dATP, dTTP, dCTP
500 yM ddGTP

3. dA TP: je 500 uM dTTP, dCTP

500 uM ddCTP

10 pl dA™TP-Ldsung (ca. 10 mM) in 100 ul dNTP-Mix
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mdogliche Produkte:

Bei Verwendung des ddTTP-Stops:

Primer + AAddT

1. mit dATP 5280 Da
2. mit dA"TP 5280 Da
3. mit c’dATP 5278 Da

Bei Verwendung des ddCTP-Stops:

Primer + AATAddC

1. mit dATP 5882 Da
2. mit dA"TP 5882 Da
3. mit ¢'dATP 5879 Da

Bei Verwendung des ddGTP-Stops:

Primer + AATACAAdIG

1. mit dATP 6837 Da
2. mit dA TP 6837 Da
3. mit ¢'dATP 6832 Da
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3.3.4.3 MALDI-Vermessung einer PROBE-Reaktion

Template: 5°-bioTCG TGC TTG ATT TTA AAA AAA AAA AAA AAA AAA ATC GTC
Primer: 5 -TTTTTTTTTTTTTTITTTTTT (20mer); 6022 Da

Reaktionsmix fur die PROBE:
9,25 pl Wasser
1,5 ul 10 x ThermoSequenase-Reaktionspuffer
2,0 ml Primer (10 pmol/ul)
1,0 ul Template (10 pmol/ul)
0,75 ml dATP / ¢'dATP / dA"TP (ImM = 50 pM Endkonzentration)
0,5 ul ThermoSequenase (0,422 ul Verdinnungspuffer + 0,078 mi
Enzym=25U)

15 ul Reaktionsansatz

Temperaturprogramm fur die PROBE:

1) 80 °C 1 min.
anschlieBend 10 Zyklen 40 °C 10 sec.
72 °C 5 sec.
abschliel3end 72 °C 3 min.
2) 80 °C 1 min.
anschlieBend 10 Zyklen 45 °C 10 sec.
72 °C 5sec.
abschliel}end 72 °C 3 min.
3) 80 °C 1 min.
anschlieBend 5 Zyklen 40 °C 10 sec.
72 °C 5 sec.
abschliel3end 72 °C 3 min.
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4) 80 °C 1 min.
anschlieend 5 Zyklen 45 °C 10 sec.
72 °C 5 sec.
abschliel3end 72 °C 3min.
5) 80 °C 1 min.
anschlieBend 10 Zyklen 50 °C 10 sec.
72 °C 5sec.
abschliel3end 72°C 3 min.
6) 80 °C 1 min.
anschlieBend 10 Zyklen ~ 55 °C 10 sec.
72 °C 5 sec.
abschliel3end 72°C 3 min.

Die PROBE-Anséatze wurden an die vorbereiteten Dynabeads gebunden. AnschlieBend wurde
der Doppelstrang denaturiert, der nichtbiotinylierte Einzelstrang separiert und mittels MALDI-

TOF vermessen.

maogliche Produkte:

Primer 6022 Da

Primer + dAdAdAdA 7274,8 Da (7270,8 Da mit c’dATP)
Primer + dAdAdAdAdA 7588 Da (7583 Da mit c’'dATP)
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3.3.5 Amplifikation von Mikrosatelliten

Es wurde zwei verschiedene Primer-Template-Systeme verwendet:

1)

Template fur die PCR (1-3):

L9 -GACTTTACTTTTGTCTACACACACACACACACACACACACACACACACT..
Primer fir die PCR:

bio-R 1-3: 5’-bioCCCAGACTGTGTGCAGAGTGTG

F 1-3: 5’-GCGATGCTGCCGTTCAA

Primer flr die PROBE:

P1-3: CTTTACTTTTGTCTACACA (19mer); 5700,3 Da

2)

Template fur die PCR (1-31):

L9 -TTCTTATCCCTCATNACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACTCTTT...

Primer fir die PCR:

bio-R 1-31: 5’-bicAAGAAGTCACTGAGAACCTGGG

F 1-31: 5’-TCCTGACCTTGCGATG

Primer fir die PROBE:

P 1-31: 5>-TCTTATCCCTCATTACACA (19mer); 6557 Da

Reaktionsmix fir die PCR:
29,8 pl Wasser
5,0 ul dNTP-Mix (je 2mM)
5,0 pl 10 x PCR-Puffer flr HotStartTaq
1,0 ul bio-R-Primer (10 pmol/ul)
2,5 ul F-Primer (10 pmol/ul)
0,2 pl HotStartTaq (5U/ul)
8,0 ul Template (25 ng/ul)

50 pl Reaktionsvolumen
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Termperaturprogramm des Thermocyclers: 94 °C 10 min.

anschlieBend 39 Zyklen 94 °C 30 sec.
62 - 54 °C 20 sec.
72°C 30 sec.

abschliel3end 72°C 2,5 min.

Zur Qualitatskontrolle wurden 10 % jedes Ansatzes auf einem 1,5 %igen Agarosegel

analysiert.

Zu jedem Reaktionsansatz wurden 15 pl vorbereitete Beads gegeben und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieRende Denaturierung des Doppelstranges erfolgte mit
5 ul 100 mM Natronlauge und der erhaltene gebundene Einzelstrang diente als Template fiir
PROBE-Reaktion.

Reaktionsmix fiir die PROBE:
9,5 pl Wasser
1,5 pul 10 x ThermoSequenase-Reaktionspuffer
1,5 pl ddTTP/ANTP-Mix (50 HM/50 uM)
2,0 ul PROBE-Primer (20 pmol)
0,5 pl ThermoSequenase (0,078 pl Enzym + 0,422 pl Verdlinnungspuffer)

15 pl Reaktionsvolumen

Der Reaktionsmix wurde zu den Beads gegeben und nachfolgendes Temperaturprogramm des

Thermocyclers durchgefihrt:

Ramping (0,1 °C/sec.) 1 Zyklus 80 °C 1 min.
50 °C 3 min.
72°C 3 min.

abschliel3end 72°C 2 min.

Der nach der PROBE-Reaktion erhaltene Doppelstrang wurde denaturiert (5ul konz.
Ammoniak, 5 Minuten bei 40 °C inkubiert), der nicht biotinylierte Einzelstrang wurde

separiert und mit MALDI-TOF vermessen.
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mdogliche Produkte:

Primer 1-3: 5700,3 Da
Primer + CACACACACACACACACACACACACACAIT 14108,9 Da
Primer 1-31: 5657 Da

Primer + CACACACACACACACACACACACACACACACACACAIT 16475,2 Da
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IX. Anhang

Stoffbezeichnung Gef.- R-Satze S-Satze
Symbol
Aceton F 11 9-17-23.2-33
Acetonitril F.T 11-23/24/25 16-27-45
Ammoniaklésung 32 % CN 34-50 26-36/37/39-45-61
Azobis(2-methyl)propionitril E,Xn 2-11-20/22 39-41-47
Benzoylchlorid C 34 26-45
Bis(dimethylamino)tert.-butoxymethan 10-36/37/38 16-27-44
Bortrifluorid-Methanol-L&sung 20 % F.T 11-23/25-34 16-26-36/37/39-45
Chloracetonitril T 10-23/24/25 45
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22  36/37
Diazabicyclononen C 34 26-36-/37/39-45
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
1,3-Dichlor-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan JC 34 26-36/37/39-45
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid T 22-24-41-43 24-26-37/39-45
N,N'-Dimethoxypropan F 11
Dimethoxytritylchlorid 22-24/25
Dimethylaminopyridin T 25-36/38 45
N,N'-Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
Ethylacetat F 11 16-23.2-29-33
Formamidinacetat Xi 36/37/38
Imidazol C 22-34 22-26-36/37/39-45
Isobuttersaureanhydrid C 21/22
Kaliumfluorid T 23/24/25 26-45
Lithiumdiisopropylamid-L6sung CF 11-14-34 9-16-23.2-26-36/37/38-
45
Methanol TF 11-23/25 7-16-24-45
Methoxyessigsaure T 60-61-E22-34 53-26-36/37/39-45
Natriumcarbonat Xi 36 22-26
Natronlauge C 35 26-37/39-45
p-Toluolsulfonséure Xi 36/37/38 26-37
Petrolether F,Xn 11-52/53-65 9-16-23.2-24-33-62
Phosphorylchlorid C 34-37 7/8-26-45
Pyridin Xn,F 11-20/21/22 26-28.1
Salzsdure 32 % C 34-37 26-36/37/39-45
Schwefelséure 96 % C 35 26-30-45
Tetrahydrofuran Xi,F 11-19-36/37 16-29-33
Tetramethylsilan F+ 12 9-16-29-43.3
Toluol Xn,F 11-20- 16-25-29-33
Tributylzinnhydrid T 21-25-36/38- 35-36/37/39-45
48/23/25

Triethylamin F.C 11-20/21/22-35 3-16-26-29-36/37/39-45
Triethylphosphat Xn 22 25
Trifluoressigséure C 20-35 9-26-27-28.1-45
Trimethylchlorsilan F.C 11-14-35-37 16-26-36/37/39-45
Tritylchlorid Xi 38

Organische halogenfreie bzw. halogenhaltige Losungsmittel wurden ebenso wie Feststoffe in
gesonderte Sammelbehalter gegeben. Saure bzw. alkalische Losungen wurden neutralisiert

und entsprechend der Losungsmittelart entsorgt.
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