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...
the end of all our exploring

Will he to anivc where we started

And to know the place for the first lime.

T. S. Eliot
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Zusammen I assuim

Zusammenfassung

Seit dem Beginn des Lebens auf der Erde ist DNA dem Sonnenlicht ausgesetzt. Die

starke UV-Strahlung ist tier Grund für eine schwerwiegende Schädigung des Genoms,

die zur Bildung von eis sv/;-Cyclobutan-P\nmidmdimcrcn in der DNA-Doppclhelix

führt. Wird dieser Schaden nicht repariert, führt dieser Defekt der DNA zur

Bchinderuna der Zellreplikation und ist der Auslöser für krebsartiges Zellwachslum
O t o

(Krebs). Konsequenterwcise hat die Natur unterschiedliche Mechanismen für die

Reparatur dieser Schäden entwickelt. Im einigen Reparaturprozessen spielen

Photolyasen eine wichtige Rolle. Sie wurden bis jetzt in Pflanzen und Tieren gefunden.

Photolyasen sind Flavin- und Deazafkn in-abhängige Reparaturenzyme, die tien Dimer-

Schaden mit Hilfe \on Sonnenlicht, mittels eines photoinduzierten Elektronentransfer-

prozesses, wieder in die Monomere spalten und somit die Wiederherstellung der

gesunden DNA ermöglichen. Das Ziel meiner Dissertation war die Synthese tier ersten

Flavin-Cocnz>m enthaltenden DNA-Stränge mit der Absicht, selbst-rcparierende DNA

zu generieren.

Für die Untersuchung tier katalytischen Eigenschaften des Flavin-Coenzyms im

Oligonucleotid (welches die Protemumgebung in Coenzymcn-abhängigen Enzymen

ersetzten soll) wurden viele \erschicdene Fla\ in-/?-riboside synthetisiert und deren

Konformationen mit Hilfe von Kraftfeklberechnungen (MacroModeh Amher*-

Kraftfeld) berechnet.

1 : R, -OH, R2=H
2 R,= H, H2 =H 4 R --, OH 6
3. Rj -- H, R, ---F 5 R = H

Abbildung t Den iniuiclciisklo



Zusammenfassung

Die synthetisierten Niicleosidanaloga (1-6) bestehen aus einer Zucker-Einheit, die mit

einem Flavin verknüpft ist (Abbildung 1). Im Rahmen meiner Doktorarbeit wurden alle

Ziclvcrbindungcn (1-6) über mehrstufige organische Synthesen hergestellt. Eine grosse

Herausforderung während der einzelnen S\nthesen war die Konirolle der Konstitution

des Zuckerringes und der Konfiguration ties anomeren Zentrums, welches ß-

konfiguriert sein musste. Das Fla\ inribosid 6 wurde im Rahmen der Dissertation für

weitergehende Untersuchungen ausgewählt. Das auffälligste Merkmal dieser

Verbindung ist die Benzyliden-Schulzgruppe, die die sehr flexible Ribitylketle des

Riboflavins in einen konformationell versteiften 1,3-Dioxansechsring überführt. Die

Synthese von 6 wurde so optimiert, dass nur dasjenige Diastcrcoisomer erhallen wurde,

bei dem sich alle grossen Substituenten ties Dioxanrings in der thermodynamisch

günstigen äquatorialen Position befinden. Diese Anordnung zwingt den Isoalloxazinring

in eine Konformation, bei das Flaun mit tien Positionen 0(4) und N(5) zur ITelixachse

des DNA-Doppelstranges zeigi.

Der Einbau dieses Flavinnucleotids in Oligonucleotide wurde mittels eines neu

entwickelten Protokolls und eines DNA-S)nthesizers erreicht. Dieses Protokoll

ermöglicht es zum ersten Mal, Stantlard-Phosphoramitht- und FI Phosphonalchemie. die

für den Einbau des Flavins unbedingt erforderlich wai. zu verbinden. Mit Hilfe theses

Piotokoils war es möglich, exzellente Einbauraten für den Flavin-Baustein in die DNA

zu erhalten. Systematische Untersuchungen tier Eigenschaften dieser modifizierten

DNA-Stränge zeigten, dass die FLninbase m die DNA-Doppelhelix inkorporiert ist und

nicht-kovalentc Wechselwirkungen mit der im Doppelstrang gegenüberliegenden Base

eingeht. In der Oligonucleotitl-Umgcbung wurden starke Modulationen der

Fluoreszenz- und Redoxcigcnschaften des Fla\ in-Chromophors, vermutlich auf Grund

von Tc-Tt- Stapel-Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbintlungcn, beobachtet.

Diese Resultate zeigen, dass das Ohgonucleotid in tier Lage ist, die Eigenschaften des

Coenzymbausteins, ähnlich wie m einem Proteinumfeld, zu beeinflussen.

Einbau der künstlichen Fla\ mnucleoside in Oligonucleotide, die auch einen

Photodimerschaden enthalten, lieferten Flavin- und T-TdDimer enthaltende DNA-

Einzel und Doppelstrange (Abbildung 2). Es wurde ein genereller Assay für die



Zusammenlassung

Unteisiichung tlei Spaltungsicaklion ties Pholothmets (Cycloicvcision ties

Cyclobulanimgs des F=T Dimeis) tluich die kat,il>tisch aktiven Flavmnticleoside mit

Hille von Sonnenlicht (bzw monothiomaliSLhem licht X - ibb um) entwickelt Es

winde beobachtet, dass the \ollstanthge C\cloie\cision dei PMimidmschaden im DNA
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Dimei enlh îltendui DN \ in den icp int ik n Sil in
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Repaiatmen/)men dai Weiteihm eimoühchte diese \ibeit che Unteisuthung ties bishci

nicht \eislandenen letlukbxen Llektionentianslei clinch DNA
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Summary

Since the early beginnings of life on earth, DNA has been exposed to sunlight. The

strong UV-irradiafion causes se\ere genomic damage as a result of the formation of cis-

vv«-cyclobutane-pyrimiclme-tlimers within the DNA slack. If left unrepaired, these

lesions can block cell replication and induce carcinogenic cell growth. Consequently,

nature uses different mechanisms to repair these defects. In some repair processes,

DNA-photolyascs play an important role. Thc\ have been found both in plants and

animals. These phololyases are fhnin and deazaflavin dependent repair enzymes, which

split the dimer lesions with the help of sunlight via a photoinducetl electron transfer

process, thus allowing the recover) of damaged DNA. The goal of my research was the

synthesis of the first coenzyme containing DNA strands with the objective to create

self-repairing DNA.

In order to investigate the catalytic properties of the llavin coenzyme inside

oligonucleotides (which take the place of the protein environment in contemporary

coenzyme depending enzymes) several fla\ in-/?-D-ribosides have been designed using

force field minimizations (AMBER* in MacroMoclel). These nucleoside analogs (1-6)

are composed of a sugar moiety attached to a flax in coenzyme taking the place of the

purine or pyrimidine bases (Figure 1). During my Ph. D. thesis, all target compounds

1-6 were synthesized using 12-17 step organic synthesis. A particular challenge of the

multi-step synthesis was the control of the constitution of the sugar ring and the

configuration at the anomeiie center, which had to be ß configured.

1 : Rt - Ot I, R2 -H

2. R^H, R-,=H 4. R = OH 6

3: R, r H, R2- F 5' R = H

Figure 1 I'Lnin nucleosides



Summary

After a screening process involving firstly a comparison of the distinct properties of the

different structures, and secondly strategies for obtaining the target compound in high

yields, the most promising flavinribositl 6 was chosen for further investigation. The

crucial feature of this compound is the benzv Helene protecting group, which forces the

very flexible ribityl chain of the riboflavin into a conformational!)' rigid six membered

1,3-dioxane ring. The sxnthesis of 6 was designed to give only the cliastcrcomcr

containing all large substuuents of the six membered dioxanc ring in the

thcrmodynamically favored equatorial position. This arrangement also forces the

isoalloxazine ring into a conformation where it points into the double stranded helix with

the position 0( 1) and N(5) of the flax in 6 pointing towards the helical axis. Incorporation

of flavin nucleotides into oligonucleotides was performed using machine assisted

synthesis. The DNA synthesizer was programmed lo combine the standard

phosphoramidite and Fl-phosphonate chemistry necessary for the incorporation of the

flavin. The programmed procedure gave excellent yields for insertion of the building

block into DNA. The DNA strands were purified using specially devclopetl HPLC

protocols. Systematic investigation of (licit properties show that the flavin nucleobase is

incorporated in the DNA double helix. Within the oligonucleotide environment we also

observe a strong modulation of the fluoiescenee and redox propcities of the flavin

coenzyme 6 possible due lo n re-slacking and hydrogen bonding interactions in the base

stack. These results show that an oligonucleotide is able to modulate the properties of

coenzymes m a similar wa\ lo a protein environment.

Incorporation of the artificial flavin nucleosides into oligonucleotides that also contain a

photodimer-Iesion furnishes flavin- and chmer lesion-contammg DNA single and double

strands (Figure 2). A general assay for the investigation of the reversion of the

cyclobulane ting (splitting reaction) by catalxtically competent flavin nucleosides using

monochromatic light of defined wavelength (e.g. 3ob inn) was developed. We observe a

complete reversion of the pvrimidine lesion after less then 35 mm, which suggests that

the reduced and irradiated flavin nucleoside within the DNA slack is able to transfer

electrons over at least 17 single bonds to the pvrimidine lesion.
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I. Einleitung

J Einleitung

LI DNA als Informationsträger

Vor ca. 3.5 Milliarden lain en hat das biologische Leben auf der Erde begonnen. Aus

loter organischer Materie entstand Leben. Noch zu Beginn des Ie-). Jahrhunderts galt das

Dogma, dass die Moleküle des Lebens nur von lebenden Organismen erzeugt werden

können. Mit der Entdeckung der Harnstoffs)nthese durch den Chemiker F. Wöhler

1828. gelang erstmals der experimentellen Nachweis, class ein für den tierischen und

menschlichen Organismus essentielles Stoffwechselprodukt, der Harnstoff, aus

mineralischen Stoffen ohne Zutun eines lebenden Organismus synthetisiert werden

kann. Über die Entstehung und die Evolution von Leben auf der Erde gibt es

mittlerweile viele Theorien und Hvpothescn. Fest steht, class die DNA

(Desoxyribonucleinsaure). durch ihren einzigartigen Aufbau der Träger der genetischen

Information aller Lebewesen ist. Sie wird deshalb auch als das ,,Molekül des Lebens"

bezeichnet. Alle Lebewesen, nutzen dieselben Bausteine, um ihr Leben zu organisieren.

Der Fluss der genetischen Information von der DNA zur RNA (Ribonuclcinsäurc) und

weiter zum Prolein ist in allen Organismen im wesentlichen derselbe (Abbildung I).

Replikation Tianskiiplion Translation

DNA IVli xjl Proteine

Reverse Transkription

Abbildung I Der FIuss tier genetischen Inhumanen

Die Grundlage für all diese Prozesse ist che genetische Information, der Bauplan jedes

lebenden Organismus, der in der Basensequenz der DNA in jeder Zelle gespeichert ist.

Für das Überleben und ehe Reproduktion eines Organismus ist es wichtig, class die

genetische Information nicht mothfizieii oder beschädigt wird. Trotz der hohen



1. Einleitung

Zuverlässigkeit der DNA-Replikation kommt es aber immer wieder vor, dass z. B. bei

der Zellteilung falsche Basen eingebaut werden. Die DNA ist als Makromolekül zudem

empfindlich gegenüber chemischen und physikalischen Einwirkungen. Schäden an der

DNA können zum einen durch innere Einflüsse, z. B. durch OH-Radikale im Körper

oder durch äussere Einflüsse, z. B. durch ionisierende oder "UV-Strahlung entstehen.

Dies führt zu einem kontinuierlichen Verlust von genetischer Information und kann zu

Fehlfunktionen oder zur Umwandlung von gesunden Zellen m Tumorzellen führen.

Die Aufklärung des genetischen Codes ist Ziel des Human Genome Project, dass bis

2002 das gesamte menschliche Genom entschlüsseln will. Die Erkenntnisse sollen vor

allem zur Früherkennung genetisch bedingter Krankheiten und zum Verständnis vieler

noch ungelöster Fragen der Naturwissenschaften beitragen.

1.2 DNA-Reparatur Systeme

1.2,1 Einleitung

Die DNA wird durch viele Einflüsse geschädigt und dadurch die in ihr gespeicherte

Information verfälscht oder zerstört. Die häufigsten Ursachen für diese Schäden sind

Rcplikationsfehlcr. äussere Einflüsse (UV-Licht, ionisierende Strahlung, Chemikalien)

und kumulative Effekte des Alterns. Die Reparatur der Schäden ist unentbehrlich, da

ansonsten die genetische Information, die in der DNA kodiert ist, beschädigt wird. Wird

ein Schaden nicht rechtzeitig eikannt und reparieit, kann es bei tier Rcplikation der

DNA, bei der Transkription von DNA zur RNA und auch später in der Biosynthese zu

schweren Schädigungen kommen. In den meisten Fällen führen diese zum Zelltod oder

sind die Ursache für die Entstehung vieler Arten von Krebs (unkontrolliertem

Zellvvachstum). Eine der Hauptaufgaben eines gesunden Organismus besieht deshalb

darin, die fehlerhaften Stellen in der DNA aufzuspüren und zu reparieren. Im Laufe der

Evolution sind sehr effiziente und selektive Reparaturprozesse entstanden, die in der

Lage sind, die Vielzahl der in der DNA möglichen Schäden zu orten und die DNA

wieder in ihren ursprünglichen Zustand zurückzuversetzen. Die vier wichtigsten

Reparalurmechanismcn sind m \bbildung 2 schematisch skizziert.

i
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DNA Polymerase
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Abbildung 2 Daistelluim det viei v\k hülsten DN \ Rtpuamimet hanismen a) dnekie ReptiaUn b)

DNA Basen b\/isionsiep iialm e) NuiJeotid Fx/isionsiepai Uut d) Fehlp uuungsiep natui

1.2,2 Direkte Reparatur (direct repair)

Die einfachste Möglichkeit. Schaden m det DNA zu îepaiicien ist che Schädigung m

einem einzigen Schutt (z B photochemisch) umzukehien und somit den

Ausgangzustand vviedei heizusiellen In einigen Pllanzen Tieien und Mikiooiganismen

duichsuchen PhotoKasen das Genom und lepaiieten UV mduzieite Pyiimichnchmeic

(Abbildung s) in einem Licht- und Coenzvnvabhangigen Repaiatuimechanismus

(siehe I T)
N

o o

HN Ef4 NH

ON NO

-(P\

o

HN'4N0I
1 l 6

r
N^ o

N

Abbildung 3 ( s s\n Pviiniitlnulimi i und in h Photo idukt /weiei Pvnmuline P Phospha!
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I Einleitung

bs winden auch m menschlichen Zellen Homologe von z B E coli (6-4) Photolyasen'

gel undcn ,
was nicht weitei vei wundeil ich ist. denn PhotoNasen ex 1 stielten nach dei

Evolutionstheoiie wahischomluh schon voi den Fukapoten ledoch ist che

Wiikungsweisen solchei menschlichei Phololvasen sein umslutlen, denn m den meisten

Zellen steht kein Licht lui die Imtiieiung des Repaiatuipiozesses ziu Veibigung'1 ^ Fs

wncl im Moment seht kontioveis dauibei chskutieit, ob oxidative! Sticss odci andeie

Encigiequellen mögliche Imtiatoien daistellen konnten t()| Fs vvntl auch dauibei

nachgedacht, ob che Bindung dei Phololvase an che DNA nicht cm Signal Im weitete

Rcpaiaiuimechanismen (z B Evzisionsiepaiatui ) sein konnteL7] Wie wichtig che

Repaiatui Im das Weileileben det Oiganismen sein kann, kann man mit Hille von

Expeiimcnten an Pllanzen nachweisen In einet Kollaboiabon von Caicll und

Batschauei gelang es, eine Mutante dei PI tanze Aiahu/opsis thahana zu /lichten, bei

dei das Im Pflanzen essentielle Repaiatuicnz\m. ehe Photolyasc, zui Repaiatui von UV-

induzieite Schaden lehlt Setzt man nun Wikltvp und Mutante, che beide ohne

schädigendes UV I icht aulgewachsen sind mehieie Tage dem UV I icht aus, so

kommt es zu einci massiven Schädigung dei Mutante, che zum Absteiben fühlt

(Abbildung 4)

(6 4) Photob isui sind m dei Lue dis m In )dukl /weiei Tin nunc i \bbildun 3) einen vvuteien UV

bednv k n DN \ SlIi iden /ü lep iik iui

Piol Di Caitll PioI Di Batsdi uiu L nivv imI u M nhui T
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Wildtjp

-UV B +UV-B

Abbildung 4 Wildtyp und Mut inte ( leweiK 26 d alt) voi Oethts) und inch (links) dei Besliahlung nul

UV 1 icht Im 14 Tage

1.2.3 DNA-Basen-Exzisiomreparutiir (base excision repair: BER)

Exzisionsiepaiatui ubcilappt z T mit dei duckten Repaiatui. Es handelt sieh hicibei

um einen mein stufigen Piozess, bei dem melueie Pioteme zusammenspiclen Die

Basen, ehe clinch Methvliciune Oxidation, Reduktion odei Fiagmentieumg dei

Nucleoside clinch lonisieiende Stiahhmg odci oxidative Schädigung geschädigt winden

(stcnsch wenige! anspiuchsvolle Schaden), weiden von Repaiatui enzymen hei aus

geschnitten und dm eh neue et setzt Die Fieisetzung clei geschädigten Base aus dem

DNA-Sliang, katalvsicit clinch DN \-GKcosv1asen, ist che heiatisiagende Eigenschaft

dei Exzisionsiepaiatui Es gibt tun! sein gut chaiaktensieite DNA-Glycosylascn, che

unteischiedhchc. sich z T ubeilappende Substiatspezifilalen aulweisen Alle diese

Glycos)lasen sind lelativ kleine, monomeie Piolemc, ehe keine Coenzyme bzw

Colaktoten fui die Eikennung von DNA-Schaden odei hu ihie Enzymakttvitaten

benotigen Da es sich hieibei um sein kleine Pioteme handelt und ihie chemische Nalui
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sehr unterschiedlich sein kann, ist es wahrscheinlich, class noch weitere DNA

Glyeosylasen gefunden werden. '''"m|

1.2.4 Nueleotid-Exzisionsreparafur (nucleotide excision repair: NER)

Bei der Nucleotid-Exzisionsieparatur werden stcrisch anspruchsvolle DNA-Schäden

und DNA-Addukte wie z.B. Acelylaminofluorguanin, cis-trans Guanin, Thymin¬

dimere, sowie das (6-4) Photoproclukt repariert. Diese Art der Reparatur wurde vor

allem in Bakterien und Hefesystemen sowie in Menschen, die an Xeroderma

Pigmentosum leiden, erforscht. Bei der NER werden vier unterschiedliche Stadien

durchlaufen: Schadenserkennung. Exzision, DNA-Synthese und Ligation. Eine der

ersten Krankheiten die enteleckt wurde, die auf einem mangelhaften Exzisions

Reparalurmechanismus beruht, ist tlie Xeroderma Pigmentosum. Hierbei handelt es sich

um einen erblichen Defekt in Nucleotid-lAzisionsreparaturgenen. Die Haut der

betroffenen Personen ist extrem empfindlich gegenüber ultraviolettem Licht. Viele

Erkrankte sterben schon vor dem dreissigsten Lebensjahr an tien Metastasen von

bösartigen Ilauttumorcn/1"'

1.2.5 Fehlpaarungsreparatur (mismatch repair: MMR)

Zur Ausbildung von Fehlpaarungen kann es wahrend der DNA-Replikation. der

Bildung der DNA-Doppelhchx und in verschiedenen Sekunclärstrukluren, z. B. nicht

perfekten Palindromen kommen.11'' Auch die Desaminierung von 5-Afethylcytosinc zu

Uracil, was zu einer G... Y Fehlpaarung führt, kann durch direkte Reparatur bzw.

Nucleotid-Exzisionsreparatur nicht tepariert werden, da diese Reparaturenzyme nicht

zwischen falschen und korrekten Basenpaaren unterscheiden können. MMR ist dazu in

der Lage und verwendet Dir die Reparatur eine ahnliche Methode, wie ehe Exzision-

reparatur. Es werden, p nach Vrl der Schädigung, längere oder kürzere

Nucleoticlsequenzen aus dem geschädigten DNA-Strang herausgeschnitten, die Basen

ersetzt und ehe Enden ligiert.

a
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1.2.6 Doppehtrangbriich-Reparatiir (doiiple-strand break repair)

Doppclsliaiigbiuche m dei DN A Doppelhehx können lui lei physiologischen

Bedingungen odei clinch ancleie Einflüsse (z B lonisicienele Sliahlung, oxidative

Schädigungen) entstehen
|U l61

Diese Schaden weiden tluich homologe odei auch nicht

homologe Repaiatuimechamsmen beseitigt

1.3 DNA-Photolyasen

1.3.1 Vorkommen

DNA-Photol>asen gehoien zu den wenigen Repaiatuienzymen, die m einem einzigen

lichtinduzieitcn Reaktionsschiitt m dei Lage sind, che clinch UV Licht entstandenen,

mutagenen Pyiimidmehmeie m dei DNA zu lepaiieicn Sic nutzen fui diesen

Rcpaiatuipiozess ehe Lichieneigie che z B von dei Pflanze, ähnlich wie bei dei

Photosynthèse, ubei Photoantennen aufgefangen wud Im Gegensatz zu det im

Menschen Im ehe Repaiatui solchei Schaden genutzten NER, che sein viel Fnenne in

Foim von ATP benotigt, kommt ehe DNA Phololyase Im che Wicdeiheistelhmg dei

Pyiinudinmonomeie ohne \TP aus Das ist voi allem fui eine Vielzahl von Insekten,

Eischen Amphibien und PI Luven von gtossem Nutzen
' ''

Das Vothandensem odei

Fehlen von Photolyasen im MensNien wud zui Zeil immei noch kontioveis diskutieil

(vgl 1 2 2)'4 ls"'l

1.3.2 Allgemeiner Aufbau

Die PhotoKasen sind monomeie Coen/vm abhangige Rep uatuienzvmc Sie haben ein

molekulaies Gewicht von ss (vs kDa ' '
Im Nukleus suchen 10 20 Enzvmmolekule

das Genom nach mutagenen LA Sthaden ab Man unteischeidet zwei Allen von

Photolxasen, ehe beule tlas Flavin m Lot m des 1 \D t Flax înadenniclmut leobd, 1) als

7
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Elektionendonoi besitzen, sich abei clinch ihi zweites Coenzym vonemandei

iinteischeiden (Abbildung 5)

• Typ I Photoljasc

Bei dei T)p I Photol)ase wud das lut che DimeiSpaltung benotigle Lieht (A, -

i()0 500 um) von einem Methen)ltetiahvdiololat (s 10 MTHL, 2) absoibicit und

die Lneigic auf das zweite Coenz)m das Flavm tianslciieit

• Typ Tl Photolyase

Bei dei Tvp II Photohasc wud das zui Spaltung des Thvmmdimcis notwendige

I icht von einem 8 TI)dioxv s deazallavm (8 UDF 3) aulgelangen und an das

Flavm weiteigeleitet

O

N N ^O

HO,

HOvA
'1

OH

O

H N
N

[l \

UN

N U II
^CVCto £ O ^ l J HpN N N

P P 1 , M rt

1
n

U1

A
NHR

O

~NH

HO "~
N NO

HC\

A
HO. V'

OH

OR

1 PAL) (Havmadonindinutleotil) 2 o 10 MIHI

(Me'henvlteti ihy iiot )lat)

3 8 1 tOf-

CS Hydioxy 5 deazaflavin)

Vbhildiins; S Coeii/v hil die in tlei Phot Iv im. f Lind II voi kommt n

In den letzen lain en ist es zwei Giuppen gelungen Riistallsliuktuien von den

veischieelcnen PhotoKasen anzuleitigui \ls eiste Stiuktui winde ehe Typ I Pholol)ase

mit Methen)ltetialncho!o1at und Flavm ils Coenzvmc dsohcit aus Esc lu nchia coli)

von Deiscnholei und Mitaibeitei 1995 gelost ''Die Stiuktui dei 1 )p II Pholol)ase mit

einem Deazallavm als zweitem Coenzvm (isoheit ins \nac\stis nidulans) winde 199/

vonMtki und Vlitaibcitci ebenlalls mittels unei Rontgenstniktui aulgcklait (Abbildung

6)
1^1

S
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Abbildung 6 Ronpenstiiiktui dei 1 vp II Photobase aus \iue\sli\ ni htliinC

Bei beiden Stiukttuen hat man ubenasthendeiweise festgestellt, class che beiden

Coenz)mc sein weit von emandei entfernt sind Im I all von Eschenclua coli ist tlci

Abstand zwischen dei Lichtantenne, dem Methenyltetiahydiololat und dem

Eneigieempiangei, dem Elav m 16 S A In clei \nac \ stis mdulans Photolyasc, bei dei ein

Deazallavm als Lichtanlenne lungieit betiagt tlei Vbslancl zwischen den beulen

Cocnzymen 17 5 A Im Moment wud che Fiage chskutieit. ob ehesei gtosse Abstand dei

beiden Coenzyme, dei einen optimalen Lneigietianslci cischweit, clinch che Evolution

optimum winde odei m dei Entwicklung vernachlässigt winde und sich mu „zuialhg'

ei geben hat '

1.3.3 Schadenserhcnnung

Die beiden unteisJueillic hen fvpen dei PhotoKase weisen eine sein giossc Ähnlichkeit

imtcicmandei aui Sie vetlugen beide übet eine //'/> und eine hehcale Domäne, wobei

die cz///Domäne em Im che Bindung von Dmucleotulen ppisches rallungsmuslei

9
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aufweist
' ^ " In tlei hehcalen Domäne befindet sich auch das F VD das in euiei

ungewöhnlichen U loimigen Konfoimation gebunden ist Diesei Beieith ist eine

Kavttat, m dei möglicherweise das P\inmdm Dimei ( \bbildung /) gebunden wud

Abbildung 7 Sliuklin eines IM Dinieis

Zui Zeit ist unklai ob das Pviimtdm Dimei duich einen base flipping pioccss aus dci

DNA heiausgedichl wud Fin solchen flipping pioccss wud clinch die Beobachtung

gestutzt class PhotoKasen keine Pialeietv hu emzel odet doppelsbangige DN \

aufweisen
[ s ''

Es wud veimutet, dass das negativ geladene Phosphoiehestenuickgiat

dci geschädigten DNA an che positiv geladene Region an dei Obeil lache des Enzvms

bindetfl0i Da eine Metlnheiung des zentialen Phosphoiehcsleis im Photochmci die

Eikennung nicht beemllusst wud veimutet dass das Photochmci m che Tasche des

Enzyms bindet',l' Neueie theoietisdie Vi bellen von Stuchebiukhov und Mitaibciiei

bestätigen diese Figebmsse In llnei neuesten Albeit anahsieitcn sie che Bindung dei

DNA Photolyase zu Pviimidmdimet Nucleoliden und Ohgonueleotiden mittels

molecuku chnamies Simulationen Die Rechnungen zeigen class das T-T Dimei sein

gut m che Bmdungstasehe che su h duich che ungewöhnliche U toimige Konfoimation

des IADCocnz)ms eigibt passt (Abbildung 8) Tiolz dei kuizen Distanz zwischen

Flavm Donoi und dem Dimei Vkzeptot sehemt es keinen duckten Elekttonenliansfei

ptozess zwischen dem 1 =T Dimei und dem Flavm zu geben sondern einen mduekten

ubci das Adenin Ungcklait bleibt m diesem Modell che 1 läge wie che DNA Photolyase

es schallt den Dimei Schaden aus dem DNA Doppt Ktiang hciatiszudichcn

10
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Va up >t

"• /*»

/
/

({^ ,

OfilKll

Abbildung 8 Vussthnill aus eki Stiuktui die lui dis dxiiulenc T-l Dimei eplunden vuudt Oben ist

d is TM Dimei (\k/eploi) diss m die Bindui'pst i-Mu unap isst winde und unten îeehts sieht man das

IM) nul seinei ungewöhnlichen Uloimieen \noidnun von \denin und limn (Donoil Links

Ges uni insieht ledits Da ul tnsicht ' '

Es waic neu h eine wcilcic Möglichkeit denkbai Die Photolyase muss vielleicht nicht

spezilisch an das Pyiimichnehmei binden Viellettht genügt dci Kontakt zu dem

geschadigten DNA Stiang m dci Nahe des 1 V mtluzieiten Schadens clei es dei

Phololvase eimoghcht ein Elektion aul den DN V Stiang zu ubeitiagcn Ubei einen

icduktivcn Flektionentianslei cluuh den DNA Stiang aul den Sehaden kann es so ztu

Repaiatui kommen1 ' Eine koknstallstiuktui konnte diese Fiage beantvvotlcn Fine

solche Stiuktui ist alleichngs noch nicht v ei lugbai

1.3.4 Reparatur

Das Flavmcoenzvm licet m dei Photolpise m dei icduzieiten und depiotomeilcn Foim

(FADll ) voi (Schema 1 ) Ncueie Vibeilen zeigen class das halbieduzieite Flav miachkal

(FAD11 ) das m diesei lui die Repaiatui inaktiven Foim m dei Photolyase voiliegl

duith cm beiiachbaites 1 ivptophan in die iktivoloim das FADll ubcifuhii wud ' h (|

1 1
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Brettel und Mitarbeiter konnten zeigen, dass der entscheidende Schritt (in A. nidulans)

in diesem Prozcss ein nachfolgender Elektronentransfer von einem Tyrosin auf das

Tryptophanradikalkation ist.'17' Auch die Deprotonierung des Flavin-Coenzyms spielt

beim Reparaturprozcss eine entscheidende Rolle, wie Carell und Mitarbeiter

, -, .
126, iS, V)l

nachweisen konnten.1

O

HN

X
ON

8-HDF 8-HDF
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Schema l Mechanismus der Photoaktiv ierung von Fliymindimeien duich Typ TT DNA-Photolyasen. ET:

niektronentransfei; EET: Anregungseneigielransler 8-HDF: H-Hydrovydeazallavin.

Die Lichtenergie (X = 350-500 um) wird vom zweiten Coenzym in der DNA-

Phololyase, einem Deazaflavin (8-HDF), bzw. einem Vlethenylietrahydrofolat, die als

Lichtantennen, fungieren, aufgefangen und mittels eines Förster-Energictransfer-

mechanismus' auf das reduzierte und deprotoniertc Flavmcoenzym übertragen

(Schema I). Dieser Energietransfer vom zweiten Coenzym auf das Flavin erhöht die

Rcparalureffizienz enorm, da das reduzierte Flavin bei Wellenlängen über 400 um nur

eine schwache Absorption besitzt. Das Elav ineoenzym wird somit in einen angeregten
i J O c1

Zustand versetzt und kann ein Elektron an das Pyrimidin-Dimer abgeben. Das hierbei

entstehende Dipyrimicliniaclikalanion ist instabil und zerfällt in ein ungeladenes

Pyrimidin und in das Radikalanion des zweiten Pyrimidins. Letzteres kann tlas

12



1. Einleitung

ungepaarte Elektron wieder zurück auf das Elavin-Raelikal übertragen, wodurch dieses

in seinen Ausgangszustand zurückversetzt wird.' ''

1.4 Flavine

1,4.1 Allgemeines

Flavine spielen als Coenzyme nicht nur in der DNA-Photolyase. sondern auch in vielen

anderen Enzymen eine wichtige Rolle. Das Grunelgerüst für alle Flavine ist das

Riboflavin (Vitamin Bi, 4). Dieses kommt in Form von Flavinaelenindinucleotid (FAD,

1) und Flavinmononucleotid (FMN, 5) als Coenzymbaustein in vielen Enzymen vor

(Abbildung 9). Riboflavin (4) wird in Pflanzen und zahlreichen Mikroorganismen aus je

zwei Molekülen GuanosinAMriphosphat und Ribose-5-phosphat hergestellt1 und war

vermutlich schon in präbiotischer Zeit voihanden.

ü

43Nh
„-^ -N.

Il7 I
5^

%9/V10/bs,1^V
^-'

N N A3

HOvJl'
12'

HO, Ï

v OH

on

> Isoalloxazin

D-Ribityl

AL

O

'N N O

„-N.

~N
H

O

X.
NH

s A
N O

4 R = H: Riboflavin (Vitamin Bq 6 Lumiflavin 7 Lumichrom

5 R = P03H,, FMN (Flavinmononucleotid) (/8.10-1 nmethylirioalloxazin) (7,8-Oimethylalloxazin)

1 R -. PO3H-AMP: FAD (Flavinaelenindinucleotid)

Abbildung 9 Stiuktui von \ Hamm IT A) und dei wichtigsten sieh davon abieilenden Analoga.
Lumillavm (6) und I umiehiom sind die zwei wichtigsten Piodukte. die duich Photolyse des Ribollavins

(4) bei hohem bzw. niedngem pH-Weit entstehen

Die Entdeckung des Riboflavins wird Blvth zugeschrieben, der als erster 1879 aus

Molke ein gelbes Pigment isoheite. das ei lacolochiome nannte.1 h'
Die Aufklärung der

13
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Struktur gelang Karrer und Kuhn Anfang des 20. Jahrhunderts.116- ,71 Die beiden

wichtigsten Analoga von Vilamin B? sind das Lumiflavin (6) und das Lumichrom (7),

die durch Photolyse bei hohem, bzw. niedrigem pH-Werl entstehen.

1.4.2 Flavine als Coenzyme

Flavin-Coenz)mc',,s '9|, meistens in Form von FAD, sind oft nicht kovalent an das

Apoenzym gebunden. Es wurden jedoch auch einige Fälle von kovalenter Verknüpfung,

vor allem über den Melh) Ikohlenstoff in tier 8-Position gefunden/"10' Die Fiavoenzyme

lassen sich in 4 Elauptkiassen einteilen.

* Oxidasen

Diese Fiavoenzyme (z. B. Pyruvat Oxidasen1^1' ^21) nehmen Elektronen von

Substraten auf und verwenden Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor.

Aus der Reaktion gehen das oxidierte Substrat und ELCV hervor.

» Dehydrogenasen

Die Dehydrogenasen (z. B. P)r^lvut-Desox)genascnn, ) nehmen ebenfalls

Elektronen von Substraten auf. tiansfeneren sie jedoch zu anderen

Elektronenakzeptoren. Im Fall dei Pvruvat-Deoxigenasen ist ein Cylochrom der

terminale Elektronenakzeptor.

• Monooxygenasen

Monooxygenasen katalvsieren che Einführung eines Sauersloffatoms in ein

Substrat. Das zweite Sauerstoffatom wird mit Hilfe eines Wasscrsloffdonalors

zu LEO reduziert. Die dabei frei werdende Energie wird für die Einführung des

ersten Sauerstoff-Atoms m die îelalive stabile C-Il-Bindung benötigt. Als

Wasserstoffdonator dient z. B. NADPH + EL", aber auch Ascorbinsäurc, die

dabei zu Dehvdioaseoibnisauie umgewandelt wird. Die bekannteste Flavomono-

oxygenasc ist die Cvelohexanonmonooxpgcnase, che für die Aktivierung des

Saueisloffs bei vielen Reaktionen eine Rolle spielt.^ ^fi'
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• Photolyasen

UV-Bcstrahlung von Zeilen führt zu mutagenen Pyriniidin-Dimercn in der

DNA Doppclhcbx (Cycloaddition zwischen zwei benachbarten

Thyminbasen).h v)|
Photolyasen sind DNA-Rcparaturcnzyme, ehe diese

Schäden in der DNA in einem von Cocnzymcn (Flavin und Denzaflavin, bzw.

Methenyltctrahydrofolat) und Lieht abhängigen Mechanismus reparieren

können.

1.4.3 Flavine und Lumazine in der DNA

Ils ist bereits zwei Giuppen gelungen. Lumazine oder Flavine Lovaient mit

Oligonucleotide zu verknüpfen.'60"^1 Die Schwierigkeit hierbei besteht darin das Flavin

bzw. das Lnmazin am unreaktiven N( 10) zu substituieren. Pfleiclcrer und Mitaibeiter

haben viele Areno[g)lumazinderivate, die sich vom Flavin ableiten, jedoch nicht redox-

aktiv sind, synthctisicit (Abbildung 10). Es gelang ihnen jedoch nur, diese über das

N(l) mit der 2'-Dcsoxytibose zu vet knüpf en. Diese Bausteine konnten als

Phosphoramiditdeiivate in che DNA einzubauen weiden. Es wurden eine Serie von

Lumazin-modifi/ierten Oligonucleotide!! synthctisicit, um den Einfluss der neuen

Nucleobasen auf die Stabilität der DNA-Doppcistrang-Bildung im Vergleich zu

Moelcilse(]iienzcn mittels Schmelzpunktsmessungen zu untersuchen. Sie konnten eine

signifikante Eihöhung der Schmelztempeiatur (Tm) feststellen, wenn die

Arcnojg]lumazinderivate in die Oligonucleotide eingebaut wurden. Diese erhöhte

Stabilität der modifizierten DNA-Doppelstiangc wurde auf den stabilisierenden Effekt

der Areno[g]lumazintleiivate durch ihre vcibcssetlen rc-Tr-Slapelwechselwirkungcn

zurückgeführt. Die Stabilisierung der helicalcn Stiuktur der DNA hing jedoch stark von

der Stelle des Einbaus der modifizierten Basen ab/"'1'
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Fonleeave und Mitai beitci waten ehe eisten, ehe zeigen konnten, class Flavmdeiivalc als

Phosphoiamichlbaiisteine nicht isolieit weiden können, da das Flavm clinch einen

cllizicnten Photooxidationspiozess das Phosphoiamidil zum PhosphoiamicLit

auloxidieit Es gelang ihnen daiaullim. ein tlavm mit cmei Alkvlkette in ein El

Phosphonat zu ubeiluluen (Schema 2) und dieses an das Ende eines Ohgonticlcotid

sti anges einzubauen
,6"'
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Schema 2 I inks Photoovid mon iE-, lli\in Phosph n uniditb iiisuuis /um entsprechenden Phosphoi
amidatbuislem FPchts H Phosphon üb uistem

Sie konnten nachweisen dass cm Flavm enthaltendes Ohgonucleolid eine stabile

Tnpelhehx mit einem DN V DoppeLtiung ausbilden kann und selektiv pholomduzieite
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1. Einleitung

Strangbrüchc an der 3'-Postition einer GG-Dublctt-Scqucnz sieben Basen entfernt vom

Flavin durchzuführen konnte/611 Es gelang ihnen jedoch nicht, das Flavin als

Nucieobase in den DNA-Strang einzubauen.

Über die Eigenschaften von interkaherien Flavinen und Isoalloxazinen in Oligo¬

nucleotide siehe 1.5.2.4.

1.4.4 Chemische Eigenschaften von Flavinen

Die wichtigste chemische Eigenschaft des Elavin-Moleküls ist seine Fähigkeit,

Redoxreaktionen einzugehen, wie es bereits tun Beispiel der Photolyase beschrieben

worden ist. Die Voraussetzung für die Nutzung dieser Fähigkeit ist, class die

Redoxreaktionen des Flavins thermodynamisch und kinetisch vollständig reversibel

verlaufen. Flavine sind amphotere Moleküle, daher müssen für die Redoxprozesse,

abhängig vom pH-Wert, die neutrale, anionische und kationische Form des Moleküls in

Betracht gezogen werden (Abbildung 1 1).

Sowohl in Lösung als auch im festen Zustand und unabhängig von der chemischen

Struktur des N- 10 Subslituenten reagiert das oxidierle Flavm nicht mit Sauerstoff. Das

Molekül ist in L.ösung zwischen pH 1 und 9 neutral. Theoretisch sind beim neutralen

Elavoehinon zwei tautomere Iminol-Strukturen möglich. Diese beiden Strukturen

konnten jedoch nicht nachgewiesen werden, xxas darauf hindeutet, class die Diketoform

energetisch stark bevorzugt ist. Die Protonierung des neutralen ELivochinons findet am

N-l Atom statt, während bei einem pA'a von etwa 10 das Proton an der Stelle N-3

dissoziiert. Unter sehr stark basischen Bedingungen kann es vor allem bei N-3

substituierten Flavinen zur Öffnung des Flav mheterocyclus und zur Abspaltung von

Llarnstoffderivalen kommen'0 ' M|
Unter sauren Bedingungen ist der Lsoalloxazinring

normalerweise stabil, es kann jetloch bei sehr tiefen pH Weiten zur Ausbildung des

Dikations (zusätzliche Protonierung am N-5 i kommen.
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1. Einleitung

FloxH2h

Flavochinon

FIH3

Flavosemichinon

"? H

JYNv,0

pKa = 0

pKa = 2 3

pK-a<0
NH

0 25O,

Fl Ho

0 25O,

fX
H H o

F'red H4

Flavohydrochinon

Abbildimg 11 Amphotcres Flavin-Redoxsystcm.

Flred H3

pKa = 10

pKa = 8.3

pKa-6.7

Fln

FI H

Fired H2

Durch Aufnahme eines Elektrons in vvässngen, neutralen Lösungen entsteht aus dem

Flavochinon ein sogenanntes Flavosemichinon, bei dem das Proton am N-5 assoziiert

ist. Das Flavochinonradikal ist in Lösung blau bis grün gefärbt, abhängig vom

Lösungsmittel. Neben der in Abbildung 11 gezeigten Struktur gibt es noch mehrere

mesomere Strukturen und Tautomere. Das anionische Flavosemichinon, das in Lösung

eine orange bis rote Farbe hat, weist einen pivVWerl von 8.3 auf. Dieses Radikalkation

weißt eine starke Hydrolyseempfmdhchkeit auf bzw. kann sehr leicht dimerisieren. Für

die Bildung des kaminroten Plavosemichinonkations ist ein pÄ.a-Wert von 2.3

notwendig. Dieses Kation ist im Vergleich zu den beulen anderen Molekülen ziemlich

stabil gegen Os und auch thermodynamisch am stabilsten.
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I Einleitung

Die Reduktion des Flavochmons mit zwei 2 Elcktionen und 2 Piotoncn fühlt zum

riavohydiochmon, <uich Lcukollavm ( 1 5 Dihvdiollavin) genannt Dieses Molekül

zeichnet sich clinch eine ausscioidenfhche Saueislollemplmdliehkeil aus Es kann aus

diesem Giuncl nui untei anaeioben Bedingungen eihalten weiden Wählend im

oxieheilen Elavochmon das N 1 am basischsten ist. wud im neutialen 1 5 Dihvcliollavm

dei N-5 Sttckslol! mit einem p/v, <0 am staikstcn basisch Die saueiste Position ist nun

am N 1 mit einem p/v, von ca 6 7 Auch hiei gibt es mehteie tautomeie Foimen, che

von biologische! Bedeutung sein können 1,5 Dihydiollavme sind sein gute

Reduktionsmittel che che beiden ubeischussigen Elektionen einzeln odei gemeinsam

abgeben können Das Flavohvdioclnnonamon weist eine gebogene Stiuktui auf,

wählend das neutiale Flavohvchochmon eine iclativ planaie Stiuktui einnehmen kann

Die Pioteinhulle dei Flavoenzvme kann das Redoxpotential des Flavm-Coenz)ms duich

Konliollc solchci Konloimationsandeumgen leguheien
^ "'

Die Reeioxpofenttale von beicn Elav mdeiivalen m Wassei decken je nach Ail und

Stellung dei Substituenlen einen giosscn Beieieh von -^O bis ">500 mV ab |0S| Diese

Redoxpiozesse können entwedei ubci Lm odei Zweielektioncnpiozessc veilaulen

Dabei ist das Redoxpotential Im che Vulnahme des eisten Elektions (Fo(El0Jl/ F1H-.) =

240 mV) negaltvei als das des zweiten Elektions (F0(ElIL/FllulH,) - 170 mV) Dies

gilt auch Im den umgekeluien Fall clei Elektioncnabgabe ausgehend vom

riavohyelioehmon Es wud allgemein angenommen dass sämtliche bekannte

Elavopioteme, bei denen du ihie Redox Vktivitat ein Finelektionenttanslct eine Rolle

spielt, mu det F1IL/L1U |H Piozess lelevant ist
'

1.4.5 Photochemie der Flavine

Die Absoiplionsspektien tlei neutialen und oxieheiten Mav nie sind dem des Riboflavins

(4) ähnlich wekhes duich zwei llauptbamien im sichtbaien/nahen UV (V0 und HO

um) und zwei weitete intensive L bei gange im leinen UV (220 und 260 nm)

chaiaktensieit wud ( Vbbiklung 12) Die Vnwcsenheit emei Bande sein schwachei

Intensität (wahischemhch eines un LbeoMtigs) bei ta u)0 nm winde postulteit
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Einleitung

Modifikationen am N-10-Substitucntcn des Flavins, wie sie in den natürlichen

Derivaten des Riboflavins (4), FAIN (5) und EAD(Î) vorkommen (Abbildung <-)), haben

keinen wesentlichen Einfluss auf die Absorptionsmaxima im UV/Vis-Spcklrum des

r^i
• I 7V/61

Flavins.1
'

0.2

/ / a. u

0,0

300

'

400

'

500

; / nm >-

Abbildung 12 Absorptionsspektrum eines Riboliavins

Im Falle des FAD ist das langwelligste Absorpiionsmaximum von 440 nm nach 450 nm

verschoben und der EvlitiktioiiskoelTizient merklich reduziert. Dieser Effekt wird auf

die Ausbildung eines intramolekularen Komplexes zwischen dem Adenin und dem

Isoalloxazin-Resl des FAD zurückgeführt und ist in Übereinstimmung mit NMR-

IJntersuchungen.'
~s'

Die molaren Exlinktionskoeffizienten des oxidieren Flavins

können im Bereich zwischen 15400 VE'enE1 und ca. 10500 VE'cnE1 variieren/'4'x" Die

Wechselwirkungen zwischen Flavinen und Proteinen können sein vielfältig sein und

lassen leider keine Systematik bei den gemessenen Extinktionskoeffizicnlcn erkennen.

Das Fluoreszenzvcrhallen der neutralen Flavochinone wird durch eine sehr intensive

Bande mit einem Maximum bei 520 nm gepiagt. Neutrale Elavohydrochinonc (frei in

Lösung bei Raumiempeialui ) fhioies/ieien dagegen iiieht/sj' Visser und Mitarbeiter

nehmen deshalb an, dass der Singlet Zustand von ft eiern EL.jLL sein kurzlebig isl und

die mögliche Fluores/enz-1 ebensdauer i im Bereich von Picosckunclcn liegt.1/f>l Bei

cleprolomeiten Elavohvdiochmonen winde, nach neusten Messungen, eine sehwache

Fluoreszenz bei 505 nm (r= 1.2 iis) nachgewiesen.'81'

^0



I. Einleitung

Das Einelektronen-Rcduktionspotential von Fl,e(|H wird auf elwa -2.8 V (vs. SEIE)

geschätzt. Es stellt somit selber ein sehr slaikes Reduktionsmittel da. Für das

langlebigere Tripled 'Fl^EE wird ein Knick im Molekül entlang der N-5- 10 Achse und

ein efwas schwächeres Reduktiotispotential o-2.3 V) vorgeschlagen.
^

1.5 Oxidativer und Reduktivcr Elektronentransfer in DNA

1.5.1 Einleitung

Der Elektroncntransfer in der DNA wird schon seit langer Zeit diskutiert und

untersucht. Die Experimente in den letzten lahren haben gezeigt, wie komplex diese

Thematik ist.'80' Der Elektroncntransfer in der DNA wird häufig mit dem schon seit

längerer Zeit erforschten Elektroncntransfer in Proteinen verglichen. Ob dieser

Vergleich gerechtfertigt ist, muss sich in weiteren Experimenten zeigen.

Bei Proteinen fliessen die Elektronen zwischen den einzelnen Kofaktorcn (Chlorine,

Flavine, etc.). Hierbei sind die Orbitale von Donor unci Akzeptor lokalisiert und

mischen sich nur schwach mit denen des umgebenden Proleins. Die Oxidations- und

Reduktionspolenliale der Kolakloren sind nicht hoch genug, um einen

Elektroncntransfer innerhalb des Proteins, das ziemlich inert ist. zu ermöglichen. Der

Elektroncntransfer findet deshalb über grosse Distanzen (> 10 Â) in Regionen statt, die

nach der klassischen Elektroncntransfer-Theorie verboten sind/8'1 Aus den

Experimenten und theoretischen Berechnungen ergibt sich, class die Geschwindigkeit

des Eleklronentransfers exponentiel) mit dem Absland zwischen Donor und Akzeptor

abnimmt.

Elxn(r) = Lf'Anexp(-rß/2) (l)



1. Einleitung

Gleichung (1) zeigt den exponentiellen Abfall der elektronischen Kupplung als

o

Funktion des Donar-Akzeptor-Abstandcs (r(. LI
vn

ist die elektronische Kupplung, wenn

Donor und Akzeptor in Kontakt sind, ß ist der distanzabhängige Parameter, der

charakteristisch für das jeweilige Medium (DNA, Prolein) ist und den cxponctiellen

Abfall der Geschwindigkeitskonstanlen A) des Laclungstransfcrs mit zunehmenden

Abstand beschreibt. In Proteinen wurde er zu 1.0-1.5 Â bestimmt.'88' Ähnliche

Ergebnisse erwartet man auch für die DNA.

Die DNA hat, ähnlich wie Isolatoren, gefüllte Valenzbänder und grosse energetische

Lücken zu den leeren Leitungsbändern. Es findet eine e"-Dclokaiisation innerhalb der

einzelnen Basen statt, aber che LTerlappung von rc-Oibitalen von Base zu Base ist

schwach.180' Bisherige Experimente zu der Fragestellung, ob es sieh bei der DNA um

einen Leiter oder einen Isolator handelt, lieferten kontroverse Ergebnisse.

Die Frage, wie geladene Teilchen in tier DNA über kurze oder lange Distanzen

transponiert werden, wird - obwohl in den sechzigei Jahren erstmals gestellt'00'01' -

immer noch diskutiert, Viele Wissenschaftler bemühen sich, die breite Streuung der

Ergebnisse auf diesem Gebiet zu erklären und neue, besseie Systeme zu entwickeln, um

einen tieferen Einblick in das Lransportverhalten der DNA zu erlangen. Die Aufklärung

des Vlechanismus, wie Ladungen durch die DNA transportiert werden, ist ehe

Grundlage für die Entwicklung von neuen Methoden zum Durchsuchen von

Nucleinsüuren, für DNA-Chips und für neue Methoden im Kampf gegen Krebs.

Es gibt viele Faktoren, die den Elektionentransfer in DNA beeinflussen können:

• Oligonucleolidsequenz

• Basenpaarung

• Redoxpotentiale der einzelnen Basen (Tabelle 1 )

» rc Stapelung der Basen uihI die Doppelstrangstrukiur tlei DNA

• Absland zwischen Donor und Akzeptor

• Art der Entstehung des Lochs odei ties zusätzlichen Elektrons.

-) ->



Einleitung

Base Oxidationspotenlialea Reduktionspolenliale1

Guanm 1 49 t () 05 ^ 2 76 ± 0 05

Aden m 1 96 4 0 05 2 52 ± 0 05

Cytosm 2 1410 0*5 -2 15 ±0 05

Lhvmm 2 1 I 1 0 05 -2 18 2 0 05

Uiacil ^2 1910 05 -2 07 4 0 05

Put m I 88 4 0 (Ts

8-Oxo 2' desox)guanosm 0 7(T

(8-oxodG)

2' Desoxygmmosm (dG) 1 29l

Rh(phi)2(bpy)81 t 76vl

Rti(phcn)(bpy)(dppz)" 1 40d

Anlluachinon(AQ) 2 I 8d

T=TDimei 1 69d 2 3040 10e

Flavm 2 X -2 801

Tabelle I bvpei imenlelle Ovitlalions b/v\ Reduktionspolenliale (V \s NHE) cyelovoltameli iscli

bestimmt
'

Ovidationspolenliale aubvenommen in Vetonitnl
l

Reduktionspolenliale aufgenommen m

/VA DtmethvHoimamid
'n| c

Oxidatiouspotentiale
' '

Oxtdaltonspotentiale (V \ s SEE)|9li "Rcclukttons

potenli.il (V is SCC)1'1 '

Rednktionspolential und ()\idalionspolential (V i \ SC1)[SM Hui die

Umieehnung von SCC aul NHL ist ein Betiag von 0 "'", ab/u/iehen (Bsp 0\ida!ionspotcnliaI(i i nin ,,
-

I 4/Vis NI IE)

Aufgiund diesei viellaltigen und komplexen Patametein ist es sein sthvvci, che

einzelnen Modcllsysteme und Unteisuehimgen zum Elcklionentianslei m DNA

untetcmandei zu veigleichen und gemeinsam auszuweiten

1.5.2 Oxidativer Elektronentransfer

Beim oxidativcn Elektionenlianstei m dei DN V zeigt sich, class che Radikalkationen

und che von ihnen venu sachten Schaden last ausschliesslich aul den Guanmbasen m dei

DNA lokahsicit sind Das Ltsst sich sein gut mit det icluliven Leichtigkeit dei

Oxidietbaikeil des Guanms im Veigleich zum Vdenin C)tosm bzvv Thymin eiklaien



1. Einleitung

("Labelle 1). Einer der häufigsten oxiclativen Schäden in der DNA ist das 8 oxotlG (8).

Er entsteht z. B. durch Oxidation von Guaninbasen (Schema 3).

O
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OH
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O
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X N NH-,
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-H+>.HO-<_.|
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UNH

\ -^4\
N NH,

sr |
R

O

R

A
N N NH,

HO (vi

O

A
NH

OH" h'

V

X
^

-
n

N" ^n NH.

O
H II
N^ /"\

NH
O

N' ^N" ^NH2
e /Y fr

Bestrahlung 8-oxodG

8

R: 2'-Desoxyriboso

Schema 3 Oxiiiative Schädigung von Guanosin (dG) tm uassiigen Medium durch Lieht zum 8-oxodG (8)

in dei DNA.

Es werden grundsätzlich drei z. T, kontroverse Modellsvsteme für den oxicLiliven

Elektroncntransfer diskutiert;

1.5.2.1 Superaustaiiseh. Modell isiiperexeltange model)

Beim molekularen Leiter \moleeulitr wire) bzw. Superaustauschmodcll geht man

davon aus, dass die DN V durch ihren einzigartigen Aufbau in der Lage ist, ähnlich wie

in analog aufgebauten Eesiphasenmateriahen10'1 v/', durch ihre rr-gestapclle Eletero-

eyclcnanordnung entlang der llehxaehse Elektronen oder positive Ladungen leiten zu

können.



1. Einleitung

Dieses MocIcLsystem wird von Barton und Mitarbeiter vertreten. Die Barlon-Gruppe hat

sich in zahlreichen Arbeilen mit der Untersuchung des oxidativcn Eleklronenlransfcrs in

DNA beschäftigt.|0's""yl 1993 waren sie che erste Gruppe, die die Erage - ob DNA ein

Leiter oder ein Halbleiter sei -- wieder aufwarf und durch ihre kontroversen Ergebnisse

viele andere Wissenschaftler Ihr dieses brisante Thema begeistern konnten. In ihrer

ersten Arbeit zum oxidativcn Eleklronentransfer durch DNA benutzten Barion und

2-1

Mitarbeiter als Donor (D) einen [Rutphenudppzl -Komplex im angeregten Zusland

und als Akzeptor (A) einen [Rh(phigphen| -Komplex, die beide in die DNA

interkaliercn/'00' Die Elektronentransfer-Rate wurde über Lumniszenz-Quenchung auf

9 -1

3x10 s für eine D-A-Distanz von grösser 40 A ermittelt. Daraus ergibt sich für den

distanzabhängigen Parametcr/i ein Wert von 0.2 A (vgl. Gleichung (1)). Damit war die

Sensation perfekt: ehe DNA verhielt sieh in den Experimenten von Ballon wie ein

elektrischer Leiter.

Die Problematik dieser ersten Experimente besteht dann, class es nicht möglich ist, den

genauen Abstand zwischen den mtakallierten Donor- und Akzeplorkomplexcn zu

bestimmen. Es wurde aus diesem Grund versucht, diese überraschenden Ergebnisse im

Laufe der letzten Jahre durch verfeinerte Untersuchungen und neue, bessere Donor-

Akzeptor-Systemc zu untermauern. Zum besseren Verständnis werden in tien folgenden

beiden Abschnitten zwei neuere S\ steine beschrieben.

1.5.2.1.1 Oxidative Reparatur von Thunindimeren in der DNA-Doppelhclix

Barton und Mitarbeiter nutzen fur ihre neueren Experimente Rhodium Interkalatoren,

die in der Lage sind, durch einen oxidativcn Elektronentiansfei em im selben DNA-

Doppelstrang befindliches T=L-Dnner zu spalten.' Die DNA-Doppelsträngc einhalten

entweder em vorher svnthetisieiies t is >w> T=T-Dimer. oder das r-T-Dimer wird durch

Bestrahlung der DNA mit UV-Licht hergestellt.1"1 "^ Der (Rh(phiEbpy)^-Komplcx

wurde zum DNA-DoppeKtrang hinzugegeben und tlie Reakltonslosung mit UV-Licht

über die Einstellung und ledukino Repaiaiui von 1 =- EDnneien, siehe v oihciige Kapitel



Einleitung

besltahlt Mittels Umkehtphascn HP1 C konnte eine quantitative Repaiatui des T-T

Dimcis nachgewiesen weiden, ohne dass tlet Gegensdang imlci diesen Bedingungen

geschädigt winde (Abbildung IA Zudem sicilien Baiton und Mitaibeitct lest, class

beteils katal)lische (Mengen von (Rh(phibbp))
h

ausieichten, um den T=E-

Dimcischadcn m dei DNA in UbeieinsUmnumg mit dem voigesehlagenen oxidativen

Eleklionentiansfeimechanismus. zu lepaneien Tatsächlich konnte eine quantitative

Repaiatui des Schadens mit miciomolaien Konzcnbationen von (Rh(phi)4>py)11 und

Belichtung dei Piobe mit Sonnenlicht bcobaehtet weiden f"

Renal atui
3

^GZ\,C
3
ictgg c

TT ,-

(Rh(pht) bpy)

400 nm light

3
TCTCGmCA^L1CTGC

0 mm

i mm

5 mm

10 mm

20 mm

Tn (min)
30

Abbildung 13 Pholochumsdk Riprntui von I=T Dimuin tu D\ V mit Hille von nicht kovaknt

gebundtnem ne ( Rh( phi ) hp\ ) \uldu itJilen SerU sieht man du Umkehr ph tsen HP1 C Di i^iamme

von Proben die 0 2s 10 20 mm n tJi dei Resti ihhnu du Piobe entnommen winden Die

Quanten uiskule diesei Reaktion winde nul 00001 in'eben1' ''

Baiton und Vlitatbeitei unteisuehle auch che Repaiatui von T-T-Dimcicn ubei giosseie

Entleinungen (Ibl9 Rusenpaaic) m det DN V-Doppelhchx Ibeifui winde em

Mctallmtcikalatoi (z B (Rh(plu)bpv) i ubei einen Lmkei (mit unleischicdlichei

I ange) nul dem 5' Ende eines DN V Stiaimcs vetknuplt Dei komplemcnlaie

Gegensliaii" winde zueist mit LA 1 ulu bestiahlt, um em T-l Dimei zu mcluzieten

und anschliessend mit einem DN V Stiang an dessen Ende dei Metallmletkalatoi

Lovaient gebunden wai anntlieit Duich ModelKiudien und Beieehnungen winde

lieiausgefunden tlass das (Rh(plu) bp>) 19-26 \ vom T-l Dtiuet in die DNA

"h



I Einleitung

mlcikaheil (Abbildung 14) Die geschadigte und modilizicite DNA winde mit UV

I icht (100 nm) bestiahlt und ehe Repaiatui dei DNA mittels Umkehiphascn Ï1PLC

veilolgt Die Rcpaiatuieflizicnz von (RlKplubbps )14" vvai nicht davon abhangig, ob dei

Metallmleikalalot mit dem 1 - odei am s Ende dei DNA veiknuplt wai

z\

Tl

' JVCGIG \ JTTC WGC
n RihV

H

3,„T GC AC r-C A A C T C T G
I H H

°s^GV ,-^A-

o o

HIH /s
^ CT ^ TT

ibC cl- a v

,OH

Repaiatui

TH (min)

Oh

1 h

2 h

4 h

6 h

Abbildung 14 Rcpatalui von 1=1 Dimeren in du DN V mittels eines kovalent gebundenen

(Rh(phr)Ap))
'

Komplexes ubei eiosse Disian/tn \ul der rechten Seite sieht man die Elmkehiph isen

11 PI C Ditgiammt von Pioben die 0 12 1b Stunden nun dei BeMuihlun" tlei Probe enlnommen

wurden Die Quanten ursbeule ehe sei Re ikuai vv ukL mil OOOOOO1 lnjehen1'"'

Es winden unteischieclheh lange DN V Stiange iinteisiuht und ubeiiaschendeiweise

stellten Baiton und Mitaibeitei lest, class the Repaiatuiellizienz ftolz zunehmcndei

Distanz zwischen Intetkalalot und Schaden (19 26 Â) staik zunahm (67 auf 100 (7()

Dieses ubeiiaschende Eigebnis wtiide mit dei giosseien Stabilität langeici DNA

Doppelsliange etkkiit (Abbildung is) Baiion und Mitaibeilei gelang <uich dei

Nachweis, dass ehe I Iomogenit.it dei DN V Doppelsliange ausschlaggebend Im die

Rcpaiatuieflizicnz dei DNA Stiange ist VVat die Homogenität des DNA

Un t sloiihul dei DN \ Doppellulix / R durch fehlp r nun en
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Doppelsinniges z B clinch Fehlpaaiungen gestoit, winde che Repaiatuieliizienz

mindestens um ehe Hallte ledtizieit l4'

Tm ( C) Repair (%)

Duplex Distance (A> +7 T TI V Rh" "vRh

i>AC GiTC.AOTTG AGAc G-T

tGt-'AC rcAAt-t i-TGC A h
"

v_#4
/s

iftCGGi A-0 T T G A G A-jtC G-T
rfr-r

Ar
Ie* ^ 6b 79 47ÎCGM1C A-A-C T C

TMß
C

Ax S

^ ")

5AC-OI GA1 G-TTGT AGA^CG I
,0

TGG \( T ACAACAT-G rGCA ,

" ° b

#% '

HCCGGCM G TT 0-1 A-C G A _ C G

IGCA-CGIACAACAT-CCît&CA, '" M °8 1°°

Tm (°Q Repair (%)

Duplex ~iTT~ vG4h

5'A-C-Cr r G C A-T O T T G T-A <2 G AgC Of
g ^ 10Q

T-Ù C-A-C-OT-A-C-A-A C-A-T-OC-T "hCi C-A 5

^CGT^T-GTT-GAA^A
ac

t^cacta,caacatot|G0.;

a r /\ i c

rTG A b-TTG A G a
^V^CT OA-AC î C t fl0G F

TG°
#\CA5 « 47

45 80

Abbildung 15 Repaiatui von 1 -1 Dimeren in dei DNA mittels eines Lovaient gebundenen
(Rh(phi)bpv)

'

komplexes ubei giosse Distanzen Die Repaiatui ist in Pio/enf nach 6 Stunden

Bestrahlung angegeben Lseigeben sich uu h unteisJnedliche Repn.ituietlizii.nzen je naehdein weit lies

du beiden (Rh(plu) bpv )
"

Isomeren verwendet winde In der unleien Tabelle wird zusätzlich noch

ee/ergt. wie che Repn.it tu ubei giosse Di-a m/en von ! eh Ipi Illingen beeinlhisst wud [il ''

"A



1. Einleitung

1.5.2.1.2 Oxidative Schädigung von Guaninbasen in der DNA

Die oxidative Schädigung von DNA durch einen Einelektronentransfer findet bevorzugt

an Guanmen, am häufigsten am 5"-Ende der G-Basen von S'-GGAE-DuhleU-Sequenzen

slatl (Abbildung 16). Berechnungen zeigen, class diese Basen ein besonders niedriges

Oxidalionspotential besitzen.

Abbildung 16 GG-Dubletl-Sequenz im DNA-Strang P' Phosphat.

Barton und Mitarbeiter gelang der Nachweis, dass lichtangeregte Ru(II)-Komplexc in

der Lage sind, mit Hilfe von Singulet-SauerstolT ('(TJ, das zu ihrer Interkalalionsstelle

benachbarte Guanin zu oxidieren (Abbildung 17). Dieses Ergebnis Hess sich auch auf

mit Rh-Linker modifizierte DNA-Strängen, die zwei, an unterschiedlichen Stellen in der

DNA liegende GG-Dubletl-Sequcnzen enthielten, übertragen. Diese wurden mit

kurzwelligem UV-Lichl (313 nm) bestrahlt, um einen Strangbruch direkt an ihrer

Intetkalationsslelle hervorzurulen und um dadurch ihie ungefähre Entfernung vom

T=T-Dimer zu bestimmen. Nach der Analvse wurden die nicht geschädigten Rh-DNA-

Slränge mit längerwelligem LA*-Lichl (365 nm) bestrahlt, die Stränge mil heissem

Piperidin behandelt und mit Hilfe der Gelelektrophorese analysiert.

Es zeigte sich, class beide GG-Dublett-Sequenzen glcichermassen geschädigt wurden,

unabhängig von ihrer Entfernung zum Rh-Interkalator. Kontrollcxperimente deuteten

auch daraufhin, dass der oxidative Elektroncntransfer intermolekular ablaufen mussie.

Auch bei diesen Experimenten zeigte sich, dass eine homogene DNA-Doppelhelix für

den oxidativen Elektroncntransfer in der DNA-Doppelhelix von grössler Wichtigkeit
•

, IHR 1 IS]

ist.
'
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Abbildung 17 Smgulelt Saiieisioll (links» oiler QuenJiei abhangigei (roehis) Reaklionsimx hanismiis.

tier ziii Guanm-Oxidaiion m DN \ DoppeKu<in>Ten mit kovalenl veikniiplten
(Ru(phen)klmb )(Me->dppz>>

'

luhit
' !

Neueste Ai heilen von Bai ton unci Mitaibeilei
'

!, che z L m Gegensatz stehen zu

Aibeiten von Schustei und Mitaibeilei1 M|. zeigen, dass em Naphthalmchimid (NDl)-

Inletkalaloi (mit einem Oxidationspotenlial von I 9 V), nach dci Bestuhlung mit Licht

dci Wellenlänge LSG nm m det läge ist. ein L=T Dimei oxidattv zu icpaneien, und

gleichzeitig Guanine oxidativ schädigen kann Em (Ru(plien)(bpy,)(dppz))1,-i<0mplex

(mit einem Oxidationspotenlial von 16V) ist nicht mein m dei Lage. T=L-Dimeie

oxidattv zu icpaneien - jCeloeh immei noch Guanine zu oxidieien Dieses inteiessante

Eigcbms, das von Schustei und Mitaibeilei M|
angezvveilelt winde, weist daiaul hm,

tlass che positive Lathing m dei DN V nicht uiGsehhessIk h aul Gu.inmbasen lokahsieil

IG



I Einleitung

ist und veifemelle Modelle notwendig sind, um den oxidativcn Elektionentianslei in

DNA bcssei zu bcschieibcn
'

1.5.2.2 Ilopping-MotkTI (hole lioppmç model)

Dei Hopping Mechanismus winde von diese und "Mitaibeilei 1998 voigeschlagen
,P(1J

Ei bei übt cLuaui, class ehe Ladungen in dei DNA zwischen DNA Basen mit ähnlichen

Rcdoxpotentialen tunncln Damit Imelet dei weiticichende Ladungslianspoil duich die

DNA aus melneten hmteiemandeigeschalleten Tunnclpiozcssen ubei klemeie

Distanzen statt Die eizeugte positive Ladung hupft m den DNA von Guanm zu Giianin,

da diese Base das nieditgste Oxidationspotential aflei DNA LLisen aulweisl (Tabelle

l)ll°'' Ic giossei dei Absland zwischen den einzelnen G C Basenpaaien im DNA

Doppelsinnig ist, desto langsamen ist auch dei Lothtianslei dutch den DNA

Basenstapel Aus diesem Gl und kann man den //-Weil nicht m dci uispiunghch

defmiciten Foim (Gleichung (1)) zui Beweitung det Geschwindigkeit beim oxitlativcn

Elektionentiansici heianziehen Giese sehlagt deshalb eine neue Beziehung (2) fui den

Ladungstianspotl dutch DN V voi (Abbildung 18)

Schustei et eil haben diese Experimente, mit einem ubei einen Lmku mit du DNA verbundenem

ynthiat hmondunat n ich restelli wobei hiei die DN \ ebenl.rlls neben GG Dtihlett Sequen/t n auch

UTDinicrc enthielt Hierbei konnten sie keine Repnitui dei 1-1 Dimcie tcstslellen jedoch eine

ovidttive Scliiduuiu clei GG Dublett See|neii/en obwohl d ts Oxid ttionspotential des Vnlhr.it Innon

detiv its mit 2 IS V (1 »belle I) enispu.liend dt i von Binon und Mittibeitei uilgt stellten Ilvpothcse

«inss "einig hu unen oxidtliven Eiektionenii inslei nah auf die r-1 Dimue sein sollte Neuen

\r bei ten von Bunin und Mil nix Hei /eUeii ledoeh el iss d is \nllu it hmondeiiv H zv\ a m Model Istudn n

seine I ahukeil unlei Beweis jeMellt hit I - I Di nie te zu lepineieii elusu Bevuiss ]edoeh in dei DN V

nicht venli/ieil werden konnte Siehe nie h P In m H ippin Modell
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'Radikal

kationldlk

v. Oxid ilion

^
__

^

V

N

t leküouui ^^

\bhilriting 18 Oxidation eines Gu uiosms und ansehhcssendei Flcktronentianstei /u einei GG Dublett

Se(]iien/ che als falle (Lokahsiei mg ) lui dis Radik ilkuron dient

Im Gegensatz zu Gleichung (1) lesultieit aus dci neuen Beziehung eine schwachcic

EAistanz-Abhangigkeit dei lelativen Gesehw mdigkeitskonslanlen À In Beziehung (2) ist

//cm Piopotlionalifalslaktoi, dei im einlac listen Lall bei zwei liegen sollte und N ist ehe

Zahl det llopping-Schnlte. ehe das Radikalkation m dei DNA zmucklegen muss, um zu

seinem nächsten Aufcnthaltsoil zu kommen
' '

J

In k a- //hi A' (2)

Diese Vnnahmcn weiden duich mehieie expenmentelle Unleisucliungcn gestutzt1
^
Die Expciimente basieien auf einem Vssav bei dem em 1 Ac) Inucleotid m eine

doppelstiangigc DN V eingebaut wud Nach emei Besliahlung findet eine Nonish Eyp

I-Spaltung und eine anschliessende Heteiohsc stall Ilieibei entsteht zunächst das

Kohicnhvtltat Radikaikation das ehe positive 1 atlung aul cm bcnaehbaites G des ^P

maikieilen Gcgenstninges odei des gleichen Stianges ubeitiagt ( Vbbildung 19 und

Abbildung 20) Von liiei aus wanden che positive 1 adung duich die DNA ubei che

Nucleotitlpaate (Abbildung 20) hinweg bis sie von emei GGG Tiiplclt Sequenz

uievetsibcl emgefangen wiul

P
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Abbildung 10 Photolytische Entstehung des Raclikalk.ations. die darauffolgende heterolytische Spaltung
die zum Strangbruch innerhalb des DNA-Stranges fiilin und der anschliessende Elektronentransfer clurcl'

DNA. Dieser Assay wird für die Seiten-selektive Ladungsinjektion in eine einzelne G-Bn.se benutzt.

^

viz GH'
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Abbildung 20 Ladungsinjektion in eine einzelne G-Base. Laclungstransport zum komplementären,
radioaktiv makierten Gegenslrang und Laclungstransport vom auf diese Weise erzeugten G'+ zu einem

GGG-Tripletl-Sequenz. Dieser Assay wird benutzt, um die relativen Raten und die Effizienz des

Ladungstransports durch DNA zu bestimmen.'1"1

Dieser Ladungstransfer konkurriert auch mit der Abiangreaktion des Radikaikations G'
+

durch Wasser was zu einem geschädigten 8-oxodG in der entsprechenden Position

führt, an der sich die DNA bei der anschliessenden Behandlung mit: Piperidin spaltet

(Schema 3).
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Gicse und Mitaibeilei
|P'' konnten nachweisen, class dei Lochtianslci vom G

+

zu emei

GGG-Sequenz ttbei em odci mehieie AT~Basenpaaie wandern kann I bei bei nimmt che

Geschwindigkeit des Elektionentiansleis mit jedem dazwischen liegenden AT

Basenpaai um eine Giossenoidnung ab ( Vbbildung 21) Diese staike Distanz-

abhangigkeit luhit zu einem ß Weit von 0 NO I V
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Abbildung 21 Relative G^se hw indukeiist nen i ) und i llizieiizeit G) des Ladungsti rnspoitpiozesses

(über einen I loppina Mu h iiimuim von einem G /u einei GGG Scqueii/ m einem DNA

Doppe Ell IIA
'' '

Winde |cdoch das zweite odei diilte von v ici dazwischenliegenden AT Basenpaaien

clinch ein GG Basenpaai ei setzt, nahm che Rate des Eochltansleis vom G
4

zu emei

GGG Sequenz um zwei Giossenoidnungen zu Neueie Expenmenle mit langen DNA-

Doppelstiungen (10 49 meie) die abwechselnd VI Rasenjiaate zwischen den

einzelnen G Basen haben bestätigen diese Vibeit (Abbildung 22)
'' !1

Setzt man ehe eihaltenen Eigebnisse Im den oxidativen Flektionenttanslct Im diese

Stiange m Beziehung (2) im so eigibt sich Im che einzelnen lluplschnlte (N - 1-4),

indem man hUK| gegen In \ auitiagt em // Weil von 1 /+0 2 Dieses Eigebtns bestätigt

} l



1. Einleitung

einen postulierten Lochtransfer über 10, 20 und 40 Â, der durch das ITopping-Modell

sehr gut beschrieben werden kann. Setz! man dagegen die gleichen Ergebnisse in

Gleichung ( I ) ein, so erhält man einen /E-Wert von 0.07. der fälschlicherweise einen

Superauslausch-Mechanismus suggerieren könnte, bei dem die Distanzabhängigkeit fin¬

den Lochtransfer sehr gering wäre. Dass ein solcher Supereraustausch unwahrscheinlich

ist, sieht man in Abbildung 22 :

G * ~C

\ G-À C

T 1 Â
C à G

A y
' j

ta iir C

çT G
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bA A Tf.A

i
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Âjflt

1 '»G-llC
I j L 1

&

t ! 3
-s

'0 ?o o,i

Abbildung 22 Eadungstransfei (angezeigt ckiioh Pteile) von G
h

zu einer GGG-Sequenz in

unterschiedlichen Doppelsinnigen

Im rechten Doppclstrang wird che Ladung über 54 A transportiert, jedoch ist die

Geschwindigkeit des Elektronentranslers in diesem Strang ca. 20 mal effizienter (c) als

im linken Strang, obwohl hier nur eine Distanz von 17 À überwunden werden muss.

Legt man für diese Experimente das Hopping-Model zugrunde, ist der

gcschwindigkeitsbeslimmentle Schritt beim linken Strang der Tunnel-Prozess über vier

AT-Basenpaare.
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1. Einleitung

1,5.2.3 Polaron-Hopping-Moclcll (polaron hopping model)

Schuster und Mitarbeiter schlagen als Mechanismus für den Laclungstransport in DNA

ein Phononen (thermische Aktivierung) unterstütztes Polaron-Hopping-Modell

vor.1'" '-'"'"'-s| Sie glauben, class fur den Ladungstransport in DNA eine strukturelle

Verzerrung tier DNA (= Polaron) im Superaustausch- und Hopping-Syslcm notwendig

ist. Die DN.A ist sehr dynamisch: Zucker und Basen bewegen sich in Perioden tlie

kürzer als 30 ps sind.1'291 Wird durch innere oder äussere Einflüsse eine Ladung in der

DNA induziert, führt dies zu einer geringfügigen Änderung der Struktur innerhalb der

DNA. Das Radikalkation wird durch Delokaiisierung seiner Ladung auf die

benachbarten Basen stabilisiert. In diesem Fall stellt ein Polaron eine strukturelle

Verzerrung dar. die durch die Stabilisierung eines Radtkalkations in der DNA-Doppel-

helix durch seine unmittelbare Umgebung hervorgerufen wird (Abbildung 23). Die

Bewegung des Polarons durch die DNA wäre ein möglicher Mechanismus, der einen

weitläufigen Kationentransport durch die DNA erklären vvürtle. Die Bewegung des

Polarons in der DNA wird durch thermische Aktivierung (Phononen) ausgelöst, die

bewirkt, dass die Basenpaare neben und in der näheren Lhngebung der strukturellen

Verzerrung des Polarons das Polaron entweder vei lassen oder aber sich ihm

anschliessend

Schuster und Mitarbeiter vermuten, dass die Grösse ties Sprungs eines Polarons durch

die Anzahl der Basen, ehe Ihr che Minimierung tier Änderung der freien Energie

erfordeilich sind, bestimmt wird, Das Phononen-unlerstiitzle Polaron-Efopjiing-Modell

stellt damit eine VeiTcinctung des von Giese vorgeschlagenen 1 lopping-Modells dar.

Diese Annahmen werden durch exp>erimeme!!e Ergebnisse aus den Grupj)cn von

Schuster und Giese gestützt.
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Abbildung 23 Sehennlisehe Darslellung von DN \ in dei die vertikalen 1 mien che Basenpaaie und che

hoi izontalen Linien das 7uekei Phosphatiuckgiat dei D\ \ symbolisieren Die obeie Stiuktui zeigl ein

ISmei bei deinem enthaltenes R ulikalkalron ubei sieben Risenpaaie delokilisierl und somit stabilisiert

vvrid (= pokuon hkt distoiiion) Dis Polaron kann int unterse hredlie he Weise aulgehoben werden a)

durch Brltlun» eines Doppelsinniges (k ) IG durch Reiktionen die zum Siiangbiuch luhren (k,), e) duich

Phononen unleistutzte Wände iiuu (kp \K Beispiel lui e» ist im unteren Doppelstrang ein vier Basen

Tluplpiozess d n gestellt tv i dem d.u Polaron ubei drei B isenpiaie des 1 Sinei s si a bi listen ist
|PS|

Schustei und Mitaibeilei benutzen cm Anthiachmon als Elcktionenakzcmtoi, den

entwedei ubei eine Base in den DN V Doppelstiang mteikahcit (Abbildung 24) odei

übet einen flexiblen Lmkei Lovaient mu dei DN V veibtmdcn ist Das angelegte

Anthiachmon ist m dei Lage, entwedei em VV assetstoilalom von cinei Desovvithose zu

abstiahieien odci eine Base zu oxitheien und sonnt das Anthiachmoiuaehkalanion

(AQ ) und das Baseniachkalkation (Bll A zu bilden
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Abbildung 24 Ssnthcse des mit Antliraehinon (AQ) moditizierten Base und ihre angenomine Lage m der

DNA, basieiend aul NMR-Spcklroskopie
!2/|

Schuster und Mitarbeiter haben eine Reihe von Ohgonueleotiden, die über ein an ein

LJridinderivat geknüpftes Anthrachinonderv iat verfügen, synthetisiert, um die

Wanderung und Reaktion von Radikalkattonen in DNA-Doppel- und Einzelsträngen zu

untersuchen. Es wurden komplementäre DNA-Doppelstränge mil unterschiedlichen

Sequenzen synthetisiert. Die zum Anthrachmon enthaltenden DNA-Strang

komplementären Stränge wurden so gewählt, class die GG-Duble(t-Sequenzen in

symmetrischen Abständen zum Anthrachmon eingebaut sind. Diese stellen auf Grund

ihres niedrigen Oxidationspotentials ("Labelle 1) eine ..Falle"' für die generierten

Radikalkationen dar. Regt man das Anthrachmon in diesen Ohgonueleotiden mit Licht

von 350 nm Wellenlänge an. wird ein Rachkaikation in die DNA-Doppelhelix injiziert.

Die anschliessende Behandlung der Stränge mit Piperidin oder Formamidopyrimidin-

glycosylase resultierte in Strangbrüchen, die mittels Polyacrylamid-Gclelektrophorese

und Autoradiographic delektiert und analysiert wurden. Diese Resultate zeigen, dass das

Radikalkation durch den DNA-Doppelstrang wandert und alle GG-Dublelt-Scqucnzen

mehr oder vv eiliger gleiehmässig geschädigt werden (Abbildung 25).

}S
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Abbildung 2S" Sehern ttrsehe DnstelluiA dei Sp tltuiAsetlizionz von Vnlhi ichinon entli iltenden DNA

Doppelsii insien bei dei Bestr ihluru bel GO nm Q steht tin eine mit \nthiat limon modihzicrtc B rsc und

S steht lui em S ovodG Die L m eeleiPleik jibt die tehuve Spiltunash iiiligkeil lui che jeweiligen GG

Dublett Sequenzen m tn diesem Beispiel beim len sieh ehe GG Dubletl Sequenzen im Gcicnsti tn T zum

Vnlhi »ehinon
'' [

Ei setzt man jedoch ehe GG Dubletl Sequenzen duich em 8 oxodG an untetschieelliclien

Stellen im DNA Stiang wud daduich nochmals das Oxidationspotenlial dei „Lalle"

hetab gesetzt und es Imclet bevotzugl em Stiangbiuch an dei Steile des 8 oxodG statt

(Abbildung 2s) Dies ist |edoch nm dann dei Lall wenn das Radikalkation duich odei

ubei das 8 oxodG wandeln muss um zu emei weiteten GG Dublett Sequenzen zu

kommen Das bedeutet wenn sich alle GG Dublett Sequenzen m einem Stiang

befinden, und das 8 oxodG im komplementaien Gegenstiang eingebaut winde, ist ehe

Spallungscllizienz den GG Dublett Sequenzen nicht mein von dei läge des 8 oxodG

abhangig (Abbildung 26) Ls Imclet ubeiiaschendeiweise auch kenn Stiangbiuch mein

an einem h oxodG statt obwohl dieses das niediigste Oxidationspotenlial besitzt Das

Raehkalkation scheint m diesem 1 all nicht aul den Gegenstiain1 zu wechseln

A)
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Vbbilclun» 26 Sehcm ilisdie Dnstellun dei Spiltun selli/ieiiz von Vnllu it limon entlnltc ndc n DN V

Doppclstr m en bei der Besti ihluu bel ni) nm Wellenluue Q sieht lui une mit Vnthnchrnon

mochlizieile Bise und S steht lui ein S o\ idG Die I m e dei Plerle nbl die rehtivc Sp rltun TshuilrJvcit

lui die lewcih e GG Dublelt Sequenzen m In diesem Beispiel beiluden sich die GG Dublelt Sequenzen
im deichen DN V Sinn wie dis \nthiiehinon Dis S -ixodG belineEt sich ledoeh im komplement nen

c. 11 7|
Sil mg

Schustei und Mitaibutet konnten auch zeigen diss das Raehkalkation duich einen

DNA Doppelsii an" m einen übet läppenden DNA Lmzelstiang vvandetn kann Die

Spaltungsellizicnz in diesen Lallen hing jedoch seht staik davon abhangig ob eine GG

Dubletl Sequenz gleich im Vnschluss an den DNA Doppelsttang voihanden wai exlci

nicht Nut im eisteten Lall winde eine cltiziente Spaltung dci GGDubkll Sequenzen

und somit eine Wandetinig des R idik ilk itions m tien Einzclsti mg beobtehtet
51

Diesci lianspoit vvnd im Moment noch chskutieit ist jedoch nach Schustei und

Mitaibeilei aul eine Faltung des DNA Emzelsttanges und einen duckten Kontakt des

sich im Lmzelstiang befindlichen GG Duplets nul dem Doppelsttaim zuiuikzuluhien

Die neuesten Expciimentc von Se hustet und Mitubeitet geben Anlass zu

Spekulationen im Rcieieh des oxiclinven 1 lektionenti insleis dei zui oxidativen

Repitattu von I-TDmieieii tuhit Ei behauptet class lis s\n Thxminchnicie nicht

duich einen Radikalkatioiic im mspoit m dei DNA Doppelhelix lepaiieil weiden

können Li stutzt diese Behauptung tu! Lxpeiimenic m denen ei eine Sene von DN V

Oligomeien the sowohl einen Vnthi ichuionlinkei tls inch cm as smi 111) mm Dnnet



1 Lmleilung

und eine GG Dublett Sequenz an unletschiedhchen Stellen einhalten untetsucht hat

Nach tlei Bestuhlung seinci Stiange konnte et zvvai eine DNA Spaltung an den

spezilisehen GG Dublett Sequenzen leststellen jedoch ehe von Bai ton und

Mitaibeitei1'"1 piopagieite Repaiatui dei Dimei Sehaden ehe 40 mal clliztentci als che

Schädigung an GG Dublett Sequenzen sein soll konnte jedoch nicht nachgewiesen

weiden (Abbildung 27)

AQ DNV(1)

1 I DNA(2)

1 >I Ï)N\(V)

S \Q V \ \ ( u r 1 (T \ \ G 1 t G t C O i T G \ 1 G i

1 1 I 0 ( \ V c T T e. a a e g Gs e \ v < i a t, s

1 1 1 1 ü ( A a c tot C V \ t G Gj ( A A t I \ u <;

AQ 1>N V(4)

1 I I)NA(S)

1^-1 I1NM6.)

1 AQ ( 1 1 I u c c G I 1 e a \ c, r î Cj e r c, I I c 3

t. V A \ C e» G, e V A Cl 1 C \ A e G G2 c \ X G s

3 c. A \ \ C G G, e A V C Toi C V V G G G, G A V t, s

\Q DNAC")

TT-DN<v(8)

i -»r dn\(i)

5 AQ V t G r \ 1 C V V ( I G G C G 1 j

3 I G c \ i V C T T G V t G Gj e \ 1

3 I t) t \ t \ G ioT G \ C iî Gj C A V

V-tnd

\H(cHAro,-~o—, yaSe

o—(Oligomer i )

\Q I)N\

I I-Dimei

Vbbilduiig 27 Slruktuien von DN V Doppelst! m en die em ubt i einen I inker iiueiktlieites

\nlhr lelunondeiiv il (AQD\V) und ein as s\ ? I hvmiiieliuiei m iinleischicclhche n Positronen

enth then
l !

Bei einem Vei gleich dei Oxidatiotispotenttalc eki von beiden Giuppen vci wendeten

Inteikalatoien (Baiton Rh(phiubpx) 1 lb V Schustei Anthiachmon, 2 18 V

Tabelle 1) miissten theoietisJi beide m dei Lage sein das 1-1 Dimei oxidativ zu

spalten In diesei Vibeil fehlt jcdoeh dei Nachweis, class das Anthiachinondciival

ubeihaiipt in dei Lage ist ein T-T Dimei zu spilten

11



I. Einleitung

1.5.2.4 Weitere Arbeiten über den oxidaüven Elektroncntransfer in DNA

Es gibt noch wehere Gruppen, che sich mit dem oxidativen Elektronentransfcr in der

DNA beschäftigen:

Eine der ersten Gruppen, die sich 199-1 auf dieses neue Gebiet wagten, waren Brun und

Harrimann, die transiente Absorptionstechniken für die Messung des Elektronen-

i

transfers von angeregten Ethiditimbromid (EB ) und Acridinorange (AO) zu NM'-

1- o MIN

Dimethyl-2.7-dia7.apyreniuiu (DAP ) über eine Distanz von ca. 17 A nutzten. Sie

6-1 7 -1 > -1

ermittelten Elektronentranslerralen von 2.5-10 s und 1.3-10 s mit ß- 0.9 A .Das

Problem dieser beiden Arbeiten war. class der L) A-Abstand sowie die Bindung von

Donor und Akzeptor an die DNA. nicht genau festgelegt werden konnte. Diese

LInsicheiheit machte es schwierig, die exakten Daten für die Elcktronentransfer-

parameler zu ermitteln.

A

1995 synthetisierten Meacle und Kavvem eine DNA mit einem [Ru(N[i^)4[!y| im

angeregten Zustand als Donor und |Ru(bp\ i,hn| als Akzeptor, der kovalent an das 5'-

Ende der DNA gebunden v\ar.|1,_' Die Elektronentransfcrrale aus der iransicntcn

Absorptionsspektroskopie ergab 1.6-10 s Ihr einen Metall-Metall Abstand von ca.

- -i

21 A und einem ß - 1.0 A
.
Zu diesem Modell gibt es noch keine dislanzabhängige

Experimente. 1997 berichteten Lewis und Wasielevvski von der ersten systematischen

distanzabhängigen Untersuchung an DNA mit Donor und Akzeptor an fixierten und

bekannten Positionen.'1^' Sie untersuchten die Oxidation einer einzelnen Guaninbase in

einer AT hairpin-Sequtnz. Die Oxidation wurde durch ein lichtangcrcgtcs Stuben

eingeleitet, das sich in der Schleife befand. In den späteren Untersuchungen wurtlc der

Abstand der G-C-Basen im Hinblick auf das Stilben-Derivat variiert. Man erhielt einen

, -i

//-Wert von 0.7 A
.
Neuere Arbeiten von Lewis und Wasielevvski bestätigen diese

Ergebnisse.1 rvMV1

Von besonderem Interesse im Hinblick auf diese Arbeit sind the Arbeiten von Saito und

Mitarbeiter1 '\ der tien oxidativen Elektroncntransfer in DNA mit Hilfe von

L2



Miileitung

Ribollavm piaLlisch unci fheoietisch imleistichte Diese Aibeilen zeigen, dass

katalylische Mengen an heicm Ribollavm m dei Lage sind, clinch emeu

Emclektionentianslet che DN V oxidativ zu schädigen Die Schädigung tntt, wie bei den

zuvoi besptochenen Metallmteikalatoicn odei Akzeptoten, bcvoizugt beim s Guamn

emei 5' GG V Sequenz aul tla diese Stellen bcsontleis basenlabil sind und leicht mit

Pipciidm gespalten weiden können Vis Ilaiiptpiodukt dei Spaltung wud

ubeiiaschendeiweise m diesem Lall nicht 8-oxodG lsoheit, sondern 2,2

Diammooxazolon (elZ) untEodei 2 Aminoimidazolon (dlz) (Abbildung 28)
'" 4|

HO.
0:

\x
OH

8-oxodG

O

A
NH

N' NH2
HO-

NH,

clZ

Abbildung 28 Die h ml Ästen in dei DN V vorkomme nden nid itnen Seil lden

Llbet den photomduzictten Stiangbiuch von Oligonucleotide!! duieh Flavine odei

Isoalloxazme gibt es noch weitete \iheilen
u '[ '

Aulgiund se mes hohen Oxiclalioiisjiotentials sollte das Ribollav in aut h m den Lage sein

cm im DN A Stiang voihandenes 1 = 1 Dimei oxidativ zu icpaneien Dies konnte jedoch

bei unseien Expeiimenten auch bei einen laiigeien Bestiahlung dci DNA Piobe, che em

T=I Dimei und im selben Stiang auch em Ribollavm enthalt nichL beobachtet

weiden

Viheilen von Culhs ( a' undiieu ie Xiheiiuiv n Schiisui r / /ei en clissiueht »lleoxidiliv

jesc h ich aen Su 1k n selel u\ mit lu issein Pipeiidm e^p dien weiden können

n



I. Einleitung

1.5.3 Rcduktiver Elektronentransfer

Der redtiktive Elektroncntransfer in DNA ist noch weitgehend unerforscht. Meines

Wissens nach enthält die hier vorliegende Albeit die ersten Untersuchungen, wie ein

Elektron durch ein künstliches Donor-Nucleotick das als „normale** Base Lovaient in die

DNA eingebaut wurde, in die DNA injizieit wird.

Nach Giese und Mitarbeiter, findet der reduktive Elektroncntransfer in DNA ähnlich

dem oxidativcn llopping-Mechanismus statt, mit der Ausnahme, class die negative

Ladung jetzl durch Reduktion der Basen Tin min (T) und Cytosin (C) weilcrgeleitet

wird, da diese die am wenigsten negativen Reduktionspolenliale aufweisen (Tabelle

I)."2"

Sleenken und Mitarbeiter glauben, dass die Wanderung von Elektronen durch che DNA,

wie es beim reduktiven Elektroncntransfer der Fall ist. nur über kürzere Distanzen, im

Vergleich zum oxidativcn Elektronentransfer möglich ist. Diesen Unterschied erklärt er

mit der wahrscheinlich grosseren Tendenz der Radikalanionen, irreversibel von Wasser

protoniert zu werden. Die Deprotonierung der Radikalkattonen sollte im Vergleich

langsamer ablaufen.' "S1 Sleenken und Mitarbeiter haben schon Anfang der 90iger Jahre

die Einelektronen-Recltikttons|votentiale von Pyrimidmbasen, -nttcleosiden und

-nucleoliden in vvässriger Lösung im Hinblick auf mögliche Konsequenzen für die DNA

Rcdoxehcmie untersucht. Hieibei haben sie herausgefunden, dass normalerweise das

Elektron, beim reduktiven Elektroneniiansfei, aufgrund des niecliigcren Rcdukttons-

potentials des Cytosins (Tabelle I ) eine grössere Chance hat auf dieser Base lokalisiert

zu sein als auf einem Tin mm. Dies konnte auch bei liefen Temperaturen (77 K)

bewiesen werden. Jedoch spielen in der DNA noch viele weitere Faktoren eine Rolle

und deshalb ist es möglich, dass das entstehende Radikalanion am Ende auf einem

Thymin lokalisiert sein wird, wo es irreversibel von einem Proton am C(6) protoniert

wird (Schema 4).nN' Dabei entsteht ein Schaden, wie er auch nach der Bestrahlung von

DNA bei Raumtemperatur mit y Strahlen beobachtet wird.

El



I Einleitung

t H iiteveisibel

langsam

Schema 4 1 hy mini idik il mini und die lin s une îiieUisihL Re iklion die zm Eiotonieiun^ un C(0) des

1 hymin iulirt

Eine weiteie Aibett besehteibt den Einbiu eines I etiathtalulvalendeiivats (9) als

Niicleosid m einen RN V Stiang (Abbildung 29) Wciteic Messungen ubei die

Paanmgseigenschaftcn sowie das Redoxpotential diesen Base stehen jedoch noch

aus
' '

HN

O

R

Abbildimg 29 Teti Uhr il üb il ndeiivn ils B irrstem fui R\ V

Fui einen weiteten Ubeibhck ubei den oxichtiven und iccluktiven Elektionentiansici in

DNA sind lolgcnde Ubeisichtsaitikt 1 odei kontinentale zu empfehlen
,S7S) 1()1 Pl n;

1 is MS ls I

A



2 Aiilgabcnslellung

2 A UFGABENeSTELl ,IJNG

In dei Fmleilung wuicle aulgezeigt welche wichtige Aulgabe DNA als

hiloimationstiagei m allen lebenden Oiganismen zukommt Vus diesem Gtund ist es

essentiell class entstandene Sthatlen in dei DN V che zu emei Schädigung des Eibguts

luhien können, soloit duich ehe aufgezeigten Repaiatuimechanismen behoben weiden

Flavine spielen bei diesei Repaiatui m cnnigen Fallen eine wichtige Schlussehollc Bei

dei DNA Photolyase geht dei Im che Repaiatui entscheidende Elcklionentianslei von

einem Flavm aus, das als iccloxaktives Goenzvm im Inneten des Enzyms voikommt

Bishei konnte zwai dei Mechanismus, dei zui Repaiatui von EIV meluzicitcn T~=T~

Dimcien m dei DNA lulut aulgeklait weiden, jedoch blieb dei eigentliche

Ubetltagungsschittt des Elektions vom Flavm aul das T=T Dimei weitcihm

Spekulation Viele Wissensehaltei Iiagten sieh, ob che DNA vielleicht m dei Lage ist

einen solchen tedtikttven Elcklionentianslei zu unteistutzen Im Falle des oxidativen

Elcklionentianslets duich DN V ist seit einigen Iahten beieits eine Diskussion im

Gange wie Kationen duich che DN V Uanspoiiieit weiden Em ehe „Wandeiung" von

Amonen entlang dei DNA gibt es bis jetzt 11111 sein wenige Unteisuehimgen bzw

Bei ech nun gen

In diesei Vibeil sollte unteisucht weiden wie Elav m Coenzyme 111 DN V

Repaiatiiienzymen ai hei ten und ob sie ak katalv tisch aktive Basen m DNA lungieien

können Aus diesem Gnmcl winden ehe lolgenden Punkte am Vnlang diesei Atbeit als

Ziele teslgclegt

• Synthese von verschiedenen Flavm ß D nbosiclen und ihiei oftenkeltigen Analoga

Im die Lnlcistiehung det katalvtisehen I tgenschalten und meht-kovalenien

Weehselw ttkungen des Elav m Coenzvms in Ohgonue leotiden

* Die Elavm CoenzMiibatisieme sollten aus einet Ztiekeicnnheit che nut einem

Flavmheteiozyklus ubei das N(10) veiknuplt ist bestehen Hicnbei stellte die

Kontiolle tlei konstiitiiion ties Ziieken ingcs dei konligutation am anomeien

iß



2. Aufgabenstellung

Zentrum, sowie der Konformalion der Base besondere Herausforderungen dar. Für

den Einbau solcher Basen in Oligonucleotide ist es wichtig, class die Konfiguration

am animieren Zentrum des Zuckers ß'wl und dass clic Base in der an//-Konformation

vorliegt. Dies sind Voraussetzungen, damit das Flavin als künstliche Nucleobasc in

den Basenstapel der DNA-Doppelhehv integriert werden kann und über n-n-

Stapelvvirkttngen und Wasserstoffbriickenbindungcn aktiv die DNA-Doppelhelix

stabilisiert.

• Die Elavinriboside sollten, soweit sie sich für den Einbau in Oligonucleotide eignen,

in DNA. bzw. RNA eingebaut werden. Da Flavinnucleoside nur als EI--

Phosphonatbauslcinc erhalten werden können, war hierfür die Entwicklung eines

neuartigen Syniheseprotokolls für die masehinenimtcrstützte Synthese von DNA

Strängen mit Hilfe der Kombination von H-Phosphonat- und Phosphoramidil-

Chemie an der festen Phase notwendig.

» Die Eigenschaften der Flav in-Coenzvme im DNA-Basenslapel sollten mit Hilfe von

Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen untersucht werden.

» Durch Einbau eines f=T-Dimers (UV-induziertcr DNA-Schaden) in der

unmittelbaren! Nähe ties Flav in-Coenzymbaustcins im DNA-Strang sohle der

reduktive Elektroncntransfer vom Flav m-Coenzym zum Schaden durch DNA

untersucht werden. Gleichzeitig sollten Erkenntnisse gewonnen werden, ob solche

Coenzym-modifizierten Oligonucleotide Selbstrcparalureigenschaften aufweisen.

47



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

3 Synthese von Riboftavinnucleottden und ihr Einbau

in DNA

3.1 Einleitung

Coenzyme sind kleine organische Moleküle, die chemische Reaktionen in der aktivem

Tasche von bestimmten Enzymen kaiaivsieren. Llierbci bemflusst die Proteinumgebung

die Lalalytischen Eigenschaften des Coenzvms durch spezifische Wasscrstoffbrückcn-

bindungen, durch k-k-Stapel- und durch elektrostatischen Wechselwirkungen.

Diese nicht-kovalenten Wechselwirkungen bewerkstelligen die Feinabstimmung der

chemischen Reaktivität der Coenzyme und ermöglichen somit die Katalyse von

spezifischen biochemischen Reaktionen. Redox-Coenzyme wie z. B. FAD benötigen

die Regulierung des Redoxpotentials, das zwischen den einzelnen Flavoprotemen um

mehrere hundert Millivolt variieren kann.1
"N~ ,l01

In diesen Fällen moduliert die

Proteinumgebung die katalytischen Eigenschaften der eingebetteten Coenzyme.

Durch die rasante Entwicklung im Bereich der Biotechnologie und das immer grösser

werdende Interesse an der Entwicklung neuartiger Biokatalysatoren basierend auf

Oligonucleotid-Struktiiren. ist der Einbau von Coenzymcn in DNA oder RNA von

besonderer Bedeutung.l'M "^ In einer seriellen Oligonucleotid-Urngcbung sind die

spezifischen Wasserstoffbruckenbincltmgen und die ^-Wechselwirkungen zu den

umliegenden Nucleobascn im Oligonucleotid für ehe katalytischen Eigenschaften

ausschlaggebend. Wenn das Coenzym in der Lage ist, als informationstragende

Nucleobase im OligonucleoticEBasenstapel mitzuwirken, könnten seine Eigenschaften

durch eine geeignete Wahl der Gegenbase programmiert werden.'16'" 161'
Das Potential,

die Eigenschaften (z. B. Redoxeigenschafien) von Coenzvmen. wie LAD in DNA oder

RNA zu regulieren, ist der Ausgangspunkt fur die Entwicklung von bioanalytischen

Bauteilen.11041

4s:



3 Synthese von Ribollavinnucleosiden und ihi Einbau in DNA

Das FAD Redoxenzym besitzt als zcntiale Einheit einen Ribollavm Baustein

(Abbildung 30) Dieses Ribollavm (4) besitzt das Wasseistoll Rindungsmotiv ADA,

ähnlich wie che natuihthen DNA und RN V Basen Thxmidin und Uiidm an dei

„Watson Click Seite dei Flavm Base Ancien man jedoch den Redox Zustand des

Flavins (leduzieites loim) beemlliisst man daduich das Wasseistoll Bindungsmotiv

dci
, Eloogsleen Seite des Elav mhetetoeve lus hietbei ancien sich das EI Btuckenmoltv

von AA zu DA ( Vblnldimg AN

OH

HO.

'ï

H,
0o9steer

OH

"OH

N. O

NH

O

A

1

Se/tp,

,8)
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HO.
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"Oll

N.

N

°NS 0

Il ^

|] 1

H 0

D A

A

D

Abbildung 30 Wisscisloll Rindtin *smoti\ des Riboll iv ms 4 im ovidieilen und teduzicitem Zustand A

Wasseistoll Akzeptor 1) W isseisioll Don »r Delinrlion del floods een und dei Wilson Ci lek Seite des

Fl tvinhelcioevelus

Paait man the lloogsteen Seite des Moleküls mit veischieden Basen eigibt sich

daduich eine v lelveispicehendc Möglichkeit che Redox und Fluotcszenz

Eigenschaften des Flav m Coenzvms zu vameien
|( ) 16s k

3.2 Synthese von Rihoflavinnncleotidcn

Um einen Embau von Elav m Ntieleosiden m DNA zu eimoglichcn winde em

bcnzyhden geschutztei Ribollav m Baustein (10) entwoilcn In diesem Molekül

stabtlisicit em 2 l ubeibiiit kentles Benzvlideii the ansonsten sein flexible Ribitvlkelte

des Ribollav ms (4) ( Vbbildune 11 i

E)



3. Synthese von Ribollavinnuclcosidcn und ihr Einbau in DNA

"O-R
R = DNA Strang

O-R

Abbildung 31 7ielverbindunaen 4 und 10 in einem DN-\-StraiiA

Die grosse Herausforderung war hierbei das für den Einbau und die Stabilität der DNA-

Doppelhehx günstigste Diastereoisomer auszusuchen. Mil Elilfe von

Computersimulalioncn (.Abbildung 32) wurde herausgefunden, dass das

Diastereoisomer, bei dem alle grossen Substituenlen am 1,3-Dioxanring äquatorial

stehen, die Flavin-Base dazu bringt, mit der Lloogsteen-Seitc zur Achse der DNA-

Doppelhelix zu zeigen.'1'171 Der Phenvlring in diesem Diastereoisomer, das alle grossen

Substilucnten in der äquatorialen Lage aufweist, zeigt vom Oligonucleotid weg und

vermeidet dadurch slcrische Störungen der Basen-Paarungseigensehaftcn des

Flavinnbosids in der DN/V-Doppelhelix. Spaltung der Benzyliden-Schulzgruppe erlaubt

die Synthese von Riboflavin (Vitamm-B?) enthaltenden Ohgonueleotiden.

sn



^ Synthese von Ribollavinniicleosiden und ihi Einbau m DNA

\bbildum> 32 Motlellsiudie eines DN V Strandes mit 1 1 ivm Coen/v m 10 {McuioMocIA, Anibci

kiajtlclcl) nut und ohne 1 = 1 Dimer Das I In m mteikiheit in du DN \ Doppelhehx und kann im kille

eines genenubeiliegenden Ihvmnis sogar Wasseistolthuie kenbnielungen eingehen Die Beii/)liden

St hui/gi uppe von 10 /eigi dure h ihre aqmtoiiale Stellung von der Helixaehse weg

Ausgangspicxlukl lui ehe Svnthese (Schema "A dei beiden Diasteieensomcien 10 und 11

wai das kommeiziell eihaltltche Ribollavm (4) Die Bcnzxlidcn Schutzgiuppc ist claim

bekannt class sie bevoizugt Sechs-Ring Svsteme bildet Aus diesem Giund schien sie

Im ehe lolgenden Svnlhesen am Besten geeignet zu sein Mit tin sollte es möglich sein,

am Ribollavm jeweils die lA-standigen OH-Gitippen zu sehutzen, so class nm dtei

mögliche Moleküle deiiLbai sind ( Vbhilclung Og

s



3. Synthese von Riboflavinnucicosidcn und ihr Einbau in DNA

OOO

Diastereomere 10 und 11 13 12

Abbildung 33 Mögliche 1,3-slandige Veiknüpl'ungen des Ribollav ms mit Benzaldeh^d.

Zur Synthese von 11 wurde Riboflavin 4 unter Inertgas in DAIF suspendiert und mit

einem grossen Überschuss (> 10 äquivO von PhCH(0Me)i und Caniphersiilfonsäurc

(CSA) am Rotationsverdampfer über Nacht unter vermindertem Druck und bei leicht

erhöhter Temperatur umgesetzt. Durch das somit kontinuierliche Entfernen des

entstehenden Methanols aus dem Reaklionsgemkeh gelang es das schwerlösliche

Riboflavin in sehr guten Ausbeuten von 90 A zu acetahsieren. Man erhielt J2 als eine

Mischung aus zwei Diastereoisomeren, die nicht saulenchromatographisch getrennt

werden konnten. Aus diesem Grund wurde auf eine nähere NMR-Untersuchung der

Diastereoisomeren verzichtet und das Gemisch mit einer Mischung aus

Ameiscnsatire/EssigsäureAV asser selektiv am 2\5'-011 dei Ribitylketle entschützt

(Schema 5). Man ethielt das einfach geschützte Riboflavin II nach säulenehromato

graphischer Reinigung diastercoisomeieurem.
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3 Sxnthese von Ribollavmnueleosiden und ihi Einbau in DNA

O
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H
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H
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Xx\
oX

Mon
OH
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1) PCI3 DIEA, îetrazol
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v Synthese von Riboflavininicleosidcn und ihr Einbau in DNA

Für die Synthese von 10 wurde das Riboflavin 4, entsprechend der vorher

beschriebenen Synthese von 11, mit nur einem Äquivalent an PhCEI(OMe)2 umgesetzt.

Nach Beendigung der Reaktion konnten vier verschiedene Produkte isoliert werden. Als

Hauptprodukl konnte das Eclukt wieder zurückgewonnen werden, das sich aufgrund

seiner schlechten Löslichkeit nur teilweise umgesetzt hatte; es konnte durch Filtration

der Reaktionslösung fast vollständig entfernt werden. Bei den verbliebenen drei

Verbindungen handelte es sich um die doppeltgeschützte Verbindung 12, die nur in

kleinen Mengen anfiel und durch ihr apolares Laufverhallen sehr gut säulenchromato-

graphisch abgetrennt werden konnte, sowie die beiden einfach geschützten

Konslitulionsisomcren 10 und 13, che ebenfalls mittels Säulenchromalographic getrennt

werden konnten. Bei Veibindtmg 10 handelte es sich um das gewünschte 2',4'-

überbrückte Acetal. das überraschenderweise in guten Ausbeuten erhalten wurde. Es

wurde erwartet, class bei den einfach geschützten Isomeren das 3\5'--übcrbrücktc Acetal

13 überwiegen würde, da es über eine reaktivere primäre OH-Gruppc verfügt.

Nach intensiven NMR spektroskopischen Untersuchungen zeigte sich, class es sich bei

den beiden Verbindungen 10 und 11 nicht um identische Moleküle, sondern um

Diastereoisomere handelte, I'm die Strukturen von 10 und 11 aufzuklären, wurden

NOE-Experimente durchgeführt. In Verbindung 10 erhiell man ein starkes NOE-Signal

bei C(2')H und C(4")H, wenn bei der Resonanzfrequenz von C(6')H einstrahlt wurde,

was nur der Fall sein kann, wenn alle Substituenten am 1,3-Dioxanring äquatorial

ausgerichtet sind. Im Gegensatz dazu findet man bei 11 eine starke

Signalinteiisitätszimalnne von C(3')H. was die axiale Oiienticrung des Phenylrings am

C(6') in diesem Diastereoisomer beweisst. Wetten hm wurden für Verbindungen 10 und

11 zwei breite und nicht aufgelöste C( E)H-Signalc im NMR bei Raumtemperatur

gefunden. Dies îsl ein Indiz dafüt. dass die Benzylidcn-Schutzgruppe die Rotation der

Ribitylketle um den Flav inheteioevclus massgeblich behindert. Diese Beobachtung

beweist den gewünschten versteifenden Effekt der 2'.4"-überbrüekenden

Benzylitlengrti|)pe der ansonsten flexiblen Ribitvlkettc.

Für einen erfolgreichen automatischen Embau von 10 und 11 m die DNA-Doppelhelix

war es et Lorelei lieh, dass die Nucleoside eine DMT-Schtitzgiuppc und eine

S t



3. Synthese von Ribollavmnucleosiden und ihr Einbau in DNA

Phosphorkomponcnle besitzen. Hierfür wurden die beiden Diastereoisomere 10 und 11

getrennt voneinander in Pyridin mit einem geringen Übcrschuss an

Diiiiethoxvtritylehlorid umgesetzt und anschliessend säulcnchromalographisch

gereinigt. Man erhielt 14 und 15 nach Ausfällen aus Hexan als gelbe Pulver in guten

Ausbeuten. Anschliessend wurden 14 und 15 in die entsprechenden EFPhosphonate

überführt. Hierfür wurde ein Standardprotokoll verwendet, bei dem das

Phosphorrcagenz in situ hergestellt wurde. Nach saulcnchromatographischer Reinigung

konnten J6 und 17 in guten Ausbeuten et halten werden. Die Synthese eines Flavin-H-

Phosphonats anstelle eines ansonsten üblichen Phosphoramiehts war notwendig, da

Flavin-Phosphoramiditc sehr schnell zu Phosphoranudalen oxidiert werden und dadurch

ihr Einbau in DNA unmöglich ist/'1'' b~]
Da clic fur die DNA-Synthese benötigten

Nucleoside (Adenosin. Cvtosin. Guanosin und Thymidin) mit Pac-Schutzgruppen nur

als Phosphoramidite kommerziell erhältlich waren, war die Entwicklung eines

kombinierten Phosphoramid/11-PhosphonaGProtokoll für einen Maschincn-gestiilzitni

Einbau notwendig. Bisher war es nur möglich, den Einbau einer I-FPhosphonat-

Nucleobase in einen Phosphoramidit-Strang in einem zusätzlichen Schritt ausserhalb

des Synlheseautomaten durchzuführen, bzw. das H-Phosphonat im Anschluss an die

Synthese an den Oligonucleotidsirang anzuhängen.'! h "lVl

3.3 DNA Synthese

3.3.1 Fhosphoramiclit-Synthese

Für den Aufbau der DNA-Stränge nach der Phos|ihoramidil-Mclhode wurde eine

maschinelle Synthese verwendet (Schema 6).'|M' Die Sequenz wird vom 3'-Ende der

DNA in Richtung des 3'-Endes an der festen Phase aufgebaut. Als Trägermatcrial dient

üblichetweise ein CPG-Träger, Vn diesem ist über einen Linker bereits das erste

Nucleosid in seiner tntvheilen Foim gebunden. Der Synihesezxklu.s beginnt mit der

Abspaltung tier .V-Dimcthoxviritv Igruppe mit Diehloiessigsaure in Dichlorethan.

Anschliessend wild das nächste Nueleotid in Form semes Phosphoramiehts unter

katalytiseher Behandlung mit Tetiazol an die l'une 5' I lvdrox\gruppe gekuppelt. Die

,»o



} Synthese von Ribollavinnuclcosiden und ihi Finbau in DNA

nicht abieagieilen, lieien 5'-IIyclioxygiii|ipcn weiden eliteLt nach dem Kupplungsschiilt

mit Acelanhydiid odei Phenox\acelanhvdi id umgesetzt Dies veihmdeit ehe

Veilangenmg von Fehlsequenzen Bei dei Veiwendung von Pae Amichten^17 ist die

Veiwendung von Pheno\\aielanh\diid notwendig um eine LJmamieliciung zu

veimeiden und ehe Voiteile emei milden Fntsehutzung beibehalten zu können Dutch

Oxidation mil loci wud das Phosplul zum Phosphoitiiestci oxiehcit

DMTiO
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NC

Kuppeln
0 1 M Phosphoiamidil 0 S M Tetiazol
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o
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bzw
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i1 Synthese von Ribollavlnnucleosiden und ihi Umbau in DNA

Die lolgendc Behandlung mit Dichloicssigsauie setzt vvtedeium ehe A-Ilydioxygiuppe

des am Tiagci gebundenen Ohgomeis bei, so dass em wettet es Phosphoiamidil

gekiipjvelt weiden kann Die Zvklen weiden solange xv lccleiholt, bis ehe eiwimschte

Seejuenz eihaltcn winde Bei dem Linbau dei m diesen Aibcit besehtlebenen

Phosphoiamidilc winden sein kutze Rupphingszeilen von I 5 mm Int einen 1 s pmol

Ansatz vetwendet Dabei winden gemäss dem Gciate mlcincn Lntxlassay

tltuchschnittliche Kupplungsausbeuten von LA 90 7c etzielt Nach Abschluss den

maschinellen Sxnthese kann noch an dei festen Phase ehe venbliebene

Dimclhowtiilvlgi tippe am 5" Fnde des Ohgonucleotids abgespalten weiden (Methode

Tutyl-OFF)
'' '^ Aach Beendigung dei Svnthesevyklen liagen ehe Basen Aclenin.

Cylosm und Ciuamn noch Schulzgiuppen an den Ammoguippen (Tabelle 2), ehe

abgespalten weiden müssen Dalm winden zwei Methoden veiwendet

» Die Slandaid Methode Entschutzutig mit 25 % wassngei Ammoniumhvdioxicl

Losung/Elhanol ( M) bei sO °C wählend 8 h

• Die milde Methode Fntsehutzung mit ges ammoniakahschci Methanol Losung

(wassei bei) bei Raumtempcialui ubei Vie. hl

Rase Slandaid Schutzgiitppe Pae Schulzgiuppen

Vtlenm Renzovl(Rz) Phenoxvacetyl (Pac)

Cvtosm Benzovl(Bz) Isobutv t\l (Ihn)

Guanm Kobutvivl tlbu) Isopiop\lphenox>acetyl (i-Pt-Pac)

Fh)min

Tabelle 2 Sehnt/ nuppen Im ehe \nnno nippen dci Viele ibiseii

3.3.2 H-Phosphonat-Synthese

Dei veiwendete Svnthcsezv khis Im das H-Phosphonat Piotokoll unteischeidet steh vom

Phosphoiamiehtpiolokoll tun in einem wesentlichen Punkt dem Kuppliingsschiilf Mle



3. Synthese von Riboflavmnuclcosidcn und ihr Einbau in DNA

anderen Abschnitte können, wie vorher beschrieben, durchgerührt werden. Das für die

Kupplung verwendete Aklivierungsreagenz ist ein Säurechlorid, das in grossem

Überschuss zum H-Phosphonal gemischt wird.1'"' Die Kupplungszeit ist in den meisten

Fällen sehr kurz (< I min), da sonst sehr viele Nebenreaktionen auftreten können. Eine

nachfolgende Oxidation ist nicht unbedingt erfoi dci lieh, sie kann, bei reinen II-

Phosphonatsträngen, auch am Svnthcseende nachgeholt werden. Es beeinträchtigt

jedoch die DNA-Synthese nicht weiter, wenn die Oxidation nach dem Einbau des H-

Phosphonats stattfindet. Vor und nach der Kupplung wird meistens ein Spülschritt mit

einem basischen Lösungsmittelgemisch (Pvridin/Acetonitril 1:1) eingebaut, da unter

diesen Bedingungen die Kupplungsausbeuien gesteigert werden können. Auch das H-

Phosphonat selbst wird in diesem LAstmgsmittelgemiseh gelöst eingesetzt. Speziell bei

der Kupplung des sterisch anspruchsvollen Flav in-II-Phosphonats sind mehrere Punkte

zu beachten:

« Die Konzentration des Flav in-H-Phosphonals ist mit 130 nn\/ für einen 1.3-3

lamol Ansatz optimal.

• Das Verhältnis Aktivierungsreagenz zum Flavin H-Phosphonat stellt ein sehr

sensibles Gleichgewicht dar. Em Einbau war nut zu erreichen, wenn das

Verhältnis zwischen 1.5-2:1 (Aktiv iertingsrcagcnz/H-Phosphonat) gewählt

vvürtle. Wurde das Aktivierungsreagenz geringer (1:1) oder höher (5 10:1)

dosiert, konnte kein. bzw. nm em gelingen Einbau festgestellt weiden. Fs

wurden keine Unterschiede bei der Einbaurate duich sterisch unterschiedlich

anspruchsvolle Säurechloritle (Piv alov Isäurechloiid bzw. Adamanlylsäure

chlorid) festgestellt. Fur die Synthèse wurde das Adamantylsäurechlorid benutzt,

da es aufgrund seiner kristallinen Form sehr gut zu trocknen und zu dosieren

w ar.

• Der DNA-Svnthesizer wurde so piogramnücrl, dass in möglichst kurzen

Intervallen Aktiv teiungsreagenz und Llav in-LFPhosphonat zum Träger gepumpt

wurden. Dies gevvalu leistete eine sein gute Duiehmischung der beiden

Komponenten.



3. Synthese von Ribollavmnueleosiden und ihr Einbau in DNA

• Die Kupplungszeit des Flavin-H-Phosphonats musste auf 10 min heraufgesetzt

werden. Kürzere (1-5 min) und längere Ol5 min) hatten viel schlechtere

Embauraten zur Folge.

» Das nachfolgende Nueleotid musste ebenfalls länger (10 min) gekuppelt werden,

da aufgrund der sterisehen Hmcletung des Havinnucleotids ansonsten geringere

Einbauraten in Kauf genommen werden musslcn.

• Eine Besonderheit bei der H-Phosphonat-Svnthese ist, class das überschüssige

aktivierte H-Phosphonat, das nach dem Kuppliingsschrill wieder vom Träger

heruntergewaschen wurde, in einer Pufferlösung aufgefangen werden konnte

und nach einer kurzen Aufreinigimg (waschen mit einer Pufferlösung) wieder in

die Synthese eingesetzt werden kann. Dadurch gelingt es, mit sehr geringen

Mengen an H-Phosphonat zu arbeiten, was vor allem für die selbst

synthetisierten H-Phosphonate von grossem Vorteil ist.

Durch Kombination von Phosphoramidit- und H-Phosphonat-Prolokoll konnten sehr

hohe Embauraten des Flav in-H-Phosphonals 16 t> 98 A ) erzielt werden. In Schema 7

sind exemplarisch die Svnthesen von SI. S2 und S3 dargestellt. Es war auch ohne

Schwierigkeiten möglich, das Svnlheseprolokoli von einem Pharmazia Gene Assembler

(mil Schlauchpumpenprinzip) auf einen Perseptive Gene Assembler (Hubprinzip) zu

übertragen. Die grossie Schwierigkeit war lneibei das optimale Verhältnis von

Aktivator zu Flavin-U-Phosphonat zu finden. Sie lag jedoch auch bei diesem Gerät im

Bereich zwischen 1.5-2:1. Es wurden auch bei der Aufreinigung keine Nebenprodukte

gefunden, die auf eine Liberaktivierung oder einen Fchlembau sehliessen liessen. Die

beiden im Phosphoramidil-Protokoll erwähnten Fntschützungsmcthoclen konnten auch

ohne Bedenken bei Strängen mit Flavmbasen verwendet weiden. In keinem Fall winde

Zersetzung oder die Vbspultung des Flav inheterozvklus oder der Benzyhden

Schulzgnippe beobachtet.
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5 Synthese von Ribollavmnueleosiden und tin Einbau m DNA

Phosphoramidit
Chemie

G

a)

Trager

fA-NT°NH

hGCGCATT-OR

R - DMT

R-_H -«

2%CHCbCOOH

V °
o

,6
0*A>0 PO

t H •*>

ODMT HNFt3

b) C11H15CIO

1)1?

2) capping

3) 2 % CPlCI2COQH

Einbau > 99 %

O

GCGCATT0-P-O Fla-ODMT

H

O

-GCGCATT0-fj> O Fla-OH

O
e

Phosphoramidit
Chemie

-GCGCATTFIaAACGCG

Sl 5'-d(GCGCAAFIaTTACGCG)-3'

EtOH/NHv
6 h, 50 °C

Analog

S2 5' d(TTTTFIaTTTT)-3'

HCOOH

5'"d(TTTTFIaTTTT)-3'

5,-d(GCFIaGAAGAACG)-3' S3

HCOOH

5'-d(GCFIaGAAGAACG)-3'

Schema 7 Gcnnsehlis Phosphor rniieht H Ph spinn n Piolokoll und msi hlicssendc I nlschul/ring mit

Arncisensauie
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v Synthese von Ribollavmnueleosiden une! ihi Umbau in DNA

3,3.3 Reinigung und Charakterisierung der DNA-Stränge

Die vom Liagei abgespaltenen Oligonucleotide winden m 2 ^ Poilioncn aufgeteilt und

jeweils mit senn piapaialivei Umkehiphasen-HPLC geicnnigl Anschliessend winden

che getemigten Fiaktionen veiemigt und i ht e Reinheit nochmals mittels analytischen

Umkehiphasen-HPLC kontiollieit Duich den Einbau dei Ulavmnttcleobase hat man den

VoiteiL dass man che Stiange bei tliei verschiedenen Wellenlangen (260, 360 und

460 nm) detekiieicn kann Bei Deteklion bei 460 nm bzw 360 nm sieht man nui

diejenigen Oligonucleotide, ehe einen Flav m-Baustein enthalten

tl min f/min —

\bbildung 34 IIP1 -Chiomalogi.imm des lohen miel des geieminen DNA, Stranees Si angenommen bei

260 nm

Abbildung 34 zeigt das HPL-Clnomatogiamm eines nicht geicmiglen IlavmDNA

Sti anges, duckt nach semei Fntschulzung. und des gel einigten Flav m-Sttanges Sl

Daduich wud che hohe Reinheit dei sxnthetisieiten Roh DNA Stiange offensichtlich

Mit Hille des Tntvlassavs. dei eine Kuppluiigsausbeute des riavm-JFPhosphonat mit

emei Finbauialc von 99 G bescheinigte und basieiend aul den HPLC-Eigebmssen,

konnte eine Embauiate des Flavm Ratisteins -> 98 A abgeschätzt weiden Abbildung A5

und Abbildung A> zeigen das UV- und Lluoieszenzspekttum det Flavm DNA Stiange

S3 und SI Vlle Spektien sind identisch mit dem Spektium von Ribollavm, was ehe

Anwesenheit eines intakten Flav m Chiomophois m dci DNA-Doppelhelix beweist

Zusätzlich kann che Anwesenheit eines benzvhden geschut/ten Flavm Bausteins m dei

DNA duich M VI DI-IOF Massciispektien bewiesen weiden Diese zeigen als einzige

Signale the koiiekten und beieehnelen Massensignale dei benzylidcn geschützten

ol



} Synthese von Ribollavmnueleosiden und ihi Umbau m DNA

1 lavm Ohgonut leolitle Das MassenspeLtnim in Abbildung 3~> belebt dies cxcmplaiisdi

Im alle Oligemic leotidstiange Die massenspektiometiischen Daten zusammen mit den

IIPLC Resultaten belegen class die Benzxhclensiuppc nieht wählend den DNA

Synthese Zyklen abgespalten wud Dies halle unlet LJmstanden duich die Behandlung

des hlaizes mit Dtthloiessigsauie wählend dci Finv lenlsc hutzung passieien können

3b n o 21

n 7 > ' / nm

Abbildung *> VI VI DI 101 M tssi nspeklium und Vbsoiplnnsspckiuim von S}

Kuize Behandlung dci Benzvliden geschützten Flavm DNA Stiange mit Ameisensauio

bewnkte eine schnelle Vbspaltung den Benzxhdengiuppe und eigab ehe ungesehutzten

Flavm Stiange Diese Reaktion winde auch mit Hille von Umkclupliasen HP1 G

veifolgt und eigab eine klate bdukt zu Piodukt Umwandlung leeloch mussten

Ausbcuteveiluste veimuthch wegen dei giosseii Sauielabihlal det Flavmiiboside in

Kaul "eiiüinnun weitlen

3.4 Eigenschaften \ on Fla\ in-Coen/y m enthaltender DNA

Dis I liioieszcnzspektium des llivuis m dei DN V Umgebung hamn sein sfaik von

seinem UmhJd ab (Abbildung A\\ Die ehaiaktetistische Flav in riuoieszenz bei 520 nm

konnte nm beobachtet weiden vuiin kein Guanm in det naheien Umgebung des Flavins

voihanden wai Du Ilavm 1 luouszuiz winde fast vollst mdm m Sliangcn wie z B

bi



"5 Synthese von Ribollavmnueleosiden und ihi Umbau m DNA

S3, gelöscht, wahischcinhch duich einen Elektionenlianslei vom Guanm zum

lichtangeieglen I lavin tintei Bildung eines G Radikaikations (G°h*)

1,4xl06-

1,2x106-

1,0x10'"

8,0x10r-

//a u. 6,0x10 :

4,0x10
"

2,0x10
"

0 0-

500 550 600 650 700

/ / nm - —-*

Abbildung 36 Pluoies/en/spektium von ( i) Sl und ib) S3 Die l hioieszenz in (b) winde geloseht durch

einen Flektionenlianstei vom Guanm /um lieht mgeieAten fhv in unter Bildung eines G Rachkalkatioiis

Bemeikensweit ist weileihm, class, obwohl melneie Aibeilsgitippen
'll9 lh 't6 ' 4 l7^'

hehtmduzieite DNA-Stiangbiuche (nach Behandlung mit Pipendin) m Gcgenwail von

Flav men beobachtet haben (nioghcheiweise duich eine zwischenzeitliche Bildung eines

G*1), m keinem dei svnthetisieiten 1 lav m-enthalteiiden DNA-Stiange S3, S2 und Sl

eine solche Zeisetzung autgetieten ist Es konnte keine DNA-Spaltung odei Zeisetzung

von Flavm enthaltenden Ohgonueleotiden im Laboi unten not malen Bedingungen

beobachtet weiden Es winden auch einige det bestiahlten DNA-Stiange, die cm Flavm

und ein T~T Dimei enthalten mittels M VLDI TOF Masscnspcktium und IIPIC

ubcipiuft Hicnbei konnten keine Schädigungen det DNA festgestellt weiden Dieses

ubei laschende Figebnts etlaubte ehe genaueie LJnteisuchiing dei Basen

Paaiungseigenschaften von Ribollavm und Benzvliden \ et stellten Flav mnucleobasen

Es cimoghchte vv eilet Inn the L nteisikhimg llnei katalvtischen und Lluoieszenz

Eigenschalten m einem Ohgontie leotid l mleld

(Vi



3. Synthese von Riboflavinnuclcosiden und ihr Einbau in DNA

3.5 Reparatnrexperimente

DNA-Photolyasen nutzen Liehtenergic (Sonnenlicht), um die Reparatur von hoch

mutagenen (Aclobulan-Pyrimidin-Dimer-Schaclen einzuleiten/1 lx ' ' Die Basis dieser

Reparatur, die viele Insekten. Fische. Amphibien und Pflanzen vom UV induzierten

Zelltod und vor Mutagenese'
x|

schützt, ist em lichtineluzierter Elektroncntransfer vom

reduzierten und deprotonierten Flav îinCoenzv m zum DNA-Schaden/"9' Der Schaden

erleidet eine spontane (2rc + 2rt)-Gvcloreversion als Radikal-Anion zu seinem

korrespondierenden Monomeren.pl)| Obwohl der generelle Vlechanismus des

licht induzierten Reparalurmechanismus bekannt ist. gibt es zur Zeit keine Informationen

über den Elcktronendonor-Prozess vom Flavin-Donor zum Dimer-Akzeptor im DNA-

Strang.'1 ",- n4'
Im Besonderen wird die Frage diskutiert, in welchem Ausmass der DNA-

Doppclstrang in der Lage ist, Elektronen durch den Basenstapel zu transportieren

(Abbildung 37).!P4' Diese Frage ist direkt mit den Untersuchungen über den

Elektronen-Loch-Transports in tier DNA vet knüpft. Der Loch-Transport (engl.: hole

hopping) findet über relativ grosse Distanzen im ungestörten DNA-Doppelstrang statt,

wie kürzlich gezeigt wurde/"' "''
Neuste Experimente lieferten den Beweis, class es

sich beim tlistanzabhängigen-Fdektroneniranster m der DNA um einen Hopping-

Mechanismus handelt (siehe 1.5.2.2). Bei diesem Prozess dienen Guanine, die zu

Gtianinkationen reagieren, als Sprungbiciter für den Hop|)ing-Prozess in der DNA

(Abbildung 3 Z).149'1-1'1^1-7*"1
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Synthese von Riboflavinnuclcosidcn und ihr Einbau in DNA

ox idativcr Lochtransfer reduktiver Elek trônent ran sier

N

3'

::N

C:::::G
l l

C:""G

I I

C -"
— G

,,

i i
*

A:::::T

C:::::G

À:::::T

T:::::^
C:::::G

N:::::N
I I

N:::::N
l l

N:::::N

3'

G:::::C
i i

C:::::G

G:::::C
i i

Ca:::G
I I

A;;;:;T

HFIa::T
i i

II

I r\
'

II I

T::::iA

C:::::G
l [^
G -----C

i i

C:::::G

3'

G ::::: C

C:::::G

G:::::C
i i

C:::::G
1 I

A:i:::T

HFIaT:T
i I

f:::::T
T:::::A

I n I

T:i:::T
I I

A:::::T

C -----G
i i

G:::::C

C :G

Abbildung 37 1 och-riansler-Pro/esse (ovidativer Lochn.nistet ) ulvr Guanosinbasen und der postulierte
reduktive FJektronentranster. dei /in Selbstrepaiatut dei DN V luhit.

Für ein besseres Verständnis oxidativer Schädigung in DNA und für das Design von auf

DNA basierenden bioanalvtischen Geräten ist es äusserst wichtig, den Transport von

Elektronen und Löchern durch die DNA-Doppelhelix. aufzuklären.1 IM) !811
Aus diesem

Grund haben wir DNA-Stränge synthetisiert, che neben einem Flavin-Baustein auch

noch ein C\elobutan-Th\midmchmer enthalten.|lb2' lhl' Diese doppclmodifi/ierlen

DNA-Stränge zeigen hchtinduzierte Selbst-Reparatui und erlauben zum ersten Mal,

einen Einblick in die Fähigkeiten tier DNA zu erhallen, einen reduktiven Elektroncn¬

transfer mit überschüssigen Elektronen zu unterstützen.

3.5.1 Synthese der Oligonucleotide

Die Oligonucleotide S4, S5, S6 und S7 (Abbildung 38) wurden synthetisiert, um den

reduktiven Eleklroiienlinnsfer m der DNA-Doppelhelix. der zu einer Sclbstreparatur des

05



3 Synthese von Ribollavinnucleositlen und ihi Einbau in DNA

DNA-Sttangcs luhit, zu unlcisuchen Alle DN V-Stiange haben als zcntiale Einheiten

cm Ribollavin-CAcnzvm 16 unci em Tin mmdimei 18a als DNA-Sch.itlcnsanaloga Es

winden zui Kontiolle des Rejiaiatutpiozesses auch the cnlspiechcndcn Refeiciizsliange

S8, Sl (enthalt nui eine 1 I Sec]uenzi und S9 svnthettsieit, die die lepaneite T|T Einheit

18b besitzen

Fia

Xf\ °

N O

0

\ "s
A, Nkt

TfT II 4
N ° o

R-O-^ 0^
s n_

O
,

N'

V0\A

10 18a

NH

181)

S4

S5

S6

S7

S8

S1

S9

S'-J(GCGC A-F1 a T-TAACGCG) 3 '

A-d(CGCGT- T -A ATTGCGC)-b *

3 ' d ( GCGC A - F1 a - 'L'-TAACGCG ) 3 '

A d(CGCC"- C -A ATTGCGC)-'S '

5 ' -c1(l-CGCA I la -Gel1 IACGCG) -3 '

3' d( CGCGT-
^

-As ATGCGC) 5'

5' d(GCGC=
*

1 i -AT=TACGCG) 3'

3'-d(CGCG1 C TA ATCCGC) 5'

3' -d(GCGC A -G 1 a -VfVAACGCG) 3'

5' a(GCGC- - F1a-1CAACGCG) 3'

A d(GCGCA Fl i \TfTACGCC)-3

Abbildung 38 Lleklioneniiansfer inrtiieile Cve loi cam s ion eines Thymidindimei DN \ Scliaclensanaloy i

R - DN \ Strang S4 S5 S6 und S7 Flavin und Dinvi nioehli/ieite DN \ Doppelsliange S8 Sl und S9

Releien/stianee

Det LhvniichiKlimei-Schaden und das Flavin Coenzxm betmtlen sich im selben

Emzelsliaiig, entwedei duckt nebenemandei odei dutch em Vdenosm geltennt Duich

diese Anoidnung besieht the Möglichkeit, die Abslandsabhangigkeil des leduktiveti

Elektionenliansleis in D\ V zu unteisuehen Die Svnthese und dei Embau von beiden

Bausteinen m ehe DN V konnte naeh dem entwickelten Phosphoiamidit/TI-Phosphonal

Piotokoll tn sein guten Vusbeuten v oigenommen weiden
"^ l

Bei dei Kupplung des

GG



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

lliyminthmcr-Schadcns wurde die Kupplimgszeil leicht erhöht (10 min), um hohe

Embauraten des sterisch anspruchsvollen Dimers zu erhallen.

3.5.2 Charakterisierung

3.5.2.1 Schinelzpunktsüidien

Um festzustellen, ob die neuen DNA-Stränge, die das Flavin-Cocnzym und den Dimcr-

Schaelen enthalten, auch stabile DN V Doppelsinnige bilden können, wurden

Schmelzpunkt- und Fluoreszenz Studien angefeitigt. Es hat sich schon bei den

Eochtransporl-Studien von Giese und Mitai heiter
' ' '~1'

gezeigt, class die Bildung eines

intakten DNA-Doppelstranges die entscheidende Voraussetzung für die Durchführung

dieser Experimente ist. Die Integration der Thymindimcr-Einheit in den DNA-

Doppelstrang ist bereits durch NMR-Sludien von in der DNA eingebauten

Thymindimcr-Schäden. belegt worden.llS4"iMl' Die Schmelzpunkt-Studien wurden unter

Standardbeelmgungen durchgeführt (can-v - 3 u\l. 150 nnU NaCl, 0.01 M Tris/LIGI

pH 7.5).

Bei den Schmclzpimktkiirven bei 275 nm ist deutlich zu erkennen, class S6 ein ganz

normales Sehmelzpunktveihallen zeigt, bei dem es zwischen Aulheiz- und Abkühlkiirve

keine Hysterese gibt (Abbildung 39). Das Aufschmelzen der DNA konnte auch im

Absorptionsspektrum bei 460 nm, einer A ellenlange, bei der nur das Flavin-Coenzym

in der DNA absorbiert, beobachtet werden. Hierfür war es jedoch notwendig, die

Konzentration an DNA um das lOfache zu eihohen. Auf Grund dieses Ilyperchromie

Effektes ist anzunehmen, class sich das Flavin-Coenzym wirklieh in der DNA-

Doppelhelix belmdet.|lv'

6 7



3 S)nlhesc von Ribollav innucleosiden und ihi 1 mbau in DNA

H ' a n

1 S5-,

S6 (Fla T)
1 50-I bei 275 nm

1 4b

1 401

1 Vi

1 30

Aufheiz- und

Abkuhlkutve

0 90

0 88-

0 8b-

H a u

0 84-

S8 (Fla T)
bei 460 nm

20 40 60 80 100

11 C *

20 30 40

T/°C -

60 70

Abbildung 3(> Sehmel/punktkuiven von S6 mit 1 1 i 1 bei "* G nm und S8 Pia I bet 460 nm Gnw~ S

uA/ lSOml/NiCl lOni/U Ins HCl pH / s) BeiSStlh M bei 160 winde che Kon/eiili mon m DN V

aul 30 uM eihoht um che Schmel/punkikuive ruine Innen/u können H Ibpeiehromre

Dei bei 160 nm Wellenlange beobachtete Schmelzpunkt (lm) dei DNA-Doppelhehx

hegt alletdmgs bei allen Ohgonucleotidsliatigen tielet als ehe entspieehenden Weite bei

275 nm Dies kann u a daduich begiundet weiden class clinch Fihohung dei

Konzenliation an DN V ohne die Salzkonzentiatton zu eihohen sowie bei det Detcktion

bei emei ancien en Wellenlänge es zu emei V eise hiebung det Tm Weite kommt Em

weiteten Gl und, wieso dei Schmelzpunkt bei dei Vbsoiption von 460 nm Wellenlänge

lief ci hegt als ehe entspieehenden bei 2/5 nm konnte am speziellen Paaiungsveihalten

des Flavins hegen Das winde bedeuten class das Flavm schon bei emei lempatatm

von 40 °G (Im $8) aus dem Doppelstiang heiausgidicht wir! Dieses Figebnis

beemlltisst jedoch ehe Repaiatiustudien nie.ht da diese bei emei lempctatui von 20 °G

unten vcigleichbaien Bedingungen diiichgetiilut w m den

Dci Schmelzpunkt dei Ilavm enthaltenden Ohgonueleolide wai weileihm abhangig von

dei gewählten Gegenbase (\) des 1 lavins(Fla \) im DNA Stiang (UbenbhcL

Tabelle A Die höchsten Schnie Izkiu ven im I all dei Sequenz S10 nut 5S °C und 56 T

winden Im Thvynm (I la I ) und CvtcAin (Fla G) als komplemenlaie Basen zum Flav in

gemessen Diese Weite winden mit Schmelzpunkten von Rc leienzstiangen (im Fall von

S10 mit Sit) veighchen bei denen das Llavm duich ein lhvmin etsetzt winde und ehe

kein F=T Dimei enthielten Die gelundeiien /„ Weite lui S10 nul Fla V hegen nm

l °C untei den entspieehenden / Weiten von Sil (I V 62 ~'C) Diese Fempeiattu

_AS



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

differenz entspricht der erwarteten DNA-Doppelhclix-Deslabilisierung durch das

Thymindimer (entspricht einer Fehlpaarung).ilb7' Dieses überraschende Ergebnis zeigt,

class das Flavm, bei geeigneter Wahl der Gegenbase nicht zu einer Dcstabilisierung der

DNA-Doppelhelix führt. Ähnliche Beobachtungen wurden auch von Pfleidercr und

Mitarbeiter gemacht, die bei manchen Lumazinderivaten (die in die DNA eingebaut

wurden) vermutlich durch 7r-Tt-Stapclwecliselv\irkungcn sogar eine Stabilisierung der

DNA-Doppelhelix beobachtet haben (siehe 1.4.3).'601

Für die Purin-Gcgenbasen Adenosin und Guanosin, wurden bei S10 signifikant

niedrigere 7m-Wcrte gefunden (Fla...G: 51 "C und Fla...A: 53 °C). Dies ist nicht

überraschend, da die grossen Purinbasen -Vclenin und Guanin wahrscheinlich ans

Platzgründen nur schlecht oder gar nicht mit dem ebenfalls grossem Flavin paaren

können. Für die Reparaturmessungen der modifizierten DNA-Doppelsliängc wurde auf

eine „intakte"* DNA-Doppelhelix geachtet: aus diesem Grund wurden die Basen Idiymin

und Cytosin als Flavin-Gegenbasen ausgewählt.

Die Schmelz|wnktsludien konnten auf Grund von technischen Schwierigkeiten, bedingt

durch den Umzug von der ETH Zürich an ehe Universität Marburg und der

Fokussiertmg auf den Reparaturprozess der modifizierten DNA-Stränge, noch nicht

vollständig abgeschlossen werden. Die fehlenden Messungen und weitere Unter¬

suchungen werden zur Zeit durchgeführt.

(G



Synthese von Ribollavmnueleosiden und ihi Einbau in DNA

Sequenz Gcgcnbasc (X) 7;, (°C)

SIO 3 ' -d(GCGCAA-Fla J-TACGCG)-}

3'-d(CGCgTT X - 2 -TGCGCi- s

Fla.
. .A 5v

Fla
..
.C 56

Fia.
.,
G 51

Fla.
..
.T 58

Sil j'-d(GCGCAA-T-Tr^CGCo) i' T...A 62

3'-d(CGCGTT X AAxGCGe x- s' T.
. .C 55

T.
. ,G 58

T.
. .
T 56

512 S'-cl(GCGCA F La A ?=1 ACGCc i - A Fla ..A

3' d(CGCGT- X - A ATGCGC)-b' Fla...C 54

t]a.
.
.G

F1 a ...
T 54

513 5'-d(GCGCA T-ATTACCCG)-s '

T.. A 61

3' -d(CGCGT-X TAATGCGC)- s' T.
.
.C 53

T.
. .G 57

T
. T 54

Tabelle 3 Ubeibliek ubei die 7, Wuie bei Fin m l oen/vm und Ihvmindrniei enthdlteneten DN \

Doppelstrancen Die Genauigkeit lui die HesiimmiiiA von Gn ist 1 1 S C cn\\ - S \\M, ISO m/!/ NaCI

K)inA/Tiis/HCl pli 7 S

3.5.2.2 Fluores7cnzsludien

Em weitete] Beweis, class das Flavm in dei DNA Do|ipelhehx eingebaut winde,

konnten mit Hille von Fluoies/enzstudien ei halten weiden Lbeilui winden

Fluoieszenzspektien mit s u\l DN V I osungen aufgenommen Das Besondeie an SIO

mit Fla G wai, class zu Beginn dei Messimg che Lltioie^zenz des Flavin Chiomophois

in dci DNA-Doppelhelix duich das gegenubei hegende Guanm last vollständig gelöscht

/n



v Synthese von Ribollavinnueleosiclen und ihi Einbau m DNA

winde (Abbildung 40) Dei Giund hu diese Fluoieszenz Foschimg ist tun

hchtmdiizieitei Elcklionentianslei von dei dem Llav m Cocnzvm gegenubenhegenden

Guanosmbase aul das Flavm Daduich eigibt sich zwischenzeitlich em |G
'

Fla ]

Zwitteiton Diesen Flektioiientianslei ist nm möglich, wenn sich beide Ilelcioeyelen m

unmittelbaiet Nahe zuemandei beiluden d h class sich das Flavm im DNA

Basenstapel beiluden muss Eist duich das Eilnlzen dei Losung bei den

tempeiatui abhängigen riuoies/etizmessungen findet m.in analog den

Schmclzpunktkuivcn, im Beieich det Sehmelzpimktstempeiatui ein plötzliches

Ansteigen dei Fluoieszenz (Abbildung 40) Diese Beobachtung ist bolz des
e

x Cr e_^

gegenläufigen Llfckts, class che Fluoieszenz des DNA Sti inges noimaleiweise mit

zunelimendei lempeiatm abnimmt m gutci Ubeiemsfimnuing

.
500

n

3 "»i

// a n < -,

Vbbilriiing 40 1 empei rim rhli in i e 1 In Mes/ui/spekti n v n D\ \ D rppeKu niT S10 mit I 11 G

Zusammenlassend kann gesagt wenden class die Ilvpeichiomic che m den LV

Schmelzpimktexpeiimeiiten und den tempeiatuiabhangigen Fluoieszcnztlalen

beobachtet winde em staiLei Hinweis Im che Annahme isl dass steh das Llav m

Coenzvme m dei DN V Doppelhehx beiludet



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

3.5.3 Rcparaturinessungen

3.5.3.1 Durchführung

Um den reduktiven Eleklronentraiisfer vom Flavin zum Dimcr-Sehaden durch den

DNA-Basenstapel genauer zu erforschen, wurden die DNA-Stränge S4, S5, S6 und S7.

sowie ehe entsprechenden Einzelstränge SIO und S12 näher auf ihre Eigenschaft,

überschüssige Elektronen zu vermitteln, untersucht. Hierfür wurden die Einzel- und

Doppclslriinge in Tri s/HCl- Puffer (pH = 7.5) und NaCl (150 niA/) gelöst, in

Fluoreszenzküvclten überführt und diese mit einem Septum verschlossen. Diese

Lösungen wurden im VVasseihad auf 90 °C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur

abgekühlt, damit sich bei den Strängen S4. S5. S6 und S7 der DNA-Doppelstrang

bilden konnte. Die Fluoreszenzküvclten wurden anschliessend in das Spektromctcr

gestellt und auf 20 °C gekühlt, so class alle Experimente unter einheitlichen äusseren

Bedingungen durchgeführt wurden. Die Küvetten wurden daraufhin im Dunkeln 10 min

mit Stickstoff gesättigt und anschliessend unter Lichlausschluss reduziert und

deprotoniert (p/xa = 6.8).

Für die Reduktion ties Flavin-Goenzv, ms in der DNA-Doppelhelix wurden mehrere

Möglich keil en untersucht.

Reduktion mit Dithionit:

Die Dilhionillösung musste für |ede Messung bisch angesetzt werden, da sich das

Dithionit in Losung nach einiger Zeil zersetzte. Beim Ansetzen der Lösung war darauf

zu achten, class das Dithionit in eine mit wässriger NaOH-Lösung alkalisch zubereitete

Lösung einwogen wurde und dann mit Wasser verdünnt wurde. Eine solch zubereitete

Lösung war über längere Zeil <> I h) stabil. Wurde ehe NaOH-Lösung erst später

zugegeben, fand innerhalb kurzer Zeit eine Zersetzung des Dithionils statt, ehe Lösung

verfärbte sieh braun und tier pH-Weit sank ipH <c 5). Durch Zugabe der Dithionitlösung

zur sauerstolïreien, gepufferten Llav m-DNA-Lösung wurde diese schlagartig entfärbt

(reduziertes Flavin), was mittels Lluoreszenzmessungen nachgewiesen wurde. Die

-/s



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

Aufoxidation des reduzieren Flavins erfolgte durch die Zufuhr von Luft unter Schütteln,

Das Flavin konnte auf diese Weise beliebig oft reduziert und oxidiert werden.

Reduktion mit EDTA :

Die Reduktion mit EDTA war nur möglieh, wenn die Lluoreszenz des Flavins nicht

gelöscht war. Ansonsten stellle che Reduktion mit EDTA eine sehr sanfte

Redtiktionsmethode dar. Die Reduktion fand in Abwesenheit von Sauerstoff mit Hilfe

von Licht stall. Das Flavin wurde nach Zugabe von EDTA-Lösting innerhalb von

einigen Minuten (2-5 min) vollständig reduziert. Leider konnte dadurch der Sl.artpimkt

einer lichtinduzierten Reaktion nicht exakt bestimmt werden, was zu Problemen bei der

Ausweitung der Experimente führen kann.

Reduktion mit NaRH4;

Die Reduktion der Flavin-DNA mit NaBLLi ist nicht zu empfehlen, da es zu

irreversiblen Prozessen kommt, d. h. es gelingt nicht mehr, das Flavin zu reoxidieren.

Ausserdem kommt es schon bei der Zugabe von NaL5LL zu einer starken Trübung der

DNA-Lösung.

Reduktion mit Pd auf BaSOji

Die Reduktion mit Pel auf BaSG4 war auch nicht erfolgreich. Das Flavin konnte zwar

reduziert werden, allerdings fanden auch mit dieser Methode irreversible Prozesse stall,

so dass das Flavin nicht wieder vollständig atifoxitlieit werden konnte. Ausserdem trat

sehr leicht eine Trübung der Reaktiotislösimg auf, die sich bei der anschliessenden

Messung störend auswirkte.

Für die Reduktion der FlavinTANA wurde nach Abwägung aller Methoden die

Dithionit-Methodc verwendet. Die frisch hergestellte Dithionitlösung wurde mit einer

Mikrolitcrspritze unter Liehtaiissebluss durch das Septum in che mit Stickstoff gesättigte

Flavin-DNA-Lösung gespritzt. Daduich wurde das Flavin-Coenzv m in Sekundenbrueh

teilen reduziert und die gelbe Lösung farblos. Bei der Reduktion verschwand die für das

Flavin charakteristische Fluoreszenz bei 520 nm; auch während der gesamten

Beslrahlung konnte keine Fluoieszenz bei theser W ellenlange delektiert werden.



3. Synthese von Ribollavmnueleosiden und ihr Einbau in DNA

Die Küvetten wurden mit Licht von 360 nm Wellenlänge bestrahlt. Während der

Bestrahlung wurde langsam sauerstoffreier Stickstoff durch die DNA-Lösung geleitel,

um homogene Bestrahlungsbedingungen zu ermöglichen. Während des Experiments

wurden in bestimmten Zeitabständen kleine Proben aus der DNA-Lösung mit Hilfe

einer Mikrohlcrspritze entnommen und sofort durch Schütteln und durch Zufuhr von

Luft wieder oxidiert. Die Entnahme und che Oxidation der Proben geschah im Dunkeln.

Die einzelnen Proben wurden schliesslich mit Hilfe von Umkehrphasen-HPLC

analysiert.

3.5.3.2 Ergebnisse

Die Analyse der Proben mittels L'mkehrphasen-HPLC zeigte, class der Thymidin-

Dimer-Schadcii in der DNA-Doppelhelix vollständig repariert wurde. Es wurde jeweils

nur das Auftreten eines neuen Oligonucleotids delektiert, das mittels Co-Injektion und

MALDI-TOF-MS als reparierter Ohgonueleotidstrang (S8. bzw. S9) identifiziert wurde.

Aus Abbildung 41 wird deutlich, class che Liehtreaktion tlie Selbst-Reparatur des

geschädigten DNA-Stranges zum intakten Oligomer bewirkt. Es konnten auch keine

weiteren Oligomere nachgewiesen werden, was Nebcnreaktionen in der DNA oder

Strangbrüche ausschliesst. Die vollständige Selbstreparalur des geschädigten Oligomers
e. C? ! O O tA

wurde je nach Strang in weniger als 30 mm erreicht. Es wurde keine Reparatur des

DNA-Schadens m Abwesenheit von Lieht beobachtet. Ausserdem belegen weitere

Konlrollexperimcnte. dass em Flavin-enthaltender DNA-Strang, in Anwesenheit eines

nicht komplementären DNA-Stranges, dei em Llyvmidindimer enthält, keine Reparatur

zeigt. Alle Konlrollexperimenle belegen, dass der Selbst Remaratur-Prozess eine

lichtinduzierte intramolekulare Reaktion innerhalb des DNA-Doppcl. bzw.

-Einzelslrang ist.

7 1
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Fla

'NH

T=T

R 0-

0

A
K NH

JVy^^j!( 2 Bestrahlung
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A)3AV-kl NM O N^O
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0
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10 18a
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.
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Abbildung 41 H PL Chrom ilo.ii tmiik der w ihr end dei Bcslr ihlun_ von S7 entnommenen Pioben Mm

sieht eine v ollst.tndi a Dm« mdlun T des T=l Dinieis in die lep nu iGn II Monomae ohne Biltlinu von

Ncbcnpiotlukten / Inlensitu ; /eil

Um einen Einblick m che Fähigkeit dei 1)\ V zu bekommen, einen Elcklionentianslei

zu eimoglichcn. winden viet veisehiedene DNA Do|ipelTiange S4, S5, S6 und S7, che

entwedei cm Fla 1 odci eine ria C Rasenpaaitmg aulwiesen, sowie che beiden

cnlspieehenden Emzelsliange Sit) und S12 mit zwei unieischiedhchen 1 lav m

Goenzvm Tlnmidm Dimei Vbstandcn aul ihie Selbstiepaiatui Ftgcnschalten hm

untei sucht Die Repaiatui claten sind m 1 abei le 4 ( S 7is) z usani menge! asst
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3 Synthese von Ribollaviniiiiclcosiden und ihi Finbatt m DNA

3.5.3.3 Bestimmung der Quanlenausbculc der Spaltungsrcaktion

Die Quanlenausbculc (<X>) emei Reaktion ist delmieit als Quotient dei Anzahl den

umgesetzten Moleküle (dLp/dt) und dei Vnzahl dei von den Reaklionslosung

absoibieilen Photonen (Ip) (Gleichung (3i)

cbp/elt - d>t lr (3)

Lim letztcne zu bestimmen, muss dei Photonentluss îles aul die Kuvctle ticflendcn

Lichtsttahls bciechnct weiden Det Photonenlluss duich che Kuvettc des vci wendeten

Fluoiimetets konnte mittels eines Zwei Kanal Optonictei von United Detektoi

Technologe bestimm! weiden

Zui Bestimmung dei Geschwmdigkeitskonslanten k den Spallungsicaktion winden die
CA e. i

~

Flachen untci den Feltikt- bzw Piodukt Signale im UPI Chiomatogiamm bei einem

bestimmten Zeitpunkt duich Integialion eimittelt Xulgiund von Lichlmtcnsitals

Schwankungen des Detektots dei HPLC-Anlage winden ehe telativcn Weile bestimmt

d h che Flachen von Edukt und Piodukt winden clutch che Gesamtfläche (Eclukt +

Piodukt) geteilt Die aul diese Weise standaiclisietten lelativen KonzeiUiationen winden

gegen che Zeit aulgebagen Monoexiionentielle Abnahme dei untei suchten

geschädigten DN V Stiange bestätigen einen Reakttonsveilaul eistet Oidnung

Die Reiechnung dei Quantenausbeute dei Spaltungsieaklion lasst sich aus

Gleichung ( A hei leiten, da im voihcgenden lall Edukt (F) und Piodukt (P) den

Reaktion den gleichen Extinktionskoellizienten aul weisen (s nächste Seile)

'o



Svnthese von Ribollavmnueleosiden und ihi Einbau in DNA

h
lu¬

det Alt - I nG>n/ von I

<Pr = Qnankn.uisbeiite dei Pholomaktion

L = Fxlinktioii

10 = Lichtintensifat beim Viiltteltea auf die Kux et te

1 - Lichtititenniat beim Verlassen dei Lavette

ILP = insgesimi rhsoibiette I ichtmenge

h - Die von L absoibieile I ictUinenge

tj er - ExfinktionskocIti/ieiiLcn von Feiukt und Piodukt

c, c,, = konzentiationen von Edukt und Piodukt

i!
= VusganGskon/enttation des Edukts

d - Schichtdieke dei Kuvetle

k = Geschvvindigkeitskonstanle det Photoieaktion

V - V olumen des Rt_ ikiionslosung

lumhatBict F = log (lyl) -

ep iiel-feycpd

-=> 1=1» H)L

-> ltp=L UI„tl 10
i

) = l„(J 10 r) IaI

dl
- k

-* IL -=!,

h
\ = <!>, ÏF

10

l 10

F
(e, e, d 4 ePCptl)

-r H
Cr tl

s (t>F =

k c, V

10
'

A LLd

Sonde-Hall et - c( r,,, - et +e(
— L = e, tj d t ef cP ci - eL e0 d

(4)
4>,

k cn V

1 10 Lr Mtl

t Lc
'

b (l 10 eiA(A*)

Setzt man alle bekannten Glossen m Beziehung ( IV '
ein, so eigibt sieh Im che

Gesehwmehgkeitskonstante k dci jeweiligtii Reaktion mit c - 10 0x10'' l0(\bb) -

108x!0(1 mol mm1, c, - 4000 ] mol cm1 d = 0 2 ein V -- IsOxIO6 I eine

Quaiitenausbeute von ca 0 G im Vbh.tngigkeit von k tlei jeweiligen Reaktion) Die

genauen Weite sind m Libelle l aulgelulnt Diesei Weit ist e.i 1000 mal höhet als che

Quantenausbeulen die bishci in Sp iltuiAsexpeiimenten von l-T Dimeun m dei DN V

mit Lovalenten Vkzeptoikomple Xe n gemessen winden (in diesem Konzeiitiations



L Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

bereich). Verglichen mit den Experimenten mit interkaliertcn Akzeplorkomplexen sind

tlie gemessenen Quantenausbeiiten immerhin noch um einen Faktor 10 grösser.

3.5.3.4 Diskussion

Um die Fälligkeit der DNA. einen Elcktronentransfer entlang ihrer Helixachse. bzw.

entlang des Einzelstratiges zu ermöglichen, wurden alle vier DNA-Do])pclstränge S4,

S5, S6 und S7 und die jeweiligen Einzelsiränge (SIO und S12), die entweder ein Fla...'F

oder ein Fla..A3 Basenpaar und zwei verschiedene Flavin-Dimer Dislanzcn enthalten,

auf ihre Selbsl-Rcparatureigenschafien untersucht. Die Rcparalurclatcn sind in Tabelle -I

zusammengestellt.

Die Daten zeigen, class die Doppelstrünge S4 und S5, bei denen das Flavin sich

unmittelbar neben dem Schaden befindet, auch am schnellsten repariert werden,

verglichen mit S6 und S7, bei denen ein A...T-Basenpaar zwischen Flavin und T=T-

Dimcr liegt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gegenbasen sind bei S4 und S5

sehr gering, im Fall von S6 und S7 beträgt die Differenz S G. Wieso bei S6 und S7 die

Reparaturgeschwindigkeit stärker von der dem Flav m benachbarten Base abhängt als im

Fall von S4 und S5 wird zur Zeil w citer untersucht.

Auffällig ist weiterhin, class che Reparatur der Doppelstrange S4 und S5 nach 5 Minuten

ca. 35 c/o beträgt. Dies ist gerade einmal ein Laktor von zwei effizienter verglichen mil

den Werten die im Falle von S6 und S7 (bei denen ein A...T Basenpaar das Flavin vom

Thymindimer trennt) gemessen wurden, die nach 5 Minuten eine Rcparaturrate von 12

bzw. 20 G aufweisen. Das ist ein sehr überraschendes Ergebnis, da die Distanz

zwischen Flavin und Thvmmdimer von 11 (in S4 und S6) auf 17 (in S6 und S7)

Einzelbindungen zunimmt. Im Falle des oxidativen Lochtraiisfers in der DNA bewirkt

ein zusätzliches A...T Basenpaar zwischen dem „Eleklronenloclr und dem nächsten

Guanin-Donor eine Zunahme der Flektronentransferrate um einen Faktor von 10.f'2,1

7s;



} Synthese von Ribollavinnut leosiden und ihi Einbau in DNA

DNA-Doppelstrang Reparaturausbeute Quantenausbeute

(bei 5 min) (<I>)

54
b '

- d ( GCGCA-F1 a - '1 - L1 GG CGGGx - 3 '

^ C/( q q()4

^'-d(CGCGP- 1]
x \1TGGGC, ^'

55 b'-d(GGGcA-Fla-T AGGGiG
"

G 1 Ar 0 004

3'-d(CGCGr- G A AP7GCGG) -'

56 5'-d(GGGCA IG G1~1GGGGCA 3' 12 % 0 002

3' d(CGGGT i l\ GAGG
"

57 S'-d(GCGCA 1 1^ G1 i ACc.CG) 3' 20 Ar 0 00l

V d(CGCGr- G IG hGgCGG) 5'

SIO rG ü(GCGCA Fla I-l*v~CGCG) 3' 3s G 0 001

S12 3 '-d( GCGC A-Fl a GT-PGCGCG) j 1 8 Gr 0 00}

Tabelle 4 Repai minuisbeiiteii (t 10 G) unel Quinten uisbeukn (-» s() Ce) des hehtindu/ieiten

Repaialuipin/esses m den DN V Doppelst! aneen S4 S5 S6 und S7 und dei beiden entspieehenden

binzelstiangc S10 und S12 G ->N s
- 10 uU GG> uni 1st) ml/ N »CI 7s m/\/ rns/ITCI pH = 7 s Die

lichtinlensiiai wurde mit einem Zwei F uni OplomeGi \on LiiilJ A/G a; G t liitoloj] cetnessen

G I Mill

Inlciessanteiweise ist die Repaiatui m den Lmzelstiangen SIO unel S12 last genauso

schnell 03 G bzw I8G) wie in den entspieehenden Doppelsiiangen Dies ist eine

ubei laschende Beobachtung, ehe genauci unteisuilu weiden muss Es gibt venglcichbaie

Unteisuehimgen Im den oxidativen Flektionentianslei m DNA, bei dem auch

festgestellt winde class che Llektionenttansleiiaten zwischen Lmzel und Doppelsiiang

kaum vanicien Dies winde mit unieisehiedhchcn Hoppin^ Piozessen je nach Stiangait

begitmdet

G



3. Synthese von Ribollaviniiucleosiden und ihr Einbau in DNA

3.6 Weitere Eigenschaften

Auffällig ist weiterhin, dass das Fluoreszenzverhalten des Flavins abhängig von der

äusseren Umgebung ist. Wie schon in Abschnitt 3.5.2.2 besprochen wurde, ist die

Fluoreszenz ties Fhivins, wenn es im DNA-Lmzelstrang neben einem Guanin eingebaut

ist (S3, Abbildung 42A Kurve b) im Vergleich zu einem Flavin in einem poly T-Umfclcl

(S2, Abbildung 42A Kurve a) fast vollständig gequenschf. Dieser Effekt ist auf einen

lichtindiizierten Elektroncntransfer des benachbarten Guanosin auf das Flavin

zurückzuführen. Dadurch ergibt sich zwischenzeitlich ein |"G'...Fla" 1-Zwitlerion.

Dieser Elektroncntransfer ist nur möglich, wenn sieh beide Heterocyclen in

unmittelbarer Nähe zueinander befinden, d. h. dass sich das Flavin im DNA-

Bascnstapel befinden muss (Abbildung 40). Dieser Effekt lässt sich auch beobachten,

jedoch etwas weniger shirk ausgeprägt, wenn sich die Guaninbase im Gegenstrang

befindet (Abbildung 42B Kurve e). Tauscht man die Guaninbase gegen ein Adcnin

(Thymin oder Cxtosin) aus (Abbildung 42B Kurve dl. kann man zwar auch eine

Abnahme der Fluoreszenz im Vergleich zum korrespondierenden Einzelslrang

(Abbildung 42B Kurve c) feststellen, diese ist jedoch dadurch zu begründen, dass der

Einzelslrang immer eine höhere Absorption (im Vergleich zum Doppelsinnig) besitzt,

was bei den Experimenten zur Bestimmung des .Schmelzpunktes ausgenutzt wird.
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1
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i

i

T
i
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G
T

T
F

T
T

C
T
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G
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G::::C
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i i

C -::: G

/ / a u
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/ nm *-
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Abbildung 42 I luoies/en/veih rlten von S2 S3 un I in/ebli nu; ( V) und SI im EmzelstiaiA sowie St

mit A und G dis Gejenbnsen im Doppelsti aig (1$)

Dieses sein ubciiaschende Fluoieszenzvethalten det Flavin entlniitenden DNA-

Emzelstiange S12, S9 S10 und S8 konnte auch duich IIPLG rxpeiimente bestätigt

weiden Hieilui winde eine Mise hung S12 S9 S10 und S.S ubei eine Umkehiphasen-

HPLC aufgcliennt und anschliessend mittels eines Absoi plions und eines

riuoieszcndetektois untetsucht (Abbildung 4 A Duich den duckten Vcigleich von

Absoiplions und riuoieszeiizchiomatogiammen konnten Konzentiattonslchlei (odei

Ungenauigkeiten) ausgeschlossen weiden S12 und S9 bzw SIO und S8 sind ehe jeweils

koiicspondicicndcn DN \ Lmzelstiange mit und ohne 1- L Dimei Aullalhg hictbei ist

class bills das LIavin Coenzvm dutch em \ L Basen|)aai vom T-T Dimei getiennt isl

(S12 und S9), seme 1 hioieszenz seht staik vciimgeit wud Diesei Effekt winde bishci

bei keinem dei andeien Flavm enthaltenden DNA Stiange bcob.ichtct

<S1



3. Synthese von RiboHavinnucIcosiden und ihr Einbau in DNA

e-
'

A

r 1-
d

0- c ! 1

a. u.

-i- ~j\G
u

15 20 25 30

tl min *-

200

150'

I00

// a. u. 50'

0-

B

15 20 25

tl min —

30 35

Abbildung 43 Absorptions- (A) und riuorcszenz- (R> \ erhalten der DN \-Sti.ingc S12 (n), S9 (IG, SIO

(c) und S8 (d). gemessen mit zwei Detektoren mittels Gmkehiphasen-llPLG (Absorption: I60 nm;

Fluoreszenz: Anregung: 566 nm, Emission 520 nm» in emei Messung

Die Besonderheit in diesem Fall ist, dass das Coenzym von zwei Adeninbasen umgeben

ist. Diese bilden anscheinend zusammen mit dem Flavinnucleotid eine Untereinheit, die

für die Verringerung der Flavinfluoreszenz verantwortlich sein kann. Bei diesen beiden

Strängen wurde weiterhin beobachtet, class sie sich zwar sehr leicht reduzieren lassen,

jedoch ist die Aufoxidation des reduzierten Flavins in beiden Fällen im Vergleich zu

den analogen Strängen S10 und S8 um einen Faktor von fünf langsamer. Dies ist ein

weiteres Indiz dafür, dass sieh im Fall von S12 und S9 das Flavin-Cocnzym in einer Art

Tasche befindet, die durch die benachbarten Adeninbasen aufgebaut wird.

Interessanterweisc liegt tlas Flav in in der Photolyase als FAD-Cocnzym (Abbildung 44)

in der reduzierten und cleprotonierten Form vor. Fs ist denkbar, dass die besondere LG

förmige Anordnung von Adenin und Flavin beim FAD, dafür ausschlaggebend ist, class

das Flavin in der reduzierten Form im Ftizvm stabil ist. Auch Stuchbrttkhov und

Mitarbeiter haben in ihren Modellstudien herausgefunden, class beim Elektronentran.sfer

in der DNA vom Flav in der Phololvase auf das geschädigte T=T-Dimcr wahrscheinlich

das Aelenin des FAD involviert isi.h21

S1



3 Svnlhcse von Ribollavinnucleosidcn und ilu Liiib.ru in DNA

Abbildung 44 Detail dei DN\ Phololvase mit den beiden Coenzymen (links FAD rechts Deazallavm)

Eine weitene Besonderheit ist, class ehe Lluoieszenz (Abbildung 43) bei den Pyumidm

Dimei enthaltenden Sttangcn (S12 und SIO) mmdeslens um einen Faktoi zwei staikei

ausgeptagt ist, als bei den entspieehenden intakten Stiangcn (S8 und S9) Dies ist eine

weitem ubei laschende Beobachtung, ehe vielleicht dutch einen oxidativen

Elektionentiansici vom T=T-Dtmei aul das Flavm Coenzvni zuiuckzuluhien ist

sA
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O H
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3.7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen diesei Disscitation winden die Figenschalten von Flavm-Nucleosiden

unteisuchl und eiste Llav m enthaltende DN 3-Stiange sv nthetisteit, ehe m dei Lage

sind. UV-mduzieite D\ VSchaden mit Hille von Licht als Fneigiequelle selbst zu

lepaneien Diese Ligebnissc heiein uns wichtige Inloimationen ubei die Funktion det

Phololvase Weitet hin heleit diese Foischiing the Basis Im die LTnteisuchimg des bishei

nm sein wenig eiloischten i edukt ix en Elektionentiansici duich DNA Die aussei ge¬

wöhnlichen Eigenschaften dei I lav mnucleoside und che eizielten Eigebnisse sind che

Giunclluge Im eine weiteieehende Loisehung aul diesem Gebiet

r 3

500 550 600 650

A I nm *-

Abbildung 45 riuoies/en/\eih itten von Flav m ( oenzvm enth iltenden DNA Lmzelslianeen /

Intensrlat, A Wellenlänge

Beim letluktiven Flektionentiaiislei in DN \ wai ubeiiasthend dass den 1 =T-

Dimeise.haden selbst dann ihx h icpaiieii winde wenn das Flavm Cocnzvm clinch

34



3 Synthese von Ribollavmnueleosiden und ihi Einbau in DNA

em dazwischen hegendes Basenpaai (ubei 17 Lmzelbmdimgcn) vom T=T-Dimci

geltennt wat (S6) Die Geschwindigkeit lut den Eleklionentiaiisfei nahm tun um

einen kikloi von 2 3, im \ ei gleich zu dem dem Schaden bcnachbailen Flavm

Coenzvm ab (S4) Fs konnte nah kein Imtetschied zwischen Einzel- und

Doppelsliang-DNA festgeslellt weiden Lui das Veislandms diesei ubei laschenden

Eigebnisse sind weiteie l meisuchungeti eiloidei lieh, bei denen dei Abstand

zwischen Donoi und \kzeptoi weitet selnittweise eihoht wud (S14 und S15,

Abbildung 46)
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Abbildung 46 DN \ Sti tilge Im

Elektionenliansleis in DN \

Lnteisuehum: ties abslandsabhan^i'Ten reduktiven

Inteiessant ist auch, ob das ubeistluissige Flektion aul den dem Flavm

gegenubei hegenden Stiang ubeitiagen wenden kann Bis jetzt winden nui DNA

Stiange untetsucht. bei denen Llekuonen-Donoi (Flavin) und Akzeptoi (T=- L

Dimei) im selben Stiang hegen Wud det Schaden aikh im Gegenstiang icpaiieil

und kann tlas Flektion somit auch in den komplementaten Stiang gelangen7

hs



3. Synthese von Riboflaviiuiucleosiden und ihr Einbau in DNA

• Das Flavin-Coenzym zeigt in einer Oligonucleotid-Umgcbung aussergewöhnliche

Eigenschaften: Befindet sich das Flavin in Nachbarschaft zu einem Gttanin, ist seine

ausgeprägte Fluoreszenz bei 520 nm Wellenlänge (Anregimgsvvcllenlänge: 360 nm)

Last vollständig gelöscht. Aus den Absorptionsmessungcn zur Bestimmung der
C?> £C 1. Ca Ca

Schmelztemperatur der DNA-Doppelslrange wissen wir auch, class das Flavin

unleiyehiedhch gut mit seinen gegenübeihegenden Basen paart. Dies sind sehr gute

Voraussetzungen, class je nach Paarungspartner sich das Redoxpotential des Flavins

ändert (vgl. 1.4.4) .
Diese Eigenschaft der Flav in-Coenzyme könnte man sich für die

Entwicklung neuartiger DNA-Chips zu Nutzen machen. Llierbci könnte in den hot-

spot Regionen der aus medizinischer Sieht interessanten DNA-Sequenzen Flavin-

Coenzymc (19) eingebaut werden, die über einen Thiollinker mit einer

Goldoberllächc verbunden sind (Abbildung 47).

Abbildung 47 DNA-Doppelsibinge mil unteisGhtedhJicn Gegenbasen gegenüber dem Flavin-

Gocn/vms ( 19) Das Flav m-Coenzym ist ubei einen Thiollinker aul einer Goldoberllächc beleslrgt.

Dadurch kann das Redoxpotential des Flavins je nach komplementären

Doppelstrang individuell gemessen werden und ohne grossen technischen Aufwand

zur Auswertung herangezogen werden. Die übliche, aufwendige Markierung der

Patienten-DNA und die kostspieligen Anaivsemethotlen waren in diesem Beispiel

nicht notwendig.

• Für die Untersuchung der Funktion der Photolvase gibt es zahlreiche

iVIodellverbindungen. in denen man versucht, die Anordnung der Coenzyme (Flavin

und Deazaflavin) zum geschädigten Pvrmudiiisehaden nachzustellen. Diese

Verbindungen versuchen u. a. daiiiber Attfschliiss zu geben, ob der grosse Abstand

\aäi

hb
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3 Synlhese von Ribollavmnueleosiden und ihi Embau m DNA

10 aus dem bteiatuibekannten Ribodeazaliavm 25 ausgebaut weiden kann

(Abbildung 48)

OH

24 25

Abbildung 48 Wertere Dea/allav mb nisteine 24 25 die es eimusilichen dis Dea/atlavin m che DN V

aiiiilog 10 einzubauen

<sA



4. Synthese und Eigenschaften von Flavimibonuclcosiden

4 Synthese und Eigenschaften von Flavinrtbo-

nucleosiden

4.Î Einleitung

DNA und RNA sind die Träger der Erbanlagen aller lebenden Organismen auf der

Erde.'189' Bausteine für diese Makromoleküle sind die Nucleoside Adenosin, Cytidin,

Guanidin, Thymidin und Lüidm. Im Fall der DNA greift die Natur für den

Zuckerbaustein, auf die /?-D-2'-Desoxv ribose zurück, während bei der RNA

ausschliesslich die />D-Ribose zu finden ist. Jeweils zwei DNA-Stränge formen einen

antiparallelen Doppelstrang, in dem die Sequenz der vier Basen die genetische

Information codiert (Abbildung 49).

NH,

dA dC dü df

Abbildung 4') Die DNA Bausteine Vdenosm. Cvtosin. Guanosin, The mahn

Die RNA komm! meistens einzelsträngig vor und hat z. T. katalytischc Eigenschaften.

Durch Fällung kann es auch zur Doppelstrangbildimg kommen. Schon lange

beschäftigen sich Wissenschaftler mit der Suche mich Indizien, class die biochemische

Grundlage für die DNA auf einer präbiolisehen RNA-Welt beruht/191"1""'1 Hier werden

der RNA nicht nur phenogvpisehe (katalvtische) Eigenschaften, sondern auch

genotypische (informalionscodieiende) Eigenschaften zugeschrieben.'196* i9/1 Für die

RNA-Welt Lheoric. nach dei the RN V m der Evolution noch vor der DNA und den

Pioleinen entstand und dort die alleinige Hauptrolle spielte, gibt es viele Indizien:

89



4 Svnlhese und Eigenschallen von Flaviiuibonucleosiden

* Die Gene einigen Vncn bestehen aus RN V (z B Tabakmosaikviius) Bei speziellen

Reliovnen (z B Imunschvvacheviitis Hl\-I) wud die genclische Infoimation von

den RN \ aul che DNA ubei nagen, statt wie üblich von DNA auf RNA "9S 2001

» 198] landen Cceh und Altmann, dass RNA-IVIolekule, genau wie Pioteme, als

Enzvme vvnken können Spezielle RN \-\lolekule, ehe Ribozyme, sind m dei Lage,

ehe genetische lnloimation zu piozessieien und chemische Reakbonen zu

l , r HCl AI]
kataiv steien

• Die Desoxvnbose und ehe Ihvmmcmheiten dei DNGA wenden duich Mochlikation

von Ribonucleotide!! gebildet Im Gegensatz d izu entsteht kein bekanntes

Ribonucleofid aus einem Desoxviibonucleoticl|ls9'

Zusanmietilasscncl besagt che ,,RNA-Welt"" Thcoiie, class ehe Evolution des genetischen

Systems eine Phase cluiehscluitt, m dei ehe RNA-Molekule che genclische lnloimation

cotheilen. ihie eigene Rephkatton kataivsteiten und em Repeitone von enzymatischen

Aktivitäten einwickelten Diese Fähigkeiten wuiden dann wählend dei Evolution clinch

giossen Selcktionsdiuck optinueit und chlleienzieil,|Lr "''"''
In den letzten Iahten hat

sich deshalb ein giosses Inleiesse enlwtekelt. Ribozvme zu Imclcii odei auszuwählen,

ehe neue und mlcnessantc katalytische Eigenschaften besitzen i~'(M'

Im Huibhek aul ehe Sehlusselliage - wie man eine kalalvtisehe Funktion m emei

Ohgoniicleotid Umgebung icalisieien kann - ist bcsondeis ehe Coenzym enthaltende

RNA von Inleiesse Coenzvme sind kleine oiganischcn Moleküle, die chemische

Reaktionen in dei aktiven Tasche von bestimmten Enzymen katalysieien Das Piotein

billigt das Coenzvm und das Substiat m unmitlelbaie Nahe und tinlcistutzl, duich jt tt

Stapel Wechselw nLungen und \\ asseisiollbitickenbnidungen ehe k.italy tischeu

Eigensehalten des Coenzvyns Fnnge dei wiehtigsten Coenzvme wie Ribollavm (LAD),

Ribodeazaliavm (F12.A Nieotmamid tN \D) odei gewisse 1 olatdeiiv ate enthalten eine

von den Ribose abgeleitete \nkeigitippe und veilugen ubei IT Donoi und LI

Akzcptoigluppen veigleichbai mit denen dei hetkommhehen Nuelcobasen Diese

Hauptmerkmale sollten es diesen Coenzvmen im Pnnzip ei Lauben, als

00



4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonuclcosiden

informalioiistragendc Nucleoside mit potentiellen katalytischen Eigenschaften in einem

Oligonucieotttl Umfeld zu wirken. Bei Ribose-enthaltenden Cocnzymcn wird deshalb in

Erwägung gezogen, class sie fossile Zeugen eines auf Coenzym-RNA basierenden

r,, rr , ,
•

i I 161. 164]
Stollwechsels sind.1

Von grosser Bedeutung sind in diesem Kontext auch die Arbeilcn von Eschcnmoser und

Mitarbeiter'19" -nft-2071
Erbat sich intensiv mit der Fragest eil un g nach clem Ursprung des

Lebens beschäftigt. Hierbei hat er sich auch nachdrücklich mit der Frage befassl, ob es

sich bei der /»-RNA um einen ehemaligen Konkurenlen oder gar Vorläufer unser

heutigen Nueleinsäuren handelt. Die »-RNA besteht aus den gleichen Bausteinen wie

the RNA und ist somit ein RNA-Konstitiitionsisomer. Sic unterscheidet sich von der

RNA dadurch, class der Ribose-Baustein in der Pyranosyl- statt in der Furanosylform

vorliegt. Experimentell konnten Eschcnmoser und Mitarbeiter nachweisen, class es sich

bei der /»-RNA im Vergleich zur in der Natur vorkommenden RNA nicht nur um das

stärkere, sondern (mit Bezug auf den Konstitutionsmodus der Basenpaarung) auch um

das selektivere Paarungss)stem handelt. Auch bezüglich der Fähigkeit zur

Sclbstrcplikation weisen die neusten Experimente auf eine Überlegenheit der /»-RNA

gegenüber der RNA auf chemischer Ebene hin: /»-RNA-Basensequenzen können durch

teniplat-kontroliierte Ligation von Tcilscquenzen unter potentiell natürlichen

Bedingungen replikativ kopiert werden.

Zur Klärung der Frage, wie man eine katalvtische Funktion in einem Oligonucleotid-

Umfcld realisieren kann, haben wir uns mit der Synthese und den Eigenschaften von

Coenzym-enthaltenden Nuelcobasen und Coenzym-DNA und -RNA beschäftigt. Von

besonderem Interesse war hierbei die Frage, ob DNA otler RNA in der Lage sind, die

katalytischen Eigenschaften von eingebetteten Coenzymen so gut abzustimmen wie es

in der Protcinhiille eines eoenzv inabhängigen Enzyms möglich isl.'b6' 162 168, 20S' ?09'

Coenzvme wie FAIN (Flavinmononucleotid) katalysieren eine Vielzahl von wichtigen

Elektronen- und Sauerslofftransferieaktionen. Der wichtigste Bestandteil von FMN ist

das Riboflavin.' ~,s"l6°|
Es verfügt übet das gleiche WasserstolTbrückenmuster wie die

DNA- bzw. RNA Basen Thvnndin und Undm und könnte auch über seine 3'.5'-

Ribitylkette in Oligonucleotide eingebaut werden. Um die konstitutionellen

öl



4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

Unterschiede zu den Standard-Niicleobasen herauszufinden, haben wir die

Verbindungen 26, 27, 28, 29 und 30 als potentiell kalalylisch aktive Nuelcobasen für

DNA, RNA und pyranosyl-RNA (/»-RNA), synthetisiert (Abbildung 50).

26 R ,-- OH 28: H, - OH, FL -_H

27: R = H 29: R, - H, R, =H

30. R, =H, R2=F

Abbildung 50 Zielmolcküle.

Alle Verbindungen sind sehr nahe Llomologe der RNA-Base Uriclin. Sie können auch

als präbiotischer Vorläufer des Riboflavins betrachtet werden.'210' 2 l] Einbau aller 5

Flavin-Derivale in DNA. RNA und /»-RNA könnte die Svnlhese von Ohgonueleotiden

(z. B.: Coenzym-/»-RNA) ermöglichen, die völlig neue optische, kalaivtische und

Redox-Eigenschaflen besitzten könnten (Abbildung 51 gG'h-20/-2A

Im folgenden wird die Svnlhese von sechs Flav in-Coenzyni-Derivalen beschrieben. Die

beobachteten chemischen Eigenschaften dieser Verbindungen erlauben zum ersten Mal

eine Einschätzung ihrer Funktion als mögliche Rasenpaarungspartner in RNA und /»-

RNA.
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1 Svnlhese und Eigenschaften von Flavinnbonut leosiden

Abbildung 51 Cocnzvm p RN \ mit Fl iv inpvi mosid B uisiunen

4.2 Synthese und Eigenschaften von Flavinribopyranosiden

4.2.1 Synthese eines rhivinnbop\raiwsids

In dei Liteialui winden 1 lav im iboside'1' ' eistmals 19"»/ besclnieben
',|()1 Kuhn und

Milaibeitei svnlhetisieiien nachdem ihnen 1932 die Entdcekung und Chaiakleiisieiimg

von Vitamin B-, gelang niclneie I lav mubosidc ehe sie chaiakteusieiten und wegen dei

nahen Vctwandsihalt zum Ribollavm aul ihie Figenschalten hm tmteisuchtcn
lVi 1'1'

Die Heistcllung diesei \eibmdungen civvies sieh icdoch ils ausseiotdenhch schwielig

was aul die sein giosse Sauieemplmdlichkeit dei übet das N(lü) veiknupllen

Flav mubosidc zuiuckzuluhien ist
n

Die eisten Svnthesen bei denen D Rtbose (31)

duckt mit Nilioxvhdm (2 \itio 3 4 dmiclhv lanihn 32) Gvcosicheil winde und

anschliessend zum Lhvm umgesetzt winde scheiicikii Es gclaim ihnen nm aul
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4. Synthese und Eigenschaften von Fiavinribonuclcosidcn

Umwegen, über die acelyliertcn G-Nilroxylichn-Glyeoside, zum Ziel zu kommen. ^

Darüberhinaus gelang es der Gruppe zu der damaligen Zeit nicht, die Konstitution und

Konfiguration der Flavinribostde aufzuklären. Zu Beginn dieser /vrbeil stand deshalb

nicht fest, welche der möglichen Zucker-Konsiituiions- und Konformationsisomere

tatsächlich erhallen werden können. Kuhn und Mitarbeiter postulierte für den

Ziickcrbauslein der gefundenen Verbindung eine furanosidische Form, die über eine /»

glycosidische Bindung mit dem Flavm veikniipft ist. Diese Annahme konnle im

Verlaufe dieser Doktorarbeit berichtigt werden. Es handelt sich beim Kuhnschen ,,10-D-

Ribosiclo-6,7-dimclhylfla\ in"' um ein Nueleosid der Pyranosc-Rcihe, bei dem die Base

/Aglycosidisch mit dem Zucker vethunden ist. Dies konnle mit Fülle einer

Röiitgenstriiktuinnalyse eindeutig nachgewiesen werden.

Um einen synthetischen Zugang zu Flavinribosiden zu erarbeiten, wurde zunächst die

Kuhnschc Synthese nachvollzogen. Im ersten Schritt wurde D-Ribose (31) mil einem

grossen Überschuss an Nitroxvlidin (32) und katalytischen Mengen an

Ammoniumchlorid in absolutem Ethanol erhitzt (Schema 9). Man erhielt das intensiv

orangefarbene Nitroxylidmribosid ii nach Filtration über Celile als eine 1:1 Mischung

i n i pio ny
von «-unci /»-Isomer.
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonuelcosideii

CHO

H-

H-

H-

0|, Nitroxylidin,
EtOH, NH4CI

-OH
^

-OH

CH2OH

31

61 %

,-G)
(CH3CO)20,

Pyridin

0

0

Os .0

R - N02

R-= NH,

X

b

0-

HIXG

OoN

1. Pt02, EtOAc,

FL, N(Et)3

2. Alloxan,

B(OH)3.
CH3COOH

»

1 .+2. 50 %

Nitroxylidin: o2N

HpN'

40 % HO'

32

C2'OH er
„

OH N NH

26 O

Scliemn 9 Svnlhese von 26 nach Kuhn

Die beiden Isomere wurden nicht isoliert. Durch die Acelylicrung der freien GL1-

Gruppcn in 33 mit Essigsäurcanhvdrid in Pviidm und anschliessende

Säulenchromalographie wurde 34 ;ils remes a-Isomer 111 Form von feinen gelben

Kristallen erhalten. Mittels NMR und Röntgensirukturanalyse (Abbildung 52) des

acetyliertcti Ribosids 34 konnte gezeigt werden, class die neue Verbindung in der

Pyranose-Form vorliegt und über eine Gz-glvcosidische Bindung mit dem Nitroxylidin

verknüpft ist.
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosidcn

Abbildung 52 Rontgenstiukturanahse von 34 m dei Pvianose Konliguration.

Die thermoclynamisch weniger begünstigte a -Konfiguration wird vermutlich vor allem

durch eine gegabelte intramolekulare Wasserstoffbrücke zwischen N(1)H als H-Donor

und tien II-Akzeptoren am 0(4) und 0(9) begünstigt, die in der//-Konfiguration nicht

möglich ist. Durch nachfolgende Reduktion der Nitrogruppe von 34 mit Wasserstoff

und PtOi als Katalysator zur Ammogruppe in 35 und sofortige Umsetzung der

instabilen Veibindimg 35 mit einer Suspension aus Alloxanmonohydrat und Borsäure in

Eisessig wurde ein neues Flavmnbosid (36) m 50 G Ausbeute erhalten. NMR-

Untersuchungen bestätigten für das neue Flavin //Ribopvranosid die erwartete Struktur

36. Die vollständige Umwandlung des reinen a- Konfigiiralionsisomcr 34 in das ß-

Kotifiguralionsisomcr 36 lasst Schlüsse aul einen Reaktionsmeehaiiismus über ein

offenkettiges Imin-Inlermedial zu. Das saure Medium während der Synthese von 36

erlaubt scheinbar die Ringöflnung des V.G-Acelal-lntermedials zu dem

korrespondierenden 1min, so dass steh wählend der Reaktion ein a//?-Gleichge\\ichl

einstellen kann. Bei der Kondensation von 35 nut Alloxan scheint bevorzugt das ß-

konfiguriertc Produkt zum Produkt 36 zu reagieren. Dieses enthält den grossen

tricyelischen Flavmgrundkbrper sowie zwei der drei Aeetatgruppen am Zucker in der

ihermoclynamisch bevorzugten äquatoiialen Stellung. Bei der Flav insynlhese entstehen

noch zwei weiteie Flavine. the ledoeh aul Grund der gelingen Menge nicht isoliert und

charakteiisiett werden konnten. Im letzten Schutt konnle die Zielveibindung 26 tlurcli
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4 Synthese und Eigenschallcn von Flavmiibonucleosielen

Abspaltung dei noch voihanden Acetatschutzgiiippen mit ammoniakafischei Methanol

Losung anaiv seinem als stabiles gelbes Pulvei m 48 G Ausbeute eihalten weiden Zui

emdeuligen Identilikalion dei Konliguialion dei glvkonchschen Bindung und um ehe

potentiellen Möglichkeiten von 26 als katalvtiseh aktive Base in emei /»-RNA zu

nntei suchen, winde eine Roiilgensltuktuianalvse angefeit igt Die Kustallstiuktui,

abgebildet in Abbildung il zeigt Im 26 eine ß iibopyianositlisehe Stiuktui, die m dci

ei walteten theimod>namisch günstigen Scsselkonloiniation voihegt Det

Toisionsvvmkel dci glycosiehschen Bindung ist -122 1° (anti) Diese anti Konfoimation

dei Base, in Bezug auf den Zucken ist unbedingt notwendig, wenn 26 als eine mögliche

Standaidbase im /»-RNA DoppeKtiang paitizipieien will
in / im9i g>/ n

kS

/ -\
i

\

/

\
/

\
/

A

/
A

/

\

\
c-

/

G )

i '

Abbildung 53 Ron!censliukini anaiv se von 26 in der P\i most Koni iah ition

NOL-bxpeiimentc (mit 26 m CDC1 ) zeigten dass che eiloidei liehe anti Konioimatton

des FLivm//1) nbop)ianositls 26 auch m Losung donnnieil Wenn man in che

Rcsonanzliequenzen von (G9) 11 einstnihlf cihalt man einen staikcn NOF Effekt den

axial oi lentiei ten Piotonen C{2") II und C(4 ) 11 Es gab keine Signale eigiossciung im

Falle des C( F) II Signals Diese NOF Expeiimente /tisammen mit clei Ronigen

stiukluianal)se. zeigen deutlich dass das 1 lav m/»G ibopvianosirl 26 (a) ehe Loiiektc

P)tanosvl Konstitution (b) che ei louleilic he //Konioimatton an dei glykosiehsehcn
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavmiibonticleosidcn

Bindung und (c) ebenfalls die gewünschte anti-Konfiguration der glykosidischen

Bindung besitzt. Diese drei besonderen Eigenschaften sollten es 26 ermöglichen, als

informationstragende Nucleobasee in einer/»-RNA-Doppelhelix mitzuwirken.12(hl

4.2.2 Synthese eines Flavindesoxyrihopyranosids

Die Synthese des 3,-ücsoxvribop> ratios) lflav ins 27 war erforderlich, da sie einen

einfacheren Zugang zur /»-RNA im Vergleich zu 26 ermöglicht. Ausschlaggebend

hierfür isl die Tatsache, class 27 durch die fehlende OFt-Gruppe in der 3-Position der

Ribose leichter mit den für die 13NA (oder RNA) Synthese notwendigen Schulzgruppen

modifiziert werden kann. Bei 26 ergibt sieh im folgenden das unausweichliche Problem,

dass drei gleiche, sekundäre OLLGruppen unterschiedlich modifiziert werden müssten.

Der Erfolg einer solchen Strategie ist nicht voiherzttsehen und geht in den meisten

Fällen mit erheblichen Ausbeuteverluslcn einher. Dieses Risiko und die auf jeden Fall

in Kauf zu nehmenden hohen Ausbeuleverluste kann man umgehen, wenn man von

vornherein eine Verbindung herstellt, in der nur die für den Einbau in ein

Ohgonucleotid nolwendigen zwei Verknüpfungsmögliehkeiten bestehen, wie es bei 27

tier Fall isl. Für den späteren Einbau in Oligonucleotide hat dies zudem den Vorteil,

class keine sterischen Probleme bei der DNA-Synthese aufgrund der ansonsten

notwendigen Schtitzgruppe an tier nicht benötigten OII-Gruppe auftreten können.

/-Vusgangspunkl für che Svnlhese von 27 (Schema 10) ist tlie 1,2:3,5-Bis-O-

isopropyliden-cz-D-\\lofuranose (37). Diese wird mit einer Mischung aus

AcOH/llCOÜH/HÖO einfach entsehützt und man erhält 38 in 84 VF Ausbeute. Die freie

primäre Ofl-Gruppe wird mit Triphenvlmethvlchlorid unter basischen Bedingungen

geschützt und 39 kann in guten Ausbeuten (90 C) isoliert werden, wenn die Reaktion

unter absolut wasserfreien Bedingungen durchgeführt wird. Aus diesem Grund

empfiehlt sich die Zugabe von aktiviertem Molekularsieb während der Reaktion. Die

freie .V-OH-Gruppc wird anschliessend mil CS2 und Methyliodid in alkalischem

Medium in das Xanthogenai 40 überführt.
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Schema 10 Sentîtes«, von 27

Bet dei lolgenden Desoxvgeniciniu von 40 zu 41 mil I iibutvlzinnhydiid unci AIBN m

Toluol ist aul melneie Punkte zu aehicii tl t es ansonsten bet diesen Rcaklion zu kemei

bzw nm zu emei unvollst tndigen Retktion kommen kann Zum einen ist daiaul zu
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4 Svnlhese und Eigenschaften von Llavmiibonucleosiden

achten, dass das 1 nbutylzinnhydiid voi dei Reaktion (iisth deslilbcit wud, zum

andeien sohle das AIBN 111 seh umknslallisieit weiden und weiten hm ist noch wichtig

class das Toluol vollständig entgast ist l nbuvlziinihydiid kann auch pioblcmlos clinch

Tiis(liimeth\IsiI\l)silan ei setzt weiden
' ' ! Die komplett einschätzte »

Desoxvnbose 42 wild clinch mehistundigcs Ruinen von 41 m 80 Ac Essigsaiue bei 80

°C eihalten Diese Sehn! te s nul soweit auch hteiatiu bekannt ' MS ' nl

Im Folgenden vvuide 42 mit einem aiossen LJbetschiiss à\\ Nitioxvdidm und

katalytischen Mengen an \nimoniumchlotid m absolutem Fthanol cilutzt Man et hielt

ehe intensiv oiangefaibenen Nitioxv lidimibostde 43 und 44 nach Ftltiation ubei Celile

m guten Ausbeuten (3 } G ) als eine Mise hung von ce und ß Isomei Die beiden Iseniiete

konnten lui ehe Chaiaktensieiung duich mehitachc Iviistalhsalion aus Acelon getiennt

weiden Duich ehe yVcetv heiimg clei lieien Oll Giuppen in 43 und 44 mit

Essigsameanhydiid m Pvndin und anschliessende Saulcnchioniatogiaphic winden che

beiden aeetyheiten a und //Lomeie 45 und 46 eihalten Nach nochmaligem

Umkiistalhsieien aus Lthanol konnte das ß Isomet 46 in Foim gelben leinci Nadeln

isolieit weiden wählend das a Lomei 45 Hotz mchilathei Veisuche, lmmei nm in

Foim eines gelbes Pub eis eihalten winde

Abbildung 54 Or le p Plot v -in 46

Mittels NMR und Rontgeiistiuktiuan thse des aeefvbetten // Rtbosicls 46 konnte gezeigt

weiden class die neue Veilnndung m del Pvianose Foim voihegt und ubei eine ß

glvcosidische Bindung mit dein \itioxvlidm veiknuplt ist Bei diesei Veibmdung Imclet
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

man ein statistisches Gleichgewicht zwischen a- und //-Isomeren und nicht

ausschliesslich die thcrmodynamisch ungünstigere «-Verbindung, wie im Fall von 34.

Beim öGsomcr 45 entfällt, durch che fehlende 3*-Subslilution der Ribose, die

Möglichkeit zur Ausbildung einer stabilisierenden gabelförmigen Wasserstoffbrücken-

binelung. Aus diesem Grund stellt sieh ein Gleichgewicht zwischen den Isomeren ein.

Die Ausbeute dieser Stufe war mit 38 c,c schlechter als bei analogen Reaktionen. Als

Grund hierfür kann die Spaltung der /V-glykosiehsehen Bindung von 45 und 46 während

der Reaktion angeführt werden, die in dieser Form nur bei der Synthese von 34

beobachtet wurde, obwohl die Reaktionen unter basischen Bedingungen ausgeführt

wurden. Als Ncbenverbindung konnte deshalb bei dieser Reaktion immer das l',2',4'-

Triacetylribopyranosid in grösseren Mengen isoliert werden (Abbildung 55).

Abbildung 55 1", 2", -F-Ti ueetvli ihopvranosiel

Durch nachfolgende Reduktion der Nitrogruppc in 45 und 46 mit Wasserstoff und PtO->

als Katalysator zur Aminogruppe und sofortige Umsetzung dieser instabilen

Verbindung mit einer Suspension aus Alloxamiionohvdral und Borsäure in Eisessig
o l

- O

wurde ein neues Flav inribosid 47 in 5 Vr Ausbeute ei halten. Die geringe Ausbeule im

Vergleich zu 36 ist gegebenenfalls darauf zurückzuführen, class das a/ß-

Isomerengemisch 45 und 46 nicht durch eine gabelförmige W assersloffbrüekenbindung

wie beim cz-Isomer der Ribose 34 bei der Hxclricrung stabilisiert wird und aus diesem

Grund die Zersetzung der Veibindung beschleunigt wird. NMR-Untersuchungen

bestäliglen lür das neue Flav in-// Ribopvranosid die erwartete Struktur 47. Für die

weiteren Untersuchungen miiss ehe Ausbeute von 47 gesteigert werden und tlie

vet bleibenden Sehutzgruppen mit ammomakalischer Methanol-Lösung entsehützt

werden. Nach der Einführung der fur die Ohgonucleotid Sxnthese relevanten

Sehutzgruppen kann 27 als potentiell kataiv tisch aktiv ei Baustein lür eine RNAAVelf

eingesetzt werden.
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4. Synthese und Eigenschalten von Flavmribonucleositleii

4.3 eSynthese und Eigenschaften von Flavinribofuranosiden

Für die Synthese des Llav m-//-D-ribolüranosid 28 wurde der Ribose-Vot läufer in der

Furanose-Konfiguration fixiert. Dies gelang nach einer Vorschrift von Heyns und Lenz.

Llierbci wurde che D-Ribose am CGVOLI benzvlieit (s. ersler Syntheseschrilt in Schema

I |^[22iaa] ßc| j]escr jRcakiion wurde ausschliesslich das 1 '-Benzyl-//-D-ribofuranosid

(48) erhalten und was von weit grösserem Interesse war, ausschliesslich in der

furanosidischen Konstitution. Ausgehend von dieser Verbindung wurden anschliessend

zwei alternative Reaktionswege, mit unteischiedlichen Sehutzgruppenstrategien,

verfolgt.

4.3.1 Synthese eines Flavinribofuranosids via Acetylschutzgruppen

Der Ribofuranose-Vorläufer 48 wurde zuerst mit Essigsäureanhvdnd in Pyridin in das

Acetvbgeschützle Ribofuranosid 49 umgewandelt (Schema II). Anschliessend wurde

che Benz)l-SeliL)tzgruppc mit Wasserstoff und Pd/C als Katalysator enlfernt, und man

ei hielt quantitativ 50 als Ausgangsverbindung fur em auf Ribofuranose basierendes

Fiavinnuclcosicl, Das Ribofuranosid 50 wurde anschliessend mil einem Übcrschtiss an

Nitroxylidin in absolutem Ethanol erhitzt und man ei hielt 51 in 55 7c Ausbeute. NMR-

Untersuchiingen des Produkts 51 zeigten, class this anomere Zentrum der Ribose a-

konfigurierl war. Wichtigstes Kiiteruim für diese Feststellung, class es sich um das ce

Konfigtirationsisomcr handelt, ist em NOE-Signal zwischen dem C(F)-H und dem

C(4')-H des Zuckers. Die Nitrogruppe in \eibindung 51 wurde mit Wasserstoff in

Gegenwart von Pt(V leduziert und die Reaktionslosung diiekt über einen Filter in eine

Lösung von Alloxan und Borsäure in Eisessig gegeben. Das gewünschte Flavin 52

konnle je nach gewählten Reaktionsbedingungen mit einer Ausbeute zwischen 5-20 7c

isoliert werden.
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O.

0-

02N.

HN

O. O Os O

51

1 Pt02 EtOAc H,
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Schema 11 Sxnthese von 28 » /</ VctvIsJmt/.j npjx n

Die unteisehiedhehen Reaktioiisbeclmgungen die bu die Optimienmg den Svnlhese von

52 auspiobictl winden smd m Libelle ^ ziisaminengcslellt Falls ehe Reduktionszeit

wählend dei flxtliogenieiung sein kinz gewählt winde (1 \ mm bei 2 bai Wasseistoll)

konnte das neue Flavm 52 nach Reinigung übet eine piapaiative UPI C in Ausbeuten

bis zu 20 G als leuchtendes gelbes Ruhet eihalten weiden Langcie Reduktionszcnlcn
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l. Synthese und Eigenschaften von Flavmriboiuicleosiden

(bis zur kompletten Entfärbung der Reaktionslösung) verringerten die Ausbeute an

Flavin 52 bis auf 5 %
.

o

TxniiLr
^""

NN C)

H CA J

1 I O

o-G
52 = A: //-Isomer, gewünschtes 53 = C:olTenkcttigeVerbindung

Haupt prod u kt

54 = B: a-Isomer

Ansatz LM Kataiv st Base Extras Zeil Zeil Produkte Ausbeute

(mg) (10 (IL, min) (Alloxan, (Flavin, (G/)

eq)

OaA
A a Nr
N~A-

1 n 3 N A

<2y °

i r

min) Verhältnis

|A:B:C|)

20 60 3 [4:1:1] 8

10 45 3 |12:11:5] 8

10 1 30 3 [4:0.5:11 <5

10 10 1 (FFdukl) 6

20 45 nur Edukt „

100 EtOAc PtO, N(EtA

100 ElOAc Pd/C I0G N(Elh

100 EtOAc Pi02 N(Pth

100 EtOAc PtG2 N(Etg

100 EtOAc Pd/C I0G N(Etg Proton

Sponge

100 EtOAc Pd/C I0G \(FtG

100 EtOAc Pd/ClOG N(El)-,

100 /-BuOAc Pd/C I0G- N(Eth

160 EtOAc Ptl/C 10A \r(FtA

100 EtOAc Pd/C 10G- N(FtG

100 EtOAc Pd/BuS04 NtFth

Tabelle 5 Optiniieuingsuasikhe I'm die senthese von 52.

Wurde die Base, die in einem grossen Lbeiscluiss der Huliierung zugesetzt wurde,

weggelassen, konnte man m sehr guten Ausbeuten em Dei ix al des Riboflavins isolieren,

5 45 2 |17:l:01 17

14 45 1 (+Edukt) 14

10 45 1 17

2.^ 45 1 (+Eduhl) 13

16 10 1 (+Edukt) 18

21 4 1 (+Edukt) 8
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4 Synthese und Eigenschaften von Flavinnbonue leosiden

das det ollenkettigcn Veibmdung 53 enispiach Diese Beobachtung lasst sich mit

lolgenden Reaktionsmeehaiiismus eiklaien (Schema 12)

0?N.

Os O R

09N.

Oy. a
OH

O Ü R

PtÜ BOAc H,

CGN.

O^CA hkN"
I

,-
OH I

Cn -O R

Alioxin B(OH)

GH GOOH

M I

A
NH

N N A)

hex

o o

G0

R O Sohutzqiuppe H

53 R OAc

Schcnia 12 Mögliche Retkiktion /um 1 nun

Als weiteie Nebenveibmclung konnte das a \ lav iiuiboluianosid (54) m Ausheulen

zwischen 2 5 % isolieit wen den

Spezielle NMR UnletsticInnigen des Hauptptodukts 52 wuiden voigenommen, um die

Konliguialion des anomeien Zentiums und che Konloimation dei Base zui

glycosidischen Bindung zu klaien Det eindeutigste Hinweis class es sich um eine ß-

Konliguiation am anomeien Zenit um handelt ist em statkei NOE-Effckt zwischen

C(l ) H und C( \A H Em statket NOF Lllekl zwischen CG)) 11 am Flavm und C(L) FI

an dei Ribose. sowie tun schwache W echselu iikungen /wischen C(9)-H und C(2') II

sowie CC> ) H zeigen, class das Llavm 52 bevoizugt m dei s\n Konlonnalionn venhegt

Die sv» Konloimation dei glveositlisehen Bindung winde es dem Flavm 52 eischwcien

als Base mit Paanmgseigenschalten m einem DNA odei RNA Doppelsttang

rnitzuw nken

Die Abspaltung det Acetv Ischutzgiiippen von 52 winde untei milden Bedingungen

(z B Ammoniak m absolutem Methanol) eingenommen feclot h schlug den Veisuch,
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4. Synthese und Eigenschaften von Flaviiuiboiiuclcosidcn

alle Acetylgruppen abzuspalten, fehl. Die Verbindung 28 konnle nicht isoliert werden.

Dies ist ein staiker Kontrast zu dem ansonsten gleichen Pyrano.sid-Konstitutionsisomer,

bei dem dies ohne Schwierigkeiten und in guten Ausbeuten gelang. Wir haben bei allen

Entschüt/ungsversuehcii festgestellt, class sich die Verbindung 28 sehr schnell zersetzt.

Während der Enlschützungsreaktion wurde immer die Entstehung von

Dimcthvlalloxazm als Zcrselzungsprodukt beobachtet. Die Rcaklion wurde zudem

durch das Einwirken von Licht beschleunigt. Die schrittweise Abspaltung der

Acctatgruppen. einschliesslich der C(2')-H konnte mittels DC verfolg! werden. Es

gelang nicht, die Zielverbindung 28 zu isolieren (auch unter Inehtausschluss und unter

Inertgas). Dies lässt sieh vielleicht auf einen möglichen IL-Transfer von der ,vvn-

sländigcn Flavmbase zum Zucker zurückführen (Schema 13).

hv

HO-

,M.

~-o-

o

"N N
H

"NH

A)

OH
OH

Zersetzung

Schema 13 MoGrchei Zeisetzunesmee hanismus von 2<S untei aneioben Bediiipuneen

4,3.2 Synthese eines Flavinribofuranosich via TIPS- und Acetylschutz¬

gruppen

Bei dieser Svntheseroute wurde x ei sucht, durch die Einluhiung einer TIPS-

Schutzgiuppe am C(5G-OH von 48. eine nachträgliche Lmw andlung der Furanose- in
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4 Sxnthese und Eigenschaften von Flaviniibonutleosiden

ehe Pvianoseloim dei Ribose zu veimeiden (Schema 1 1) um daduieh womöglich aul

weitete Schutzgiuppen verneinen zu können
•>A ^1]

Dies winde ehe Enlschutzimg von

55 untei andeien, mildeicn Bedingungen ei möglichen

Benzylalkohol
1 % HCl

30 -,

HO

O
O

OH OH

48

TIPSCI, Imidazol

DMAP.THF

36 Go

Nitroxylidin
OH FtOH NFl4CI

1 PtO> htOAe H2
2 Alloxan B(OH),

CH3COOt

is? 28

Schema 14 Svnlhese v on 55 i a MPS und GetJtsJiut/^iuppen

Ausgehend vom Riboluianose \oilautei 48 winde ehe pumaie C(5 ) Oll-Giuppe mit

I IPSC1 untei basischen Bedingungen bei Raumtempcnitui geschützt Man eilnell

hicibei nach saulenchiomatogiaphisehci Reinigung 56 in 36 G Ausbeute als bublose,

viskose Flüssigkeit Die Benzvl Schutzgitippe von 5<> winde anschliessend duich

katalvtische Llvdneiung enltemt und man ei hielt qiiantilativ 57 Das Ribofuianosiel 57
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

wurde anschliessend mit einem Überschuss an Nitroxylidin in absolutem Ethanol erhitzt

und man erhielt 58 in 36 7c Ausheule als gelbes Öl. NMR-Uniersuchungcn des Produkts

58 zeigten, dass das anomere Zentrum des Hauptproduktes «-konfiguriert war. Als

.,Nebenverbindung'* erhielt man das //-Isomer (< 15 G ), das nicht vom Llauplprodukt

abgetrennt werden konnte. Der Nachweis der Konfiguration des animieren Zentrums am

Zucker gelang durch COS'S'- bzw. NOE-Experimenfc. Die Nitrogruppe in Verbindung

58 wurde mit Wasserstoff und kataiv tischen Mengen PtO? reduziert und die

Reaktionslösung direkt über einen Filter in eine Liisung von Alloxan und Borsäure in

Eisessig gegeben. Das gewünschte Flavin 55 konnte jedoch auf diesem direkten Weg

nicht isoliert werden. Es konnten zwar Flavine isoliert werden, diese verfügten jedoch

über keine Ribofuranose mehr. Zur Erklärung dieses Sachverhalts sei auf die frühen

Experimente von Kuhn und Mitarbeiter verwiesen, die mit ähnlichen Verbindungen ehe

gleichen Erfahrungen gesammelt haben und diese auch nicht erklären konnten. Da sich

der Versuch der direkten Umsetzung von 58 zu 55 als unmöglich erwies, war die

Einführung von Sehutzgruppen am C(2G-OLI und C(3G-OH der Ribose unverzichtbar.

Aus diesem Grund wurde der Umweg über eine Acetv liertmg mit Essigsäurcanhydrid in

Pyridin zu 59 beschritten. Man erhielt die acetv lierte Verbindung 59 als gelbes Öl. das

in 76 7o Ausbeule als cr-Isomcr eihalten wurde und mit Spuren des /»-isomers (< 5 7c)

verunreinigt war. Die Nitrogruppe von 59 wurtle mit Wasserstoff zum Amin reduziert

und die Reaktionslösung direkt über einen Filier in eine Liisung von Alloxan und

Borsäure in Eisessig gegeben. Das gewünschte Flavin konnte in 10 Gnger Ausbeute

isoliert werden. Die Rcaktionsbedingungen wurden nicht weiter optimiert, da bei dieser

Synlheseroute keine wesentliche Verbesserung der Ausbeute gegenüber der Acctylroute

zu erwarten waren. Die Verbindung 55 konnte als reines //-Isomer nach Reinigung

mittels M PLC isoliert werden. Charakteristisch ist auch hier ein starker NOE-Effckt

zwischen C(F)-11 und G4G-LI der Ribofuranose. der nur in der //-Konfiguration

möglich ist. Ein NOE-Effekt zwischen C(50-LF und C(9)-H am Flavin weist auf eine

iy/;-Konformation am gheosidisehen Zentrum hin. Auffällig ist auch, class das Signal

für das aliphatische C( F )-11 sehr stark tieffeldverschoben is! (7.2 ppm), was darauf

hindeutet, dass das Proton im Rmgstrom des Flav maromalen befindet.
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonuelcosiden

Die Abspaltung der Acetylschutzgruppen von 55 wurde unter milden Bedingungen

(z.B. Ammoniak in absolutem Methanol) vorgenommen. Jedoch schlug auch dieser

Versuch, che beiden Acetylgruppen abzuspalten, fehl und die Verbindung 28 konnle

nichl isoliert werden. Wir haben bei diesen Fntschiitzungsversuchcn festgestellt, class

sich die Verbindung 28 sehr schnell zersetzt. Während der Entschützungsreaktion

wurde immer die Entstehung von Dimcthvlalloxazm als Zersetzungsprodukt beobachtet.

Diese Reaktion wurde ebenfalls durch das Einwirken von Licht beschleunigt. Die

schrittweise Abspaltung der Aeetatgruppen einschliesslich der C(2,)-OAc konnte auf

dem DG verfolgt werden, es gelang jedoch nichl. die Zielverbindung 28 zu isolieren

(auch nicht unter Inertgas. vgl. Schema 13).

4.3.3 Synthese eines Flavinribofuranosids via Acetonidschutzgruppe

Lim die Möglichkeit aiiszuschliessen, dass die Instabilität von Verbindung 28 auf die

basischen Enlschützungsmelhoden, die bei tier Verseilung der Acctat-Schutzgruppen

notwendig waren, zurückzuführen ist. wurde che saurelabile AcetonicLSchutzgruppc

eingeführt, um die Ribose zu schützen. Der Vorteil einer Acetonid-Sehutzgiuppe ist

weiterhin, class sie wie eine Klammer ehe ü-Ribose in der Furanose-Form hält (Schema

15).
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Schema ISSvnthcsc von 61 \ \ui inj S hut/ uppe

Die Svnlhese dei Ct2 KG ) geschlitzten Riboso 60 konnte nath Nishimuia und

Mitaibcitet m sein guten \usbeuten n ichvollzo nm weiden
M

lut che Umsetzung dei

Ribose 60 mit Niiioxvhelm zu 61 n ich emei voisthnlt von Kuhn musste aul
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

wassenfreie Bedingungen geachtet werden, tla ansonsten keine Umsetzung zu

beobachten war und im weiteren Reaktionsvei lauf die Zersetzung des Zuckcrbausteines

auftrat. Die Zugabe von Molekuhtrsieb während der Reaktion erwies sich als hilfreich.

Wurde das Molekularsieb allerdings schon zu Beginn der Reaktion zugegeben, konnte

keine Umsetzung von 60 beobachlel werden und es konnle auch nach mehr als

sechsstündigem Kochen nm das Edukt (quantitativ) isolier! werden. Diese

Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass fur das Stauen der Reaklion Spuren

von Wasser notwendig sind. Im weiteren Reaktionsvcrlanf erreicht man durch Zugabe

von Molekularsieb, class das Reaktionsgleichgewicht auf ehe Seite des Produkts

verschoben wird. Es wurde 61 als rz-lsomer. mit Spuren des //-homers (< 3 7c) in 66 7c

Ausbeute als gelbes Öl isoliert. Die direkte Umsetzung von 61 zu 62 gelang nicht, da 61

mit der freien C(5')-OH während der Hydrierung der Nitrogruppe und der

anschliessenden Umsetzung mit Alloxan und Borsäure Nebenreaktionen einging, die es

nicht ermöglichten, die gewünschte Verbindung 62 zu isolieren. Als Hauptprodukt bei

diesen Versuchen wurde ein Flavin erhalten, an dem laut NMR-Unlerstichungen zwei

Ribosyl-Reste hingen. Die genaue Struktur konnte jedoch nicht aufgeklärt werden

(/Abbildung 56). Die Klärung der Fiage. oh der zweite Ribitylrest wirklich über das

C(5')-0 des Zuckers oder aber am Flavmhelerozvklus über N(l) oder N(3) gebunden

ist, wurde verschoben und ist im Moment Gegenstand tier Forschung. Vielleicht gelingt

es an Hand dieser Verbindung den hchtmduzierlen Zerfallsmechanisnitis der

Flavinribosidnucleotide zu studieren und den postulieiten Mechanismus m Schema 13

zu bestätigen.

Abbildung 56 Vermutliche Sinikinr Jos H.iuptpioJuktcs. class bei tier Gnisci/ung von 61 zu 62 entslaiiel

Auch bei dieser Synthèse war somit der Umweg über eine weitere Schutzgruppe

notwendig. Deshalb w tu tie 61 in Essigsauieanhvdiid und Pvnchn verestert und man

erhielt 62> anaivsenrein und nahezu quantitativ als gelbes Pulver. Um Kristalle für eine
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Rontgenstiuktui zu et halten, winde eine kleine Menge 63 m Ethanol umkiistallisieit

Man 63 winde m Foim lemci gelbet Nadeln eihalten Die Rontgenstiuktui (Abbildung

57) zeigt eine gabelloimige Wasseisiollbiuckenbmdung zw i sehen dem 11 Donoi N( I )FI

und den zwei II Akzeptoien Ot2) und 0(2 ) Das anomeie Zenttum hegt m den u

Konliguialion voi Diese Figebiiisse decken sich auch mit den entspieehenden NMR

l mieisLichungen

Abbildung 57 Rom 'ctisl in klimm ibse von 63

Reduktion dei Nitioginppe m 62> eigab die Amiiioveibmdung che soloil mit Alloxan

und Boisame in Fisessig zui Reaktion gehnteht winde um das Acetomd gesehutzc

Flavmiiboluianosid 64 zu eihalten Diese Reaktion veihel saubet und lepioduzieibai m

22 7c Ausbeute und man et lue 11 64 als gelbes Pulvei Laut NMR Unteisuehimgen Imclet

auch bei diesei Reaktion eine vollständige Konloimationsumkeht des a Konloimeis 63

m das // Isomci 64 statt Dass es sieh bei \etbiiiclung 64 um das ß Isomcn handelt wud

an einem stai ken NOF zw ist hen C( 1 i H und C(4 ) 11 deutlich

Die anschliessende Abspaltung dei V etoiiiihchulzgiuppe m 64 ei wies sich als

schvvicngei als eiwailei Diese Sc hutzgi tippe is! ubeiiaschendeiweise m Eisessig, audi

nach vicistunehgem Ruinen stabil Die Xeiwendung stnkeiei Samen ist, wie sieh m

Voiexpenmenten gezeigt halte nicht sinnvoll da du Flavm Riboside, wie schon von
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Kuhn beobachtet, atissergcwöhnlich säureempfindlich sind. Die in der Literatur

bekannten Methoden von Kim und Alitaibeiterl?2(l1 und Lipshutz und Mitarbeiter1""7' zur

Acetonid-Abspaltting, ermöglichten es ebenfalls nicht, das gewünschte Flavin 28 zu

isolieren. In allen Fällen schlug der Versuch, die AcelonicbSchutzgruppc abzuspähen

fehl, und es wurde immer ein rascher Zerfall der Verbindung festgestellt. Der Nachweis

von Dimethv lalloxazin als eines der Zerfallsprodukte legt auch bei diesen Versuchen

die Vermutung nahe, class die gheosidisehe Bindung in 64 gebrochen wurde.

Die schnelle Zersetzung von Verbindung 28 unter basischen und sauren Bedingungen

ist ein überraschendes Ergebnis. Die beobachtete Instabilität von Ni 10)-verbimtlenen

Flavin-Ribofuranosiden ist besonders interessant, wenn wir berücksichtigen, class alle

heute bekannten N( l)-verbundenen Alloxaziii-Riboflavinfuranoside, ehe von Pfleiderer

und anderen Gruppen synthetisiert wurden, stabile Verbindungen sind.'60' Ift6, "28i Diese

Alloxazin-Ribofiiranoside können chemisch manipuliert werden und als

Fltioreszenzmarker in DNA-Einzel- und Doppelstränge eingebaut werden. LTnsere

Ziclvcrbindungen haben im Gegensatz zu den Pflciderer-Systemen einen N( Un¬

gebundenen Flavin-Chromophor. der in dei' Lage ist, an Einzelelcktroncnübertragungen

und bei Hydrid Transfer-Reaktionen teilzunehmen. Im Gegensatz zu den N(1V

gebundenen Alloxazin-Verbindungeni besitzen die N( lOFgebiindcncn Flavin-Sxsleme

die spezielle Reaktivität, die für Flav in-Coenzv nie notwendig ist. Diese Reaktivität isl

unserer Meinung nach furche hohe Instabilität von 28 verantwortlich. Basierend auf den

bekannten Eigenschaften, class der Flavm-Baiistem m der Lage ist, ein LI-Atom von

organischen Veibiiidiiiigeti zu abstrahieren, können wir spekulieren, dass eine solche H'-

Abstraktion vom Ribose-Baiisiein (bevorzugt vom C(2GH) die Grundlage für the

beobachtete schnelle Spaltung der glykosidischen Bindung sein könnte. Über¬

raschenderweise schützt das stabilere Flav inribopyranosid 26 den Ribosezuckcr durch

die a///"/-Kon formation der glvkosidiseheii Bindung vor diesem Zerfall.
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4,4 Synthese von Desoxyribose- oder Desoxyarabinosederivateii

Das menschliche hnmunschwächev irus HIV 1 (human immunodeficiency virus) ist ein

Retrovirus und tier allgemein anerkannte Auslöser der Immunschvväehekranheit AIDS

(aec/uired immune deficiency syndrome). HIV 1 zeigt, wie andere Retroviren, eine

ungewöhnliche genetische Strategie: Information fliessf - anders als sonst -- von der

RNA zur DNA. Durch die Reverse-Transkriptasc, eine RNA-abhängige DNA-

Polymcrase, wird tlie emzelsträngige RNA des Virus in doppclsträngigc DNA

umgeschrieben. Diese DNA wird dann m das Genom des Wirts eingebaut und dort

repliziert. Da menschliche Zellen nicht auf die Reverse-Transkriptasc (RT), die vom

Virus eingeschleust wird, angewiesen sind, stellt dieses Enzym einen idealen

Ansatzpunkt für die En!wicklung eines Medikaments oder Impfstoffes dar.

Die einzigen zur Zeit eingesetzten AfDS-Medikamenle sind Nueleosiel-Analoga wie

AZT (3'-Azido-2,.3'-ditleosox\th\midin), ddl (2G3'-Dideosoxyionidin) und ddC

(2',3,-Didesoxcvtidin). ehe bei der Umwandlung der Gcnom-RNA in eine

doppelsträngige provirale DN \ durch die RT" als Terminatoren wirken (Abbildung

58).
'~'°' Diese Nucleoside werden von den Zellen aufgenommen und in die

entsprechenden Triphosphate überführt, die den eigentlichen aktiven Inhibitoren

darstellen. Aufgrund ihrer fehlenden 3*-011 Gl tippe bewirken sie den Kettenabbruch bei

der DNA-Synthese.
'AI

o

HN

FGA
'N N

O-

NH,

LU\ cX

AZT def

Abbildung 5S Nucleosul-Anuloua in elvi \IDS-Theiapie. Diese Wirker

Synthese

ddC

K 1 euninutoien bei dei DNA-
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Es gibt auch eine Klasse von neuen, nicht auf Nucleosidbasis bestehenden R'T-

Inhibitoren. die eine geringere Toxizität zeigen. Diese Inhibitoren binden an den

Untereinheiten der RT und inhibieren diese. Leider wurde hier die anfänglichen

Euphorien gedämpft, da sieh in weniger als einem Monat Resistenzen entwickeln

können. In den letzen Jahren wurden mehrere Kokristallslruklurcn (<4A

Auflösung) zwischen der RL (bzw. einem ihrer Abschnitte der RNase H) und einem

Nicht-Nueleosicl veröffentlicht.'|l)°':n2'2l"' Diese Slrukturdalen sollen es in der Zukunft

ermöglichen, neue effiziente Inhibitoren gegen diese Krankheit zu entwickeln.

Zur Zeit sind jedoch immer noch die auf Nucleosid-Bausteinen beruhenden Inhibitoren

die wirkungsvollsten Medikamente. Deshalb gehört es zu den aussichtsreichsten

Forschungspiojeklen, neue Inhibitoren auf Nucleosidbasis zu entwickeln. Eine mögliche

Modifikation des bisherigen Ansatzes scheint in diesem Rahmen notwendig und sehr

vielversprechend. Die bisherigen Nucleosid-Inhibitoren wurden von der RT eingebaut

und bewirkten einen Strangabbruch während der DNA-Svnlhese. Bei längerer

Anwendung kommt es hierbei zu Resistenzbildung. Ein neuer Ansatz wäre, wenn man

der RT die Mögliehkeil gäbe, em künstliches Nuclcosid (z. B. auf Flavinbasis)

einzubauen, das während tier Transkription oder später im Genom des Wirtes falsch

oder gar nichl repliziert wertlen würde. Dadurch könnte die Verbreitung des

Virusgenoms eingeschränkt bzw. unterbrochen werden. Das 2,~Dcsoxyribosyl-6,7

dimethylflav in (29) oder Derivate (z. B.: 30 und 65) wären hierfür die idealen LAiusteinc

(Abbildung 5ö). Sie können vielleicht von der Zelle oder im voraus in this notwendige

Triphosphat überführt werden und anschliessend mittels der IAL in den DNA-Strang

eingebunden werden. Der Einbau des Flav mnueleosjd sollte aufgrund der grossen

Fehlcrrate der RT möglich sein.' 0|
Es wäre auch denkbar ein Flavinribosiel mit einer

hydrolyselabilen Gruppe am C(2G-G11 der Ribose zu verwenden (z. B. 66). Im Körper

wird diese Sehutzgiuppe durch llvdiolvse gespalten und tlie freie GH-Gruppe schädigt

anschliessend gegebenenfalls die Virus-DNA.

1 15
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HO.

A

'N'

0-

y

OH

29

O

G
NH

> G
N O

HO.

0

N. G
y NH

G G
N N 0

O-

OH R

R H

R F

30

65

OH OR

Ri Ac 66

Abbildung 5° 2 l)eso\>nbos\I 6 climnlivllhviiic 29 30 und 65 und ein Ribos\l 6 7 diniethvlllavin

66 mil hvelroKselahilei Sehnt/jnippe rh poleiniGle Xleelik imenle lui eine neue Strategie im kimpl
gegen AIDS

Die entscheidende Ftage, ehe nun zu klaien ist wate, ob es bei dei I lansknption odei

bei dei Rephkatton spatei im Genom des \\ nts zu Schaden kommt the che Veibieitung

des Vnus veilundeiii odei zummtlesi eischwcien Die Wahischcmhehkeit, class das

Flavinnueleosid m che humane DN \ eingebaut wncl, isl wegen den hohen

Rcphkationsgenauigkcnt ehei unwahischeinlieh 1 ails es jedoch doch möglich sein

sollte, wud das künstliche Flav minie leotid bevoizugt in sich schnell teilende Zellen

(z B Kiebszellen) eingebaut weiden (vielleicht cm lnteicss.intei Ansatz Im che

Kiebslheiapie)

4.4.1 Synthese eines Desoxvriboflaviniuicleosich

In dei Diplomaibtnl von Richaicl Quadeiei winde \ ei sucht ausgehend von 2'-Desoxy

G,5' eh O (/» ehloibenzovh D nboluianosvlehloiid (67) das Flav mmicleosid 68 aulzu

bauen'1 ''
Es gelang ihm einen FLiv mvoilaulei (61)) zu svnthetisicien Diese

Eigebnisse stellten einen sein gute Basis Im die Svnlhese ties Desoxvtiboluianosvl-

ILivmnucleosids (68) dai (Schema 16)
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Schema 16 Ve 1 serch dci Svnthcs des ^ l\s wnh im inosvlll ivim iitk isids AS

Ausgaiigspunkf den Sxnthese w u die liteiutinbek,unite Xeibmdung 67 the aus

Desoxvnbose (70) hei gestellt w eitlen konnte Die anschliessende N GI\kosicheitmg

I I /
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gelang mittels einer Königs-Knorr-Synthese. die m der Literalur bekannt isl.1 1V_ '

Die Reaktioiisbedingimgcn wurden soweit optimiert, class tlie Reaktion auch auf N-

Glykosidiernngen mit sehr guten Ausbeuten angewendet werden konnle. Für die

Umsetzung von 67 mit Nitroxylidin. Silbertritlat und Tetramethylharnsloff war es

erforderlieh, unter wasserfreien Bedingungen und untei L ichtaiisschluss zu arbeiten. Für

die Aufarbeitung von 6l> war es von Vorteil, das während der Reaktion ausgefallene

Silberchlorid mittels Filtration über Celile zu entfernen und das Filtrat mit sehr

verdünnter wässriger NaLICOr-Lösung zu waschen, um das Ausfällen weiterer

Silbersalze zu vermeiden, die ehe wässrige Aufarbeitung erschwerten. Durch zweifache

Umkristallisalion aus Aceton konnte 69 ohne säulenehroniatographische Reinigung

vom überschüssigen Nitroxylidin gereinigt werden und in Form von feinen gelben

Nadeln in sein guten Ausbeute eihalten werden. Die anschliessende kalalytisehe

Hydrierung zum Amin verlief sehr schnell (wenige Sekunden), wie man am Entfärben

der gelben Reaktionslösung verfolgen konnte. Die sich direkt anschliessende

Umsetzung von des Amins mit \lloxan und Borsäure in Essigsäure zum Flavin verlief

in sehr guten Ausbeuten. Fs stellte sich allerdings bei der anschliessenden detaillierten

NTVlR-spcktroskopischen Untersuchungen heraus, dass es sich nicht, um die erwartete

Verbindung 68 handelte, sondern um das ents|ireehencle offcnkeltige und reduzierte

Flavinribosid-Denvat 71. Diese Vermutung winde durch Derivalisierung von 71
c CG

unterstützt. Unter milden alkalischen Reaktiotisbedingungen wurden die Benzoyl-

Schulzgruppen von 71 abgespalten und man ei hielt das Didcsoxyribitylflavin 72. Die

freien OH-Gruppen von 72 wurden anschliessend mit Fssigsäureanhydrid in Pyridin zu

73 acetvlieri. Man erhielt dabei, das dreifach acetvlierte Flav mribosid 73 (Schema 17).

Schema 17 Deinatisieiuia von 71
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Die Hydrierung ties Desoxyribosid 69 läuft anscheinend nach dem gleichen Rcaktions-

iiiechanismus wie bei der Ribose. wenn ohne Basen gearbeitet wird (Schema 12). Nach

der Ringöffnung bildet sich als Zwischenstufe ein Itnin, das sehr schnell, unter den

vorhandenen Bedingungen (PlOGIL Base), zum Amin reduziert wird. Dieses reagiert

dann mit dem Alloxan zum gefundenen Flavin 71. Diese Reaktion trat auch bei leicht

geänderten Reaktionsbedingungen auf. bei denen entweder die Base ganz weggelassen

wurde oder durch eine stärkere Base ersetzt wurde. Um diese ungewollte Reaktion zu

vermeiden, wurde die sekundäre Aminogruppe des Nilroanilins 69 Boc-geschützt und

somit 74 erhalten. Bei der weiteren Lfinsetzung von 74 konnle zwar die Entstehung, des

sonst intermediär auftretenden Imuis und dessen Reduktion zum Amin vermieden

werden, jedoch waren die Bedingungen zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit 1 Go

TFA in Eisessig zu rigoros, so dass die Ribilvleinheit vom Flavin abgespalten wurde,

was durch das Auftreten von Lumazin als Flauptprodukl deutlich wurde. Unter diesen

Bedingungen gelang es nicht, das gewünschte Flavin 68 zu erhalten bzw. zu isolieren.

Es zeigt sich, dass das 2-Deso\\ribosid im Vergleich zum Ribofuranosid viel instabiler

ist, so class es auf diesem Weg nicht gelang, das zui Ribose analoge Dcsoxyribcv

nucleotiel zu isolieren. Diese grössere Instabilität lässl sich unter anderem auf die

fehlende 2,-OLLGruppe der Desoxv ribose zurückführen, die sich stabilisierend auf das

System auswirkt.

4.4.2 Synthese eines Fluorderivats des Desoxyarabinosytflavinnuclcosids

Die Schwierigkeilen heim Versuch der Sxnthese des Desoxyribofuranosylflavin-

Nucleotids 29 sind vermutlieh auf die fehlende Substitution mit einem

elektronenziehenden Substituenten in der 0(2' (-Position der Ribose zurückzuführen.

Dadurch wird die AAibmdimg im entscheidenden Syntheseschritl. der kalalylischen

Hydrierung des Nilroxvhdin-Vorläufers des Flavins, destabihsierl und es kommt zur

Reduktion der Rihitxlemheit (siehe -1.4.1 ). Es war aus diesem Grund naheliegend, class

durch Einführung eines elektronenziehentlen Fluorsiibstitiienlen in der C(2G-Position

der 2"~Dcsoxviibose das Flavm stabilsten wird (Schema LS). Ein weiterer Vorteil der

<•)



4 Synthese und Eigensc hallen von Flaviniibonucleosidcn

I9r

Fluoiveibmclimg gcgentibci andeien Veibmdungeii ist, dass man mittels des F NMR

Spekttums sein gute Aussagen übet che Reinheit und tlas Isomcienveihaltnis dei

Vcibmdimgen eihalten kann
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o4 ° CX O
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Silbertriflit
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Schema 18 Svnlhese eines II1101 h ihiAii
-

De s ix vi 1 bol in mos-v. 111 o miua leosids 30

Die Synthese des Dcsoxvaiabmose \01laule1s 75 konnte nach Llowell und Mitaibeilei

m sein guten Ausbeuten nachvollzogen wenden
,14° "l'1

Duich ehe Umsetzung von a 1)

nbofmanose I } 3 inbenzoat als Visgungsvetbmdung mit D \S L als Fluotieiungsniitlel

m Methvleiichlond konnte 76 in guten Xtislxiiten eihalten weiden Ben dei Reinigung

von 76 vvai jedoch daiaul zu achten dass ehe snulenchiomalognmhische Reinigung
'

\ ZG CG
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nicht ausreichte und das Produkt erst durch Umkristallisation aus heisscm Ethanol in

Form farbloser Kristalle erhalten werden konnte. Bei der Bromierung von 76 war ein

grosser Ubersehtiss an HBr/HOAc (3-10 äquiv.h trockene Bedingungen (Zugabe von

aktiviertem Molekularsieb) und gegebenenfalls eine leichte d'emperaturerhöhung (ca.

45 rC) notwendig, um 75 quantitativ zu eihalten. Bei der Aufarbeitung von 75 war

darauf zu achten, class sehr vorsichtig mit YiHCOrLösung gewaschen wurde. Bei der

anschliessenden Glyeosidierung zu 77 mit Nitroxylidin tmler leicht modifizierten

Köiiigs-Knorr-Bedingungen musste auf wasserfreie Bedingungen (aktiviertes

Molekularsieb) und Lichtaiissehluss (wegen des verwendeten Silberlriflats) geachtet

werden.'",'1 Bei der Reinigung von 77 war darauf zu achten, class nur mit sehr

verdünnter wässriger NaHCO^-Lösung ausgeschüttelt werden konnte, da ansonsten

Silbersalze ausfielen, die das Ausschütteln erschwerbni. 77 konnte durch zweifache

Umkristallisation aus Aceton quantitativ von dem im Überschuss vorliegenden

Nitroxvlidin befreit werden und fiel anal)setirein, als fz//>-Isomerengemisch (1:1) in

Form feiner gelber Nadeln an.

Die Abtrennung des /G Isomeren gelang durch noehmalige Umkristallisation aus

Ethanol. Reduktion der Nitrogruppe in 77 eigab die Aminoveibmdung, die sofort mit

Alloxan und Borsäure m Eisessig zur Reaktion gebracht wurde, um die

Flavinribofuranoside 78 und 79 zu erhallen. Diese Rcaklion verlief sauber und

reproduzierbar m einer Gesamlausbeute von 12 G. Auffällig bei dieser Reaktion im

Vergleich zu allen voihergehenden Flav mreaktionen war. dass in diesem Fall das a-

Lsomer 78 als Hauptprodukt erhalten wurde G/ G ). Bei dieser Reaktion konnte keine

offenkettige Verbindung, wie im Fall von 71 isoheit werden, was den stabilisierenden

Effekt der Fluorgruppe in C(2G-Position der \rabinose bestätigt. In einem Vorversuch

konnten ausserdem che beiden Benzovlschulzgruppen des Flavins 78 mit

ammoniakahseher Methanollösung abgespalten werden und man erhielt ein neues

Flavin, das vom Laufv erhalten auf dem DC und durch seine gelbe Fluoreszenz bei 366

nm der erwailelen Veibmdung 30 entsprechen dürfte. Dieser Versuch muss jetzt in

grösserem Massstab wiederholt werden, um 30 in grösseren Mengen für weitere

Versuche zugänglich zu machen.

121
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

• Die unbekannten Konfigurationen. Konstitutionen und Konformationen von

Flavinribosiden und Flav indesoxv ribosiclen, die durch Behandlung von

pyranosidischen und furanosidischen Ribose-Voiläufern mit Nitroxylidin und

Alloxan u.a. von Kuhn und Nlitatbester im .fahre IÖV7 hergestellt wurden,

konnten aufgeklärt werden.

• Die beobachteten grossen Stabilitälsunterschiecle zwischen Flavin-

Ribopvranosiden (47 und 26) und Flav m-Ribofuranosid (28) ist ein unerwartetes

Ergebnis, das den Rahmen für eine potentielle Funktion dieser Bausteine als

funktionelle, informationsspeichernde Nucleobasen in einem DNA/RNA oder/n

RNA Umfeld vorgibt/'" :°7 -i:|
Die Flavin-/? D-ribopyranoside 27 und 26

besitzen die notwendigen Stabilitäten und die richtige G/;//'-Konformation der

glykosidischen Bindung. Die Veibincliingen 27 und 26 können aufgrund dieser

Voraussetzungen funktionelle und informationsspeichernde Eigenschaften in p-

RNA Strängen wahrnehmen/0' b~
Sie werden m naher Zukunft in /nRNA

Einzel- und Doppelstränge eingebaut,'1^1

» Die hohe Instabilität des konstitutionellen FuranosicLIsomers 28 und die

bevorzugte sv »-Konfoimation dei glvkosidischen Bindung verringern ihr

Potential als funktionelle und informationsspeichernde Basen m DNA oder RNA

fungieren zu können/'" '~!

• Eine Möglichkeit, das Flav inriboftiranosv Inueleositl 28, trotz der grossen

Instabilität zu isolieren, wate che Sehutzgruppe am C(2') O der Ribose nicht

oder erst nach dem Einbau in die DNA abzuspalten. Der Vorläufer eines solchen

Flavinribofuranosids konnte durch Lbeibitickung von 050-0. 03G-0 mit

einer cvclischen Silv I-Sehiuzgiuppe hergestellt werden { Abbildung 60).

o )
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Abbildung 60 Mogliehei Voilaulei eines stabilen Flav inribofuianosylnuelcosids.

• Das Flav in-Desoxv ribofuranosid 68 zeigt mit Abstand die grösslen

Instabilitäten. Unter den gewählten Bedingungen, war es nichl möglich ein

cvklisches Flav inribosid zu erhalten. Dies ist wahrscheinlich auf die fehlende

clcktronenziehende Gruppe in der C(2"(-Position der Ribose zurückzuführen.

Fehlt diese, tritt als Hauptprodukt das offenketlige Flavinribosicl 71 auf. Dieser

Sachverhalt zeigte sich auch bei der Svnthesc von 52. wo 53 als Nebenprodukt

beobachte! werden konnte. Die Stabilität von 68 konnle entscheidend durch die

Einführung eines elektronenziehenden Fluorsiibstitiienten verbessert werden.

Dieser neue Baustein 30. auf Basis der Desoxvribose. ist nicht nur stabiler,

sondern eröffnet auch neue Wege bei der Bekämpfung des HIV-l Virus. Ein

weiterer Stabilitätsgew mn wäre zu erwarten, wenn man eine weitere

Fluorgruppe an tier 2" Position der Desoxvnbose einführen vvürtle (65,

Abbildung 59). Diese weitere clcktronenziehende Gruppe würde eine Öffnung

der Desoxv ribose während der Hydrierung noch unwahrscheinlicher werden

lassen, da das entstehende Kation am (GL) der Ribose extrem dcstabilisiert

würde (vgl. Schema I 2).
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5 ABKURZUNGSVERZEICHNTS

A Angstrom ( 1 A = ICG in)

abs. absolut

AcOH Essigsäure

Aoc Allyloxyearbonxl

Ar Argon

ArH aromatische Wasserstoffe

ber. berechnet

Bn Benzyl

bpy' 2,2'-Bipvridinderival

hr. breit

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

ca. circa, ungefähr

ClbCb Methylenchlorid

CLLC1 Chloroform

CPG controlled pore g/t/sv

d Dublett

DBU 1.8-Diazabicyclo[5.4.01undec-7-en.

DC Dünnschichtchromalogramm

DEAD Azodicarbonsaure-dtelhv lester

DIEA Ethyldiisopropvlamm (Hunigs-Base)

dG Desoxv guanosin

DMAP Dimethvlaminopvridm

dmb 5,5'-Dimethv 1-2.2" -hi p> ridin

DAIF AGV-Dimethv Iformamid

DMT Dimethoxvtrilvl

DNA Desoxv ribonukleiiisäure (deoxyribonucleic acid)

DNasc Desoxv ribonuklease

dppz Dip\rido(2.3-i/:2\ V t tphenazin

DIT Dithiothreitol

EA Elementaranahse

EtOAc Essigsätireethv lester

ESI Elektrospravionisieriing

i ->±
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ElOH

ECO

etc.

Et OH

FAB

FADLL

FC

Fmoc

FmocOSu

G

gcf.

ges.

h

8-HDF

HOAc

HRMS

TAT

./

kDa

M

M

m

MALDI

MgSOi

MeOH

min

MM

MS

5,10-MTHF

n. a.

NHE

n. i,

NBS

NMR

8-oxodG

Pac

Ph

Ethanol

Diethylelher

et cetera

Ethanol

fast atom bombardement

Flavinaelenindinucleotid

Flaslichromafographie

9-Fluorcnylmelhox} carbotgv 1

FluorenylmethyIo\\caibon\l-.V-hydroxysuccinimid

Guanin

gefunden

gesättigt

Stunden

8-Hydroxuleazaflavin

Essigsäure

llochatiflöscndes Massenspektrum

Ionenaustausch

Kopplungskonstanlc

kilo Dalton

molar

Mol masse

Mullipletl

matrix assisled laver desorpliou ionisation

Magnesiumsulfat

Methanol

Minuten

Molecular Modelling

Massenspekirum

5,10-Methenvltetrahvdrofolal

nicht angegeben

NormalAVassei'stoff-Elektrode (2 \V + 2e" -> IL)

nicht isoliert

A7-Bromsuccmmud

Kerniesonanzspeklrum (niuleo magnetic res'onan: sjiectroseopv

8-Oxodeso xx guanosin

Pheno\vacetv I

Phenv1
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phen LlO-Phenanthrolin

phi 9.10-Phenanlhrcnclunondiimin

PPIn, Triphenylplioshin

Py Pyridin

AV Retenlionsfaktor

RNA Ribonukleinsäure (Riboiuu leic acid)

RNasc Ribonuklease

RP Umkehrphase (reversedphase)

RT Raumtemperatur

s Sekunden

V Shigellen

sen Kalomel-Elektrocle (AgCI +G -> Ag+CL)

Si-IÏ Silica-Tl

Smp. Schmelzpunkt

/ Triplet!

TFA Triflotiressigsaure

THF Tetrah) drofuran

TOF Flugzeit (time 0/ Ib'zhl)

Ti¬ Tri l>l

li. und

UV ultrav iolett

Zcrs. Zersetzung

I ->b



6. Experimenteller Teil

6 Experimenteller Teil

6.J Allgemeine Arbeitsmethoden

Dümiscliiiiitchroniatograninie wurden auf Fertigplatten Kieselgel 60 /G54 der Firma

Merck, sowie auf Fcrligfolien Polxyram Sil (J/UV 254 der Firma Macherey-Nagel

ausgeführt. Die Defekt ion der Substanzen erfolgte durch Betrachtung mittels einer UV-

Lampc (254 11111, 366 nm) und/oder durch Anfärben mit Anisaldehyd-Tauchrcagens

(10 ml Anisaldehyd, 10 ml konz. Schwefelsäure. 2 ml Essigsäure in 180 ml Ethanol).

Analytische HPL-Chromatographie wurde auf einer Knauer-Anlixgc (Knauer HPLC

Pumpe 64. Interface box. variabler Wellenlängen Monitor. Entgascr, dynamische

Mischkammer. manueller Injektor, Eurochrom 2000 HPLC Software) sowie auf einer

Merck-Hitaehi-Anhgc (1,-7400 UV-Detektor. L-7000 Interface Module. D-7000 HPLC

System Manager. D-7500 Data File Conversion Utility) durchgeführt. Für analytische

Umkehrphasen HPLC wurden eine CC-250/4 Liehrospher 100-5 RP-18 Säule und eine

CC-250/4 Nueleosil 120-3 RP-IS Säule von Mach.crx-Nagel verwendet. Für

loneiiausiauscli F1PLC vvürtle eine Nucleoid Sax 1000 8/77 Säule der Firma Machen'-

Nagcl verwendet.

Säuleiichroniatographie wurde mit Kicselgel-60 (Korngrössc 0.040-0.063 mesh) der

Firma Merck, F/t/.s/GKieslcgcl (0.063-0.1 mm) oder Kieselgcl-H (Silika-H) (0.005-

0.040 mesh) der Firma Eluka untei 0.3 bar Überdruck durchgeführt. Der

Säulendurchmesser und das Laufmittel werden in Klammein angegeben.

Reagentien und Lösungsmittel wurden 111 den kommeiziell erhältlichen Qualitäten

puriss. /». a. oder purum eingesetzt und stammen von den Linnen Eluka, Aldrieh, Acros\

Sigma, Novabiochem, Roth odei Peninsulab. Losungsmittel für Extraktionen und
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Säiileiiehromatographie waren technischer Qualität und wurden vor Gebrauch

destilliert. Abdestillieren und Einengen von Lösungsmitteln /// vacuo wurde mit einem

Rotationsverdampfer der Firma Biichi am Wasserstrahlvakuum durchgeführt.

Kernresonan/spcktren wurden auf den Geräten Variait Gemini 200 (200 MHz ('H).

50 MHz (lX)), Varian Gemini 300 (300 MHz ('H), 75 MHz (I3C), 122 MHz (3IP)),

Bruker AMXM00 (400 MHz ('H), 100 MHz t13C)), und Bniker AMX-500 (500 MHz

('II), 125 MFfz (13C), 202 MHz (3lP)), bei Raumtemperatur aufgenommen. In

Klammern sind jeweils die Messfrequenz in MHz sowie das Lösungsmittel vermerkt.

Die chemische Verschiebung A wurde in ppm und die Kopphmgskonstantc ./ in Hz

angegeben. Die Multiplizität der Signale wurde mit s (Singuletl), d (Dublett), /

(Tripled), q (Quartelt), quin (Quintelt) und m (Multiplen) abgekürzt. Breite Signale

werden mit br. bezeichnet.

Massenspektren wurden durch den MS-Serviee der ETH-Ziirich gemessen. FAB-

Masscnspektrcn wurden auf einem VG Z4ß2-.S73(7-Spektrome(cr mit 3-Nitrobenzyb

alkohol als Matrix aufgenommen. ESI-Massenspeklren wurden auf einem Finnigem

TSQ 7000 (Probeiikonzeniralion ca. 10-s M in MeOH oder McCN, Fluss 25 ql/niin,

Zersläubergas N2) gemessen. M ALDLTOF-Massenspektren wurden auf einem Bruker

/v/GA/nGV-Spektromeier (Matrix: 2.4.6-Trih)drox)acetophenon (0.5 M in EtOH) / Di-

amnioniumcitrat (0.1 M in LFO). Negativ Ionen-Modus bei -20 kV Beschlcunigungs-

spannung im Reflcktron-Modus) aufgenommen. Es werden die wuchtigsten Signale in

m/z Einheiten angegeben, wobei die prozentualen Intensitäten bezüglich des Basispeaks

in Klammern vermerkt sind. Das Molekülion wird dabei mit M bezeichnet.

Infrarotspektren wurden mit einem Perkin Eimer J600- ET Speklrometer durchgeführt.

Die Proben wurden als KBr-Pivsslmge (ca. 0.3'r Substanz) untersucht. Die

Absorptionen wurden in em ' angegeben und nach ihrer Intensität durch vs (sehr stark),

s (stark), m (mittel) und u (schwach) charakieiisieit. Schultern wurden mit v/;

angegeben.

1 ^e>
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Röntgenstrukturanalysen wurden von Prof. Dr. Volker Grämlich am Laboratorium für

Kristallographie der ETH Zürich durchgetuhrl. Die Daten wurden beim Cambridge

Crvstallograpluc Dala Centre (CCDC. 12 Union Road, Cambridge CB21EZ, Email:

depositGAvelAeani.ae.uk) hinterlegt. 26: CCDC 130252. 34: CCDC-130253. 63:

CCDC-44113. 46: CCDC- 151811

Schmelzpunkte (unkorrigiert) wurden in offenen Kapillaren mit einem Büchi Snip 20

Apparat gemessen.

Oliogonucieotid-Synlhese erfolgte auf einem Pharmacia Gene-Assembler Plus mit

Olivetti AI 300 Personal Computer. Standard-geschützte Phosphoramidite stammten von

Biorad (Industriespende der BASl AG). Pae-geschützte Phosphoramidite der

natürlichen Desoxyribonukleoside stammten von Pharmacia. Die mit normal

geschützten Nucleoside!! helatlenen CPG-Träger wurden bei Peninsulab bezogen. Die
O c_ CG

verwendeten Rcagentien wurden selbst hergestellt. Fs wurde Acclonitril der Firma Roth

AG mit einem Wassergehalt unter Od ppm verwendet und vor der Synthese 24 h über 4

A-Molekularsieb getrocknet. Die Svnlhese von natürlichen Ohgonueleotiden erfolgte

nach den vom Gerätehersteller entwickelten Protokollen. Für den Einbau von

Dinucleosiden wurde die Ktippltmgszeit von 1.5 auf 6 min heraufgesetzt.

UV-Spektroskopie wurde auf einem Varum (\ir\ z UV/Vis/NIR Spectrophotometer

durchgeführt. Die Lösungen wurden im Konzentrationsbereieh 0.5 < OD250 G LO

gemessen.

UV/VIS-Spektren für Schnici/kurveniiiessungen wurden auf einem Cary JE

UV/VIS Spectrophotometer der Fnma Yaiian mit Gary Temperature Controller, Sample

Tianspoit Accessory und Multi Cell BloG gemessen. Die Messung der Temperatur

erfolgte in einer Referenzkuvetie. Der Probenraum wurde während der Messungen mit

Stickstoff gespült. 1 emperaturgraehent: 0.5 T/min. Für die Messung von

Schmelzkurven wurden Kuvetten mit 4 mm Innendurchmesser und 10 mm

I 20
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Sliahlengang (Messvolumen 750 1000 ul) sowie 10 mm Innendmchmessei unci 1 mm
e CT1 x | /

Sliahlengang (Messvolumen 280 720 ql) von Udima veiwentlct In dci Regel winden

che Schmelzpunkte im Konzentiniioiisbcneich von 0 s 8 0 qVI und m einem Tns/lICI

Pullci (150 ml/ NaCl 10 m)/ Ins/HCl pH "? 4 (Micioselel Qualität von Fluka))

bestimmt Die Losungen m tlet Kuvette winden mit Dimethxlpolvsiloxan ubei schichtet

um ein Vcndamplcn des \\ assets zu veihmdein

Sehniel/punkle (Tm) von Oligonucleotidkomplexcn winden lolgendeimassen

bestimmt Die Schmclzkinve winde mit Hille des Piogiamms Oiiqm mit emei

Polvnomtunktion neunlei Oidnung appioximieil Duich Abieilen des Pol)noms ei halt

man den Wendepunkt dei Kmve (zweite \bleitung gleich Null) Diesei entspiiehl

dclmilionsgemass dem Schmelzpunkt (Tm)

Bestrahlungsevperimenle wuiden an einem 1 luoiimetei (1ASCO EP /A)

Spcctiofluoiimcta) mit emei 1 50W Xcnonlampe mit emei Schhtzbiente (SW) von 20

mm duiehgeluhit Die 1 empeiatui winde ubei ein Peltiei Theimostat aul 20 C

emicgtiheil Die Reaktionen winden untei Schutzgas duiehgeluhit Die Aniegungs

Wellenlänge betiug 360 nm Zui Messung winde eine 100 ul Sani Vliao Cell Kuvetle

aus Quaitzglas dei Lnma Pakm Elina (l\2 mm Liehtwcg) veiwendet Fui che

Reduktion dei 1 lav m enthaltenden DN \ Stiange winde ehe "epuf feite DN A Losimg

Gonv - 40 ul/ tlM ut n „m
= 25 nil/ pl I = 75 ,NU = 150 ml/) entgast und mil

Dithionit Losung (c i}nhl nil
- 10 ml/) vcisetzt

Molare EXtinkUonskoelli/ienkn von Oligonucleotiden bei 260 nm winden dutch

Addition dei Exlinktionskoellizienten clet einzelnen Basen (\ 15 l C 7 I, G 11 5, T

8 7, 13 I 17 1) beiecluiet

3D
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6.2 Definitionen

Unter der Beladungsdichte eines Nueleotidlrägers versieht man jene Menge an

Nukleosid, welche pro Gramm Träger kovaient an diesen gebunden ist. Die

Bestimmung der Beladungsdichte erfolgte über die VIS-spektroskopische Vermessung

der unter sauren Bedingungen abgespaltenen Menge des Dimethoxylriphenylmelhyl-

Kalions eines Aliquols Träger. Dazu wurde eine genau bekannte Menge (-5 mg) Träger

in 5 resp. 10 ml 0.1 M /GlYGuolsulfonsaure m Acctonitril suspendiert und die

Absorption bei 498 nm bestimmt. Die Beladungsdichte bereehnel sich dann nach

folgender Formel:

OD49Qnmx Volumen[ml| x 14.3 [umoM]

Beladungsdichte = — — —. [pmol/g]
Gewicht Einwaage [mg]

Unter der Hyperchromie versteht man die relative Änderung tier UV-Absorption bei

Temperaturerhöhung bezogen auf ehe minimale Absorption (in der Regel bei tiefster

Temperatur'). Sie wird definiert als:

Abs i Ti ybst minimal)

GHvperchromie-
~~~ ~~ "~~~~~~

x 100 %
Absi minmal)

Die optische Dichle (OD) einer Ohgonueleotidlösung entspricht deren Absorption bei

einer gegebenen Wellenlänge bei 10 mm Strahlengang. Optische Dichte wird häufig

auch als Mengenbezeiehnung verwendet. In diesem Fall entspiichl sie jener Menge an

Oligonucleotitl. die in 1 ml gelöst, the entsprechende UV-Absoiplion besitzt.

Bekannte Produkte wurden mit der Literatlirstelle hinter dem Namen gekennzeichnet.
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6.3 Ivristallographisehe Daten'

Kristallographisehe Daten von 26

Gelbe Nadeln (CLUOII) CrHiGNjO^ClhOH (A/, 43841) Inkline Raumgiuppe

PI, Dc = 1 440 g/cm
^ Z= I a - 5 206 ( G b = 8 894 (5), c

- 1 1 101 (6) A, u = <n 14

(5),/7=99 /I (5), ; =-91 08 (5) I = sQ5 8 O) y'1 A - I 5 11 /8 A Stiahlung 40>26»s

49 9G, 10G unabhängige Relieve / = 291 K Die Knstallstiiiktui winde mil duckten

Methoden (SflLl XT1 PLUS) gelost und veilemeit mit lull matin least squaies

analysis und c xpe i mu niai iu/g///\ (luaw atoms anisotiopu H Atome lefuud

isotiopualh) Endweit R(l ) = 0 040 vR(I) = 0 100 lui 285 vanable and KG7

beobachtete Reflexe mit E°> lOolG) Dilliaetometei Picket Stoc

Kristallographisehe Daten von 34

Gelbe Nadeln (LLO) CidLiNAA, O/, 124 10) Monoklme Raumgiuppe P2, DL -

1 154 g
'
cm

> 7 = 2, a - 9 I 41 ( 1) o - 8 148 (5) c - 1 l AG ( 1 I ) Â, cr= 90 fh-

103 10(5) =.90 \ - 1010 8 (1 1) Ag À -0 7107* A Stiahlung 2 29 > 26K 26 5 1°

24/4 unabhängige RGIexe E - 293 K Die Ki istallstniktm winde mit diickten

Methoden (SlIELN 11 PL1 S) gelost und veilemeit mil full malm hastsquuns

anahsis und c\;n nine nlal »w/e///s (lua\x atoms anisotiopic, II Atome nfnucl

isotiopualh) Indweit R(l ) = 0 016 vRG) - 0 08 ' Hu 277 vanable und 2H0

beobachtete Relieve/"> lOcq/) Diliiactonietei Pn ki i Stoi

Die D ile n winden he im t imbtiil ton ill i i| hi DrliCeiiiie icht G t Jnion Ro »tl Gunhild a

(G3A1/ 1 mu] I g n i i hirieil .t 26 LCDC I DG1 U GGDC G0A, (G

CGDG Gl G 46 GGDC G] s M
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6.4 Synthese von Flavinribopyranosiden

6,4.1 Synthese eines Ribopyranosylflarinnticleosids

4,5-Dimelhvl-2-nitro-.Y-(a/ß-T)-rihop\ranosxhbenzolainin (33)

D-Ribose (0.50 g. 3.33 mmol) wurtle unter Argon in absolutem Ethanol (15 ml) gelöst.

Anschliessend wurde Nitroxv lidin (2.80 g. 16.65 mmol) und 0.07 g Ammoniumchlorid

zugegeben. Die orangefarbene Reaktionslösung wurde unter Rückfluss (1.5 h) erhitzt.

Nach dem yVbkühlen wurde die Suspension filtriert, auf Celite aufgezogen und durch

Filtration über Kieselgel (mit CLfCh als Elutionsmittel) das überschüssige Nitrox)lidin

abgetrennt. Das Produkt wurde mit MeOH/CHCh 1:25 elliiert. Es wurde 33 (0.60 g. 61

G0 als cA/GIsomerengemisch 1:1 erhalten.

Schmelzpunkt Zers. > 66 AG AV (Kieselgel. CH2Ch/MeOH 25:1): 0.13, 0.23 (a, ß-

Lsomer). IR (Kßr): 3386v. 2922u. 1630s. 1570s. 1506s. 1439m. 141 lux 1328///, 1239///,

I194ir, 1150m, 1078///, 88%. Ml-NMR (300 MHz, CDCIy a //-Isomere): 2.19, 2.20,

2.28, 2.29 (4s. 12 LI, CLL): G4 1-4.1 7 (///. 10 LI. H-C<2*-5'k 4.86-4.90 (in, 1 II, LLC( 1 G.

ff-lsomer); 5,10-5.15 (///. 1 H. H-C(F). //-Isomer). 6.78, 7.92 (2s, 2 LI, Haiom, a-

Isomer); 6.92, 7.94 (2s, 2 11. LL,,,,, ßIsomer); 8.14 (ei 1 IL 3 = 7.5, NH. /Glsomer);

8.86 (d, I 11, ./ = 8.7. NH. Gdsomer). 'AGNMR (125 MHz. DMSO, aß Isomere):

18.07. 18.10, 20.14. 30.65 (CLL): 61.12. 63.66. 66.89. 67.16, 68.89, 70.01, 70.36.

70.83, 80.27, 82.01 (C(5G-CdG): 115.6b 115.89. 125.22. 125.30. 125.36. 126.1,

129.99. 130.08. 142.09, 142.60. I 16.89. 147.35. ESl-MS (negativ. 5 M NH4OAc): 357

(40. |M + OAe|G, 333 < 100). 135 (20. IMfCllG 297 (52. M ). EA her. für Ci3H|dxG06

(298.30): C 52.35, H 6.08. X 9.19; gel'. C 52.1 8. H 5.82. N 94 I.

G
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4,5-Diniclli\l-2-nitr()-/V-(2\3\5G(ri-0-acet\l-öf-n-ribopyranosyl)benzolanHn (34)

M (0.80 g, 2.68 mmol) wurde m Pvridm (10 ml) gelöst und Essigsäurcanhydrid (3 ml)

wurde zugegeben. Die Reaktionslösung wurde 12 h bei Ratimtemperalur gerührt und

anschliessend noch 30 mm auf 50 °C eihnzt. Nach dem Abkühlen wurde das

Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der resultierende braune Feststolf

säiilcnchromatographisch gereinigt (Kieslgel. CHtCU/McOH 25:1). Als erste Fraktion

wurde das reine rz-Isomer eihalten. erst bei CilyCL/McOLI (50:50) wurde ein

Lsomerengcmisch aus <y. //-Triaeelvhibose-Nitroxxhdil eihalten, desweitcren konnte

noch 1,2.3,4-Tetraacetvhibose abgetrennt weiden, the als Nebenprodukt entstanden

war. Die ersten beiden Fraktionen w luden aus wenig Ethanol umkristallisiert und es

wurde in beiden Fällen 34 (0.50 g. 44 G ) m Loi m von gelben Kristallen erhalten.

Schmelzpunkt 149 °C. R( (Kieseigel. Foluol/FtOAc 5:1): 0.50. IR (KBr): 3378///,

2941m, 1752s. 1632///, 1572///, 1508///. 1411/»/, 1376///, 122/»/, 102 7?//, 879ir. 'H-NMR

(300 MHz. CDCh): 2.02. 2.04 (2s. 6 H. CLL): 2.21. 2.29. 2.37 (3.s. 9 H, COClh): 3.6!

(dd, 1 H, ./ - 5.3, I 1.2, H-CA5G): 3,90 (/. 1 H, J .-. 1 1.2. LLC(5G): 5.08 (ad. 1 H, ./ --

3.2, 5.2, LLC(4')); 5.16-5.30 (///, 1 H. LLO20); 5.45-5.49 (///. 1 H, H-C(3')); 5.73-5.75

(///, I 11,./-3.1. H-C(L)):69 (s. 1 LI. C(6)>, 7.98 (v, 1 FI, C(M); 8.93 (d, I H, J = 6.8,

NH). I-'GNMR (125 MHz. CDCLy: 18 68. 20.46. 20.64, 20.68, 20.86 (CLL,); 55 80

(CIL); 66.06, 66.17, 67.90, 76.77 (C(5'-F); I 15.53. 115.73 (CLL,om), 127.04. 131.51,

141,47, 147.42 (C); 169 56. 169 d. IG) d (CO). F \B-VIS (positiv; 3-NOBA): 425

(100, IMHI+). EA bet. Im Cy)H:i\:Oq (424.41): C 5 dd, 11 5.70. N 6.60; gel'. C

51.70, H 5d2. N6.53.

115



6 Fxpeitmeiitellei Teil

7,8-Dinie(hvl-10-(2,,3',5G|ri-O-acet)l!-/i-D-riboi)yranosvl)bcn/o|g]pteridiii-2,4(3//,

10/7)-clion (36)

0

^0

1
O

34 (0 10 g 0 24 mmol) winde m 1 ssigsauiemethvlestei (s ml) gelosl und Inelh)lamm

(0 17 g, I 65 mmol) und Plannt IV )oxid (0 05 g 0 20 mmol) wuiden zugegeben Die

Suspension winde bei 2 bai im Autoklaven mil Wasseistoll solange hydncit bis man

eine faiblose Losung ei hielt (imgelaln 1 h) Die Reaktionsmischung winde unten

1 ichtaiisschluss ubei einen Faltenfiltcn clnekt in eine Losung aus Alloxanmonohvcltaf

(0 07 g 0 42 mmol) und Boisauie (0 07 g I 07 mmol) gelost m Eisessig (30 ml)

gelioplt (15 20 A) Die uispiungheh laiblose Losung vetlaibt sich beim Zutioplcn

giun und nach kuizei Zeil ubei em lluoieszieiendes gelb nach gclb/biaun Nach 2

Stunden vvuide mit Wasset (50 ml) veidunnt und mit CflCh ausgeschüttelt Die

oigamsche Phase winde vieimal mit Wassei (je 50 ml) ausgeschüttelt und ubei

Natiiumsullat getiocknet, abliltiieit und untei Lichtausschluss eingeengt Aul dem DG

konnten 3 flavine identifizieit weiden (gelbe Fluoieszenz bei 160 nm) Den Ruckstand

winde saulenchiomatogiaphisch geuennt (Kieselgel CILCL/McOfl 10 1) Von dem

aul dem DG siehtbaicn 1 I lavmzuckein konnte daduich jedoch nm das Hauptpiodukl

duich piapaiative HPLC (Giachent 0 25G CHCh/MeGll in emei Stunde) saiiben

abgettennt weiden Fs vvuide 36 (0 60 g s0 G ) als Hauplpiodukt (//Isomei) eihalten

Schmelzpunkt 177 °C A'( (Kieselgel CILC G/MeOH 2s I ) 0 25 IR (KBi) 3U8s

1195s IbPm 155s/// | 100s I2U/// 108% 111 WIR ( 100 Ml Iz CDClA 1 75 210

2 H)(ls 9 11 CHAOO) 2 12 2 ^G ds b II CILG Hl 121 (/// 2 H IL C(5 )) I 19

(qd, 111/ I I 11 ( (4 i) 5 80 s SS u,i
~> H II C(2 1 )) 7 69 ul 111,/- 10 ? H

C(\ )) 7 9s 79h(d 211 11(06 9)) Sods ill NH) ' C NMR ( 12^ MHz, CDCLG

l Ig
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19.45, 20.22. 20.61, 20.90, 22.09 (3CLLCOO. 2C1U); 64.46 (CHA: 65.77. 65.85, 67.99,

80.72 (CLL C(l'-40); 117.65, 133.30 (GH, C,lllim): 129.26, 134.95, 135.50. 137.27.

148.05. 151.46, 154.53. 158.97 (CA: 168.97, 169.59, 170.22 (CLhCOO). FAB-MS

(positiv; 3-NOBA): 501 (46. |MH]+); 405 (22): 259 (100). HRMS (FAB1) her. für

Cg3I LsN jOg (50 f. I 621. | MH | O: geh: 501.1629.

7,<S-Diinelhvl-10-(/?-D-ril)op>ranos)l)bcnzo|g]ptericliiii-2,4(3//, lOf/Fdion (26)

Verbindung M (55 mg, 0.1 I mmol) wurde 3 h in absoluter annnoniakalischer MeOH-

Lsg (50 ml) gerührt. Die Reaktionslösung winde eingeengt und am Hochvakuum

getrocknet. Fs wurde 26 120 mg. 48 d) als gelbes Pulver eihalten.

Schmelzpunkl 187 °C. A>f (Kieselgel Methanol) 0.66. IR (neat): 3360v, 2944///. 1721///.

1667///. 15 12///. 1449///. 1390///. I275n. 1000,». 1041///. "H-NMR (300 MHz. CDCI3):

2.35, 2.45 (2v, 6 LI, 2 C11G: 3.69 (//;, 2 LI. LI C(50): 4.01 (br. 2 LI. 1FC(2\V)); 4.34,

4.91, 5.15 (3 /»/, 3 IL 3 011); 7.1 1 (d. 1 II, H-C(L))- 7.84, 7.95 (s, 1 H, H-C(6,9). I3C-

NMR (300 MHz. CDCh): 18.58. 20.76, 65.67, 65.90, 66.24, 71.16, 83.13, 118.75,

129.25, 131.25, 1 U.00. 135.52. 136.86, 1-14.95. 151.75. 155.25. 159.44.

ESLALS (CHA7L1): 787 (15. |2M+K|d; GG ( 100. ]2M+Na]G; 413 (25, [MKT: 397

(100, |MNa]G; G5 (58, [Mil)-). HRMS iPABd her, fur C|7H|9NjOh (375.1304.

|MH|+);geb: 175,1301.

I G/



6 Expeiimcnlcllci Teil

ö 42 Synthese eines 3'-Desoxyribopyranosylflavinnucleoi;ids

r,2Gö-lsoprop)liden-a-D-\vloruranose (38 12I9|

HO.

-Ö-

OH O-
O

In einet Mischung aus AeOH/HCOOH dl O (10 4 3, 50 ml) winde 1,2 1,5-bis 0

Isopiopyhden cz D xvloluianose (37) (10 g 4141 mmol) gelost und wählend 35 mm

geiuhit Die I osimg winde mit LtOAc (4x100 ml) extiahteil und che veiemigten

cnganischen Phasen wuiden /// \aato eingeengt Fs winde 38 (6 93 g, 84%) als weisses

Pulvci ei halten

R, (Kieselgel, ChloiofoiniAIethanol 5 1)0 ös 'll NMR (100 MHz, CDCL) 1 25 (s, î

H, CH-)) 1 15 (s 1 H CH ) 195 105 (m 2 H 211 C(5 )), 115 („,, | H H C(4G). 4 3

(///, I H, II C(l )), 4 7 (d 1 H J - 1 17 II C(2 )) 5 95 (G III / =- 3 12, H-C(F))

l',2GO-lsoprop)liden-5GO-trit\l-a-l)-\)loluranose (39)
!19|

1°N
U. 1 o

»^ i 10
OH OG

In P)ticlm (70 ml) winde 38 (6 91 ^ \ß [j nimol) gelost, admettes Molekulaisieb

zugegeben und the I osiiim untei hit itgasatmosjihaie geiuhit Nach emei Stunde winde

Tnelh)lamm (7 / ml 54 71 mmol) und I nphenvlmethvlehlond ( 1 1 16 g, 40 11 mmol)

zugegeben und ehe I osting 18 Stunden geiuhit Die lesiiltieiende oiange Losung winde

18



6. Expeiimentellcr Teil

/'// vacuo eingeengt und der Rückstand wurde säulenchronialographisch (0 = 7.5 cm, 15

cm Kieselgel, zuerst CbbCb dann CHCL/MeOH 7.5:1) getrennt. Es wurde 39 (14.21 g,

90 7 ) als weisses Pulver erhalten.

R, (Kieselgel. Chloroform/Methanol 7.5:1 ): 0.77. 'H-NMR (200 MHz, CDCL): 1.3 (s, 3

H, CH,), 1.5 (v, 3 II, CLL,), 3.50-3.55 (///. 2 H. LLC(5')), 4.2 (///, 2 LI, H-C(3G und H-

C(4')), 4.7 (»/, IHd= 3.45. H-CGG), 6.0 «/. I H, ./ = 3.49, ll-C(L)), 7.5-7.2 (///. 15

H, PlnC).

r,2'-0-lsopropylideii-3GO-|(ineth\lthio)lhioearbonyi|-5'-<9-trityl-ö;-D-

xylofuranose (4t))1219'

Zu einem Lösung von 39 (5 g, 11.56 mmol) in DVLSO (20 ml) wurden eine 5 M

wässrige NaOH-Lösung (3 ml. 15 mmol) und Schwefelkohlenstoff (1.33 ml, 13 mmol)

zugegeben. Die Ladung vei färbt sieh nach der Zugabe von CS i von hellgelb über orange

nach rot. Die Lösung wurde 10 min geiührt und Methvhodicl (0.76 ml, 12.18 mmol)

tropfenweise zugegeben. LG bildete sieh ein gelber Niederschlag. Die Mischung wurde

noch 30 Minuten gerührt und dann mit LEO (100 ml) versetzt. Die wässrige Phase

wurde mit Hexan (2x50 ml) extrahiert. Der gelbe Niederschlag wurde in Llexan (200

ml) gelöst und die L.ösung zu der organischen Phase gegeben. Diese Lösung wurde mit

LLO (5x100 ml) gewaschen, über CaCL getrocknet und abfiltrier!. Das Lösungsmittel

wurde /'// vacuo entlernt. Es wurde 40 (3.57 g, 92 G ) als em hellgelbes Öl erhalten.

Ri (Kieselgel. Hexan/Aceton 4:0: O.H. 'iT-NMR (200 MHz. CDCL): 1.3 (v. 3 11, CIL,

isopr.), 1.6 (.s. 3 IL CHt„T, ). 2,77 (s. 3 LI, 5CLL). 3.25-3.50 (///. 2 LI. 2H-C(5G), 4.55

119



6. Exjiei'imenteller Teil

4.60 (m. 1 H, H-C(4')), 4.65 (d, 1 H,./ = 4.02. ILC(2')), 5.9 (d, 1 H,./ = 3.45, H-C(3')),

6.1 (d, I H../= 4.10. H-C(IG). 7.2 1-7,40 un. 15 H, Pli,C).

3'-Deso\'y-1\ 2GO-isopropvlidene-5'-0-trit\l-ö'-l)-riboruranose (41)

."AG

AG .a Ay,
^

' 10
,

Zu einer siedenden Ldsung von 40 (5.57 g. 10.66 mmol) in trockenem Toluol (120 ml)

wurde Azobisisobiityronitnl tAIBN) (0.35 g, 2.13 mmol) (frisch unikristallisicrt ans

Methanol) gegeben und unter Tnerigasatmosphäre Tribut)Izinnhydrid (5.9 ml, 22.39

mmol), gelöst in trockenem Loluol (170 ml), innerhalb von 30 min zugelropft. Die

Toltiollösimgen wurden vorher jeweils 30 mm nul Stickstoff entgast. Die

Reaktionslösung wurde 18 Stunden unter Riiekfluss gerührt. Der Rcaktionsverlauf

wurde mittels DC (EpO/Hexan 7s:2) verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das

Lösungsmittel /'// vacuo entfernt. Man erhielt einen iaiblosen Rückstand, dieser wurde in

heissem Accionilril gelöst und mit Hexan (6x50ml) extrahiert, um das restliche

Tributylzinnlgvdrid zu entfernen. Die Aeetonitrilphase wurde über Na2S04 getrocknet

und das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfern!. Es wurde 41 (3.81 g, 86 7c) als

farbloses Pulver erhalten.

RdKieseigel, Hexan/Aceton 4:0 0.44. 'iLNMR (300 MHz, CDCL,): 1.4 (s, 3 H. CH-,),

1.6 (s. 3 H. CLL), 1.71-1.80 (///. 1 H. H-CGG). 2.07-2.13 un. I IL H-C(50). 3.30-5G3

(///, 2 11. IL C(5G). 4.5 un. 1 LI. 11-634")). 4.8 (dd. 1 IL 3 - 4.16. 1.36 Hz. H-C(2G). 5.9

(//. I 11,7-3.73. ILC(IO), 7,6 '.Um. I5H.PG,C),

40
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3'-Deso\y-ö//?-D-ribose (42;
|2]9|

In 80 77 wässriger Essigsäure (200 ml) winde 41 (1.07 g, 2.58 mmol) 4 Slunden bei

80 °C gerührt. Anschliessend wurde die Lösung heiss filtrier! und das Lösungsmittel im

Vakuum entfernt. Es wurde mehrmals Toluol (6x50 ml) zugegeben und jeweils

abdeslillierl. um überschüssige Säuresjniren zu entfernen. Der Rückstand wurde

säulenchromalographisch (0 = 5 cm. 10 em Kieselgel, CLICL/MeOH 4:1) gereinigt. Fs

wurde 42 (0.19 g, 55 G ) als faibloses Öl eihalten.

R, (Kieselgel. Chloroform/Methanol 5:1): 0.34. 'H-NMR: (200 MHz, DA)): 1.9-2.23

(///, 2 H, 2H-CG1G); 3.23-3.9 (///. 2 LI. 2H-C(5G): 4.2-4.4 (///, 1 LI, LI C(4")); 4.94-5.1 (///,

2H, 2H-C( I'd')). ESI-MS(CLLOH): 291.1 (25. |2M+Na|h); 157.1 (100, |MNa|+),

A,-(3,-Desoxy-o//7-l)-ribopranosv I)-4,5-dimeth> l-2-iiitrobenzolaniin (43 und 44)

HO

O.N

In absolutem Ethanol (15 ml) wurde 42 (0.19 g, 1.42 mmol) unter Inertgasatmosphärc

gelöst. Anschliessend wurtle Nitroxvlidm (1.18 g, 7.12 mmol) und Ammonitimclilorid

(0.250 g, 4.67 mmol) zugegeben. Die orangefarbene Reaktionslösung wurde zwei

Slunden untei' Rüekfluss gerührt. Nach dem Abkühlen wurde die Lösung filtriert, das

Filmt auf Celile aufgezogen und duich Filtration über Kieselgel mit CHCL, das

überschüssige Nitroxv htlin abgetrennt. Das Produkt wurde säulenchromalographisch (0

= 5 cm. 10 cm Kieselgel. CHClGMeOll 25:1) gereinigt. Das Produkt (0.21 g, 53 G)

wurde als a- und /7-lsomerengemisch (43 und 44) erhalten. Geringe Mengen des a-

141
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Isomeren 43, sowie des //-Isomeien 44 wiiulen durch mehrlachc Kristallisation aus

Aceton gewonnen.

Schmelzpunkt: 134-l3bcC (43). IR (KBi. A-Lomcr): 3-dds. 2922s. 2855s, 1633s,

I572v, 1505s, 1455s, 1411s, I ids. |705s. 1211s. 1183a 1155s. 1 1 1 Ls, 1039s. FAR¬

MS (positiv. 3-NOBA, cr-lsomei): 505 0 (4 8. |MNa|'); 283 0 (43.5, |MH|+) : 167 1

(100, |M-C4K,0,|+). 'H-NMR: (400 MHz. CDCL, «--Isomer (43)): 2.13 (ddd, 2 H, / ^

16.8, 14.9, 1.1.214-0(30): 2 17.2.27 (2s. 6 IL 2CHO: 3.78 (del. 2 H,./- 12.34, 1.1, H,

C(5')); 3.94-4.03 (///. 4 H. ll-C(2*und 4G, HO-C(2Gmd 4')); 4 80 (d, 1 LI, .7 - 8.3, LI

C(l')); 6.77, 7 88 (2s, 2 LI. CHmim ); 8 71 ul. 111,/-= 8.3, NH). 'H-NMR (400 MHz.

CDCL, /Glsomer(44)): 2.04 2.19 (///. 2 IL H:-C(V)); 2.15, 2.26 (2s, 6 H, 2CLL); 3.45

3.61 (///, 2 LI, 1L-C(5G): 4.15 4.41 un. 1 H. H-C(4')); 1.56 4.60 (///, 1 LI, H-C(2')); 5.41

(dd, I LI, ./=- 7.2. 4.5 H-C(IG): 6.91. 7.84 (2s. 2 H. CH,11om): 8.77 (G, 1 H,/- 7.2, NH).

nC-NMR: (100 MHz, CDCL. cgIsoiiici (43)): 18.65, 20.71 (CLL,): 35.28, 70.39 (CHA;

64.71,66.90. 82.15 (CH); 115.64. 126.31 (CH,,,,,,,); 126,40. 131.20, 141.33, 146.93(C).

"C-NMR (100 MHz, CDCL. //-Isomer (44)) 18 64. 1 8 69 (CLL); 35.60, 64.35 (CIL);

71.18, 77.1 1. 85.43 (CH): 116.16. I 26 20 tGH „,„„): 126.G. 131.07. 141.94, 147.21 (C).

EA (ßdsomer) her. Im CdbsNdd (282.70), C 55.H. LI 6.43, N 9.92, 0 2804; gel. G

55.27, LI 6.55, N9 8I.

/VG3GDeso\>d\4Gdi-0-acc4vl-û7/?-n-ribopvraiiosvl)-4.5-diiiie(hvI-2-nitrobeiizol-

aniin (45 und 46)

In Pvriclm (10 ml) winde em Gemisch aus 43 und 44 (0 Gl g, I 1 / mmol) gelost und

Essigsaureanhydiid ( I ml) winde zugegeben. Die Reaktionslösung wurde 2 h bei 50 LC

getührt. Nach dem Abkühlen aul Raumtempeiatiii winde das Lösungsmittel /// vacuo

ZU,'
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entfernt und det resultierende biaune Feststoff säulenchromalographisch gereinigt (0 =

5cm, 10 cm Kieselgel, Toluol/LtOAc 5:1). Anschliessend wurden che vorgereinigten

Fraktionen der beiden Isomeie mit Hilfe einer MPLC wettei gereinigt (Gradient: 0-10

7c Toluol/ElOAc in 60 Minuten). Es wuiden che a- und //-Isomeren (45 und 46)

erhallen. Die beiden Isomeren winden aus wenig Ethanol umknstallisiert. Das/7-Isomei

(0.16 g, 38 G) bildet feine gelbe Nadeln, wählend das odsomei (0.16 g, 38 7 ) als

gelbes Pulver anfiel.

Schmelzpunkt: 163 °C. R, (Kieselgel, Toluol/EtOAc 10:1): 0.34. IR (Kßr, //-Isomer):

3389v, 2922s. 2844s, 1734s, 1628s, 1572s. 1506s, 1250v. 1055s. 'H-NMR: (500 MHz,

CDCL, a-Isomer): 1.33, 1.49, 2.21. 2.28 (4s, 12 H. CLL,); 1.95 (da. 1 LI, J = 13.1. 8.7.

ILC(3')): 2.47-2.51 (///. I II. H-C(30); 3.46-3.58 (///. 2 H, H,-C(5')); 4.88 (del, 1 LI. J --

6.7, 6.7, H-C(IG); 4.91-4.96 (///. 1 H. LI C(2*)): 4.99-5.03 (///. 1 H, LLC(40); 6.83. 7.33

(2v, 2 LI, CH.,lom); 8.24 (d. 1 H. 7 - 6.7. NH). nC-NMR: 18.60. 20.61, 30.43. 32.26.

62.73, 65.41, 66.99. 78 62. 82 81. 11561. 126.28. 127.03, 131.13, 141.24, 147.22,

169.90, 16996. FAB-MS (positiv. 7N0B3): Kd (61.3, |MHf) ; 201.1 (100, [M-

CsIL)NAd|')- EA (//-Isomei ) bei. Im C,7bL:NyO- (366.37): C 55.73, Fl 6.05, N 7.65, O

30.57; gcf.C 55.73. 116.10. N 7 d.

l()G3'-Deso\}-2\4,Kli-0<iccH)I-/?-D-ribopvranosvl)-7,8-dinielhylbenzo[glpleridiii-

2,4(3//, 107/)-dion (47)

In EtOAc (8 ml) wände ein Gemisch aus 45 und 46 (0.218 g, 0 63 mmol) gelöst und

Tnelhylamin (0.62 ml. 4.462 mmol) und Platni(IV)oxid ( M) mg. 0 132 mmol) wurden

zugegeben. Die Suspension winde bei 2 bai im Autoklaven mit LL solange hydriert bis

1-d
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man eine farblose Lösung erhielt (30 mm). Die Reaklionsniischnmg wurde unter

Lichtausschluss über einen Faltenfiller direkt m eine Lösung aus Alloxaiimoiiohydrat

(0.182 g, 1.14 mmol) und Borsäure (0.182 g. 2.94 mmol) gelöst in Eisessig (30 ml)

getropft (15-20 °C). Die ursprüngliche faiblose Lösung verfärbt sich beim Zu tropfen

grün und nach kurzer Zeit über ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 4

Stunden wurde mit LLO (50 ml) verdünnt und mit CLICL (2x50 ml) extrahiert. Die

organische Phase wurde mit ILO (3x50 mli gewaschen und mit ges. NablCfA (1x50 ml)

neutralisiert. Die organischen Phasen wuiden über NadOi getrocknet und unter
e "

c

Lichtausschluss eingeengt. Der Rückstand wurde säulenchromalographisch (0 = 5 cm,

25 cm Silica H, CLICL/MeOTI 30:1) gereinigt. Anschliessend wurden die

vorgereinigten Fraktion des //-Isomeren mit Hilfe einer MPLC weiter gereinigt

(Gradient: 0-10G CHClGMeOH in 60 Minuten). Es wurde 47 (10 mg, 4G) als

fluoreszierendes gelbes ÖL als reines //-Isomeres eihalten.

Ri (Kieselgel, EtOAc/Hexan 10:1): 0.24. IR (KBr): 3444a, 3233a, 294-Lv, 291 Lv, 2856a

1734.S, I683v, 1578v. 1539s. 1245s. 1083///. 1033///, 724///. FAB-MS (positiv; 3-

NOBA): 4-11.4 (14.9. |M)G 391,4 (100. |M-G4L(d)G 'H-NMR (500 MHz. CDCL,):

1.80, 2.13. 2.42. 2.54 (4v, 12 IL 4CH,): L9Q 2.1 I (//;. 1 H, H-C(3G); 2.73-2.76 (///. I H,

LLC(3G):3.69((/. 1 H../- 10.8. 11-G(5G):4.37 (ddd, 1 11,7- 10.9. ILC(5')); 5.13-5.19

(///. I IL !LC(40; 5.70-5.75 (///. 1 IL H (0 2* n; 7.15 (d. 1 Li, J, , = 9.7, H-C(D); 7.94,

8.00 (2s. 2 H, ILC(3.6)): 8.50 (s. 1 LI, NH),
!
TAMR ( 125 Ml Iz, CDCL): 19.49,20.48.

20.89. 22.11 (CLL): 34.52 tCi50-LL): 65.25. 65.38 <C(2\40 11); 69.44 (C(5')-H); 84.41

(C(I'VH); 118.04, 133.20 (CH am Flavin i: 120.15. 135.14, 135.33, 137.43. 147.99.

151.27, 154.67, 159.02, 169.49. 170.03 (C), HRMS (FAB"h) her. für C2,ILaN.|07

(442.1476, [MUT) gel'.: 442.1477 (100, [MH|0 47.
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6.5 Synthese von Flavinribofuranosiden

6.5.1 Synthese eines Flavinribofuranosids via TIPS- und Acetyl-Schiitz-

gruppen

5'-0-Triisopropylsilyl-1 '-Ü-benz} b/^-D-ribofuranose (56)

OH OH

I '~GABcnzylierle-//-D ribose (2.00 g, 8.3 mmol) wurde in trockenem TLIF (30 ml) gelöst

und Imidazol (1.70 g. 24.9 mmol, 3 äepix.) und DMgVP (0.06 g) zugegeben. Innerhalb

von 10 min wurde 44PSC1 (1.7 ml, 10.0 mmol) in trockenem THF (10 ml) zugetropft

und unter Stickstoffatmosphäre 16 h gerührt. Schon nach 2 h fiel ein farbloser

Niederschlag aus, der nach beendeter Reaktion abfiltnerl wurde. Das Filtrat wurde

zweimal mit gesättigter NaCl Losung (je 100 ml) gewaschen. Die organische Lösung

wurde über MgSOj getrocknet und eingeengt. Das Produkt wurde

säulenchromalographisch gereinigt (CHgCh/MeOfl 15:1). Es wurde 56 (1.2 g, 36 G)

als farblose, viskose Flüssigkeit erhalten.

AT (Kieselgel. CLLClOMeGH 15:1): 0.5 1, IR mean: 3382s, 2933a-, 2866v, 1464///.

1383)i', I250n-, 1117a 1044.%. 989m. 950n
. 883u\ 7 78m

,
683m "H-NMR (500 MLIz,

CDC13): 1.05-1.12 (///. 21 LI. Si(C/7(C/7a:G; 2.40 (d, 1 H. J = 4.1, OH); 2.66 (s, 1 LI,

OH): 3.85 (dd. 1 H, 7 = 7.2. 9,7. 11-0(5')); 3.95-3.98 (///. 1 IL Il-C(5')); 4.00-4.04 (///. 1

IL Il-C(-IG), 4.13 (d. 1 LI. 7 - 4.6, H-CGG): 4.34-4.37 (///. 1 LI. ILC(3G); 4.47. 4.72

(2d. 2 H. 7 - | 1.8. CIL): 5.(G p, | [[. HAG IG); 7.28-7,15 (///, 5 LI, aroin. LI). I3C-

NMR (125 MHz, CDCI3): 11.88 <(Sii(7/iClh):h); I 796 uSHCLLCF/Odd: 95.50,

7507, 73.83, 82.74. 106.23 (CGd-CdG): 66,36 (CID): 127.78. 1275)7, 128.41 (aroin.
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6. Experimenteller Teil

C); 137.48 <C). ESFMS (negativ. 5 M NHgOAc): 419 (100, [MNa]"); 414 (48,

IMNHilO. EAber. für QiH-^OvSi (39G.60): C 61.60. H 9.15; gef. C 63.51; H 9.10.

5'-0-Triisopropylsilyl-D-ribofuranose (57)

d
o

\ di G
,>

OH

OH OH

56 (0.70 g, 1.76 mmol) wurde in MeOH (80 ml) gelöst und Pd/C 10 7c (1.00 g)

zugegeben und mit 4.5 bar unter Wasserstoff 24 h hydriert. Der Katalysator wurde

durch Filtration über Celile abgetrennt und das Filtrat eingeengt. Der Rückstand wurde

säulenchromalographisch gereinigt (CILCh/MeOH 15:1). Es wurde 57 (0.37 g. quant.)

als farbloses Öl erhallen.

/d (Kieselgel, CH:Ch/MeOH 15:1): 0.31. 'H-NMR (300 MHz, CDCIy a/ß

Isomcrengemisch 1:1): 1.05-1.12 (///. 42 LI. ShCFACdOsb): 3.74-3.88 (///. 4 LI, H;-

C(5')); 4.16-4.19 (///. 4 LI. H-CGG.40); 4.03 4.06. 4.48-4,32 (2m, 2 LI. H-C(2')); 5.1 I (.v.

1 LI, LLC(L));5.25(d 1 11. 7 -- 3.8. H-C( L ).

.ib



6. Experimenteller Teil

4,54/)inic4h>l-2-iii(ro-V45GO-Triis()prop>lsil\bcd//-D-ribofiiranosyI)benz:oIamin

(58)

57 (0.36 g. 1.18 mmol) wurden unter Argon m ElOlI (15 ml) gelöst und Nitroxylidin

(0.98 g, 5.88 mmol. 5 äc|uiv.) und NH;C1 (30 mg) zugegeben. Die orange

Reaktionslösung wurde 1.5 h unter Rüekfluss erhitzt. (Bei geringerem Überschuss an

Nitroxylidin erfolgte keine LJmsetzung!) Nach dem Abkühlen zog man auf Kieselgel

auf und trennte säulenchromatographisch mit CILCL das überschüssige Nitrox)lidin

ab. Das Produkt konnle dann mit CLLCb/MeOH (15:1) von tier Säule eluiert werden.

Es wurde 58 (0.19 g. 36 G ) als gelbes Öl erhalten.

R(~ (Kieselgel. CLLCL/MeOH 15:0: 0,45. IR (neat): 3375 (br, OH), 2942v, 2865s,

1631 .v, 1570s, 1506s. 1461///. 1327///. 1248///. 1127///, 1055///, 989///, 883///, 761m. 44

NMR (500 MHz, CDCIy gg Isomer): 1.02-1.18 (///. 2 I H, Si(C/7(C/d)2d): 2.19, 2.26

(2.v, 2 LI, CHO: 2.73, 3.14 (2v, 2 LI. OH); 3.85. 3.97 (2 dd, 2 LI, 7 - 5.0, 104, LL4G50);

4.00-4.03 (///. I H, bLC(40); 4.354.37 im. I IL LLCOGG 4,10 4.43 (//,, 1 LI, LLCGG);

5.54 (dd, 1 H. 7 - 4.8, 7.8. H-O IG): 6.62. ".93 (2s. 2 LI. H-C(6, 3)); 8.85 (d, I H. 7 ---

7.8, NH). l-'C-NMR 025 MHz. CDCh): 11.88 ((Si(C/7(CLId2)3k 175)6

((Si(CH(C//3)2)3); 18.65, 20.56 (CIL); 64.01. 72.98, 70.85. 81.25, 84.17 (C(50-C(IG):

116.09. 126.40 (arom. CLL; 126,42. 131.42. 141.60, I 46.89 <C"loin). FAB-MS (positiv;

3-NOBA): 477 (15. |MNa|0. 455 (81, |MH|" 1.411 000. [M-(CH(CH3)dH]+). EA her.

lurC22H38N496Si (454,64): C 58.12, H 8 42. N 6.16; gel*. (7 58.17: H 8.28, N 5.89.

4 7



6. Experimenteller Teil

4,5-i)inH4h)l-2-nilro-A/-(2\3Gdi-0-acetyl-5,-(9Gj1riiSopropyIsilyl-u//?-D-

ribofuranosyD-benzoIamin (59)

Ox GG (X 0

58 (0.10 g, 0.22 mmol) wurde in trockenem Pyridin (3 ml) gelöst und

Essigsäureanhydrid (1 ml) zugegeben. Die Reaktionslösung wurde 10 h bei

Raumtemperatur gerührt und anschliessend noch 0.5 h auf 60 °C erhitzt. Nach dem

Abkühlen wurde die Lösung mil EtOH (3 ml) versetzt und Ether (10 ml) zugegeben.

Die Reaktionslösung wurtle dreimal mit Eiswasser (je 50 ml) gewaschen, die organische

Phase üherMgSO; getrocknet, eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Es wurde 59

(0.90 g, 76 GG als gelbes Öl erhallen.

Rç (Kieselgel, ClhCh): 0.55. IR (neat): 3381 (br, NH). 2943///. 2867///, I75bv, 1630///.

1576///, 1507///. 1433m. I.ldn, 1327m, 1236s. |()22ir. 878m. »H-NMR (500 MHz,

CDC13): 1.05-1.13 (///. 21 IL Si(Cf/(C/73G)3); --14 2.28 (2s, 6 IL COCHO: 2.20, 2.21

(2.v, 6 LI, CH3); 3.89 (qd. 2 LI. ./ - 2.8, I 1.0, IL-C(54); 4.19-4.17 (///, 1 LI, H-C(-L));

5.40 (/, I IL 7 -. 5.2, H-C(2G); 5.57 (dd. 1 H, 7 = 2 0. 5.8. H-C(.IO); 5.76 (dd. I IL 7 -

6.0, 8.0, LLC(L)G 6.90, 8.00 (2s. 2 IL arom. II): 8.70 (d. 1 11, 7 - 8.0, NH). I3C-NMR

(500 MHz, CDCL): 11.87 ((Si(CH(CHcA)G: 20.48, 20.65, 20.78 (Si(CH(C/-/3)2)3);

17.93, 17.95 (CH3); 63.59. 70.40. 72,21, 81.98, 82.44 (C(5*)-C(LY); 115.46. 126.35

(CHJI0I11): 126.60. 131.35. 141.56, 147.57 (Clh,m.). FAB-MS (positiv; 3 NOBA): 539

(26, [MIII+). 495 (22. (1\LCOCH3]+). 145 (100), EA her. für C:6LLpN208Si (538.71):

C 57.97. LI 7.86, N 5.20: gel. C 57.99; H 7.7d N 5.04.
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7,8-Dimc4hyl-l()-(2\3Gdi-0-acetyl-5'd>-TriisopropylsilyI-/?-D-ribol'uranosyl)-

benzoLg|pteridin-24(3H, l()H)-dion (55)

O.

O

G d
N N ^O

NH

O-

G
O.x X7 (X -

o

59 (0.08 g, 0.15 mmol) wurde in EtOAc (3 ml) gelöst und 4'riethylamin (0.11 g. 1.04

mmol) und Platin(IV)oxid (0.01 g. 0.05 mmol) zugegeben. Die Suspension wurde bei 2

bar im Autoklaven mit Wasserstoft solange hydriert, bis man eine farblose Lösung

erhielt (ungefähr 1 h). Die Reaklionsmischung wurde unter Lichtausschluss über einen

Fallenfilter direkt in eine Lösung aus Alloxanmonohydrat (0.04 g, 0.26 mmol) und

Borsäure (0.04 g. 0.67 mmol) gelöst in Eisessig (10 ml) getropft (15-20 40. Die

ursprünglich farblose Lösung verfäiblc sich beim Zutropfen grün und nach kurzer Zeil

über ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2 Stunden wurde schnell mit

Wasser (50 ml) verdünnt und mit CHClg extrahier!. Die organische Phase wurde je

viermal mit W'assei (je 50 ml) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet und unter

Lichtausschluss eingeengt. Auf dem DC konnten i Flavine identifiziert werden (gelbe

Fluoreszenz bei 366 nun. Der Rückstand wurtle säulenchromatographisch getrennt

(Silika-H. CHddo/MeOH 10:1). Von dem auf dem DC sichtbaren 3 Flavinzuckcrn

konnte dadurch jedoch nur das Hauptprodiikt sauber abgetrennt werden. Es wurde 55 (9

mg. 10 G ) als gelbes Öl erhalten.

A4 (Kieselgel. CHyCh/MeOH 10:1): 0(G. IR (neat): 3H6v, 2993m, 2856m, 1 /44m.

1661///, 1578///, 1541s, 14(OG, 1383a. 1211///. I094u. 889»,. 4-LNMR (500 MHz,

CDC13): 1.04-1.15 (///. 21 IL ShC/-/(C//3gg): 2.04. 2.1-1 (2s. 6 LI, COCHG; 2.20, 2.21

(2s, 6 H. CH3); 4.07 4,16 un. 2 LI. LL-C<50): 4.31 4.34 un. 1 H, H-td-IG); 5.71 (/. 1 H.

J -- 7.6. 7.7, 1LCG1G): 5.92 (dd. I H. 7 - 5 0. 7.7. H-C(2G): 7.1-1 (d. 1 H. 7 = 5.0, H-

C(L)): 7.58, 8.03 (2s. 2 LI. arom, LI); 8,45 (s. 1 IL NH). > MT-NMR (125 MHz, CDC13):
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6. Expciinienlcllci Teil

|M+259|0. 389 (10, |MNa|0, 367 (12, |MH]+). 259 (100). EA her. für Ci8H2208

(366.37): C 59.01. LI 6.05: gcf. C 59.05, LI 5.96.

2', 3', 5"-Tri-0-aeetvI-û///-I)-ribofuranose (50)

d.dv
1 I o-^oh

Vd
Q^O (X -o

7 l

49 (1.48 g. 4.04 mmol) winde m EtOAc (20 ml) gelöst und Pd/C 10 7 (1.00 g)

zugegeben und mit 4.5 bai mit Wasseistoff hydriert. Der Katalysator wurde durch

Filiration über Celite abgctreiml und das Filtrat eingeengt. Der Rückstand wurde
e_ O Ca

säulenchromatographisch geiemigt (Kieselgel. CFLCh/McOLI 15:1). Es wurde 50 ( 1.10

g. quant.) als faiblisses Ol eihalten

Rf (Kieselgel. CH3Ch/MeOH 10.1): 0.34. 4l NMR (300 MHz, CDCL,, cr/ß-

tsomerengenusch 1:1): 2.07, 2.10, 2.10. 2.1 1. 2.13, 2.14 (6s, 18 LI, Ctf3COO), 3.05

3.25 (///, 2 LI, OH); 4.13-442 un. 614); 5.08-540 (///, 6H). FAB MS (positiv. CLLCIa:

294(100, IM+NH4I+), 259(24. |MH|-).

151



6
Experimenteller

T
e
i

4,5-DinK4h\l-2-iiitro-/V-(27375Gtri-r>-acetvI-or-I)-ribofuranosyl)benz()lanun
(51)
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6. Experimenteller Teil

7,8-DinietIiyl-l(b(2\3\5Gtri-0-acetyl-/î-D-ribofuraii<)syl)4ienzo[g|ptcridin-2,4(3//,

10/O-dion (52)

51 (0.30 g, 0.70 mmol) wurde m Essigsäuremeihv lester (3 ml) gelöst und Triethylamin

(0.49 g, 4.90 mmol) und Platim lVioxid (0 06 g. 0.27 mmol) zugegeben. Die Suspension

wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoff solange hydriert bis man eine farblose

Lösung erhielt (ungefähr 1 h). Die Reaktionsmischung wurde unter Lichtausschluss

über einen Faltenfiller direkt in eine Lösung aus Alloxaiimoiiohydrat (0.20 g, 1.24

mmol) und Borsäure (0.20 g. 3,17 mmol) gelöst in Eisessig 110 ml) getropft (15-20 40.

Die ursprünglich farblose Lösung veilaibtc sich beim Zutropfen grün und nach kurzer

Zeit über ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2 Stunden wurde schnell mit

Wasser (50 ml) verdünnt und mil ClbCL extrahiert. Die organische Phase wurde

viermal mit Wasser (je 50 ml) gewaschen und über Natruimsiilfat getrocknet, abfiltriert

und unter Lichtausschluss eingeengt. Auf dem DG konnten 3 Flavine identifiziert

werden (gelbe Fluoreszenz bei 360 nm). Der Rückstand winde

säulenchromatographisch getrennt (Silika-H. ClbCb/MeOH 10:1). Von dem auf dem

DG sichtbaren 3 Flavinzuekern konnte dadurch jedoch nur das Hauptprodukt sauber

abgetrennt werden. Die Auftrennung der weiteren Fraktionen (siehe

Ncbcnverbmclimgen) gelang durch MP1.C (Gradient: 0-25G OllCb/MeOH in einer

Stunde). Es wurde 52 (2 1 mg, 7 G ) als gelbes Öl erhalten.

Rf (Kieselgel. CLLCL/MeOH 10:0: 0.71. IR (KBr): 3455s. 3d67ir, 1750s. I733v.

168b//. 1655///. 1578///. 1544s. I394u. 1 07u. 1233s. I050u. 'H-NMR (300 MHz,

CDCL): 2.08, 2.12. 2.16 ds. 9 II. COOL,); 243. 2.35 (2s. 6 LI. CLL): 445-4.56 (///, 3

H, H2- bzw. ILC(5*. 4')): 5.80-5,85 (///. 1 H. H-034): 5 98 (dd. I 11, 7 - 4.0. 6.7, II-

153



6. Experimenteller Teil

C(24); 6.92 (d, I H, 7 - 3.8, H-C(L)); 7.51, 8.04 (2s, 2 LI, H-C(6,9)); 8.39 (.v. 1 LI,

NH). 1 'ONMR (125 MHz, CDG!3): 19,37. 20.35, 20.42, 20.80, 21.86 (3 CH3COO, 2

CLI3); 62,78 (CIL): 69.72, 71.83. 80.20. 90.11 (OL-44); 115.40. 133.39 (CHaiom):

129.89, 134.94, 136.47, 13 7.12. 147.89. 153.66. 156.10, 158.84 (C); 169.48. 170.02.

170.45 (CILCOO). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 501 (15. |MHb), 393 (100). HRMS

(F/VB)1 her. für C23H2sN40(S (501.1622. |MH|d: gel' : 501.1629.

Nebenverbindungen:

a-lsomer:

7,8-Diinelhyl-1042,.3,,5,-tri4>-aeet)l-fl-D-ribofuranosyI)-benzofg]pteridin-

2,4(3//, 10//)-dion (54)

O.\A0x
1 U 0^

Ov\, O O

Gelbes Öl. Rç (Kieselgel, CHyCb/MeOll 10:1 i: 0.69. IR (KBi): 3467///, 3033v, 281 1///,

1742v, I658.S. I537v, 1372///, 1226s, 1051///. > 11-NMR (300 MHz, CDC13): 1,94,2.09.

2.13 (3v. COCH3); 2.46. 2.58 (2s. CLL): 4.26 4.27 (///. 2 LI. 1L-C(54); 4.37-444 (///, I

IL IL044); 5.24 5.27 un. 2 IL H-O V u. 3')); 5.68-5.69 (///. I IL LLC(2*)); 7.75, 8.08

(2s, 2 H. H-06.9) ), 8.62 (s, 1 LI, NH). 07-NMR 025 MHz. CDCI3): 19.48. 20.62,

20.79, 20.91. 21.56 (3 CLLCOO. 2 CIL): 65.26 (CHO: 6842. 71. K), 71.84. 77.76 (4

HC(L-44): 115.56. 133.02(2 01 ,,mi; 131.27. 135.12, 135.81, 157.60. I 18.79, 150.16,

151.55, 159.07 (8 CA): 169.79. 170.05. I Gl. 1 8 (ClbGOO). FAB MS (positiv; 3-NOBA);

503 (100. |MLL|G. 1005 (GS, 2[MH|n. HRMS (FVBd her. für OGL'/NiGs

(503.17/8. IMHI+, retluzieite Form (+ Lbn; gel'.: 501.1 778.

54



6. Expeiimcnlcller Teil

Offenkettiges Isomer:

T^-DinietliyldO-lSGO-acetybr^'^^Gtridesoxy-D-ribilyb-beiizoigJpleridin-

2,4(3//, 10//)-dion (53)

Gelbes Pulver. Schmelzpunkt 210 °C (Zersetzung). Rç (Kieselgel, CHhCL/MeOH

10:1): 0.59. ÏR (KBO: 3378///. 3188/?/. 2933///. 2356.9, 1717m, I655v, 1568s, 1495m,

1039m IH-NMR (300 MHz. CDOO: 1.69-1.75 (///. 2 H, H-C(34); 1.95-2.1 1 (///, 2 H,

H-C(24); 2.12 (s, COCLIO: 2.46. 2.57 (2s. CLL); 4 034.74 (///. H, H-044): 4.14-4.19

(///, 2LL2ILC(54);4.74-4 79 un. 2 H. H-OD): 7.57, 8 07 (2s, 2 H, H-C(6,9); 8.51 (s,

1 H, NH). l'C-NMR 025 MHz, CDCL,): 19.23, 19 49, 20.86 (1 CH3COO. 2 CD):

23.24, 44.99. 68.60 (1 CLL); 69.43 (HG44); 115.46, 132.84 (2 CLLlom): 131.03,

135.05, 136.06, 137.21. 148.53. 150.04. 155.11. 159.45 (8 C); 171.29 (CLLCOO).

FAB-MS (positiv: 3-NOB3): d7 (65. | M H | ). HRMS (FABÖ her. für CpbbiNgOs

(387.1668, |MH|'): gel'.: 378.1668.

155



6.
Experimenteller

F
e
i

6
.
5
,
3

S
y
n
t
h
e
s
e
e
i
n
e
s
F
l
a
v
i
n
r
i
b
o
f
u
r
a
n
o
s
i
d
s
ü
b
e
r
d
i
e
/Ïcetonid-Schutz.gruppe

2',3GO-ïsopropyliden-û//?-D-ribot'uranose
(60)'2B|

D
-
R
i
b
o
s
e

(31)
(
5
.
0

g,
3
3
.
4
m
m
o
l
)

w
u
r
d
e
m

A
c
e
t
o
n

(
1
5
0

m
l
)

suspendiert.
B
e
i

0
°
C

w
u
r
d
e
n
H
G
S
O
g

(2
m
l
,

3
7
.
5
m
m
o
l
)

z
u
g
e
g
e
b
e
n

u
n
d

2
h

gerühit,
w
o
b
e
i

d
i
e
R
i
b
o
s
e

n
a
c
h

u
n
d

n
a
c
h

in
L
ö
s
u
n
g

ging.
D
i
e

Reaktionslösung
w
u
r
d
e

a
n
s
c
h
l
i
e
s
s
e
n
d

m
i
t
K
O
H

(
4
.
5
0

g,

8
0
.
2
m
m
o
l
)

in
V
I
e
O
H

(
5
0
m
l
)

b
e
i
0
C
C
abgefangen.

Z
u
r
S
u
s
p
e
n
s
i
o
n
w
u
r
d
e
n
o
c
h
I
s
a
C
0
3

(2.5
g,

1
8
.
1
m
m
o
l
)

g
e
g
e
b
e
n
u
n
d

d
a
s
R
e
a
k
l
i
o
n
s
g
e
m
i
s
c
h

3
0
n
u
n
s
c
h
w
a
c
h

gerührt.
N
a
c
h

A
b
f
i
l
l
i
d
e
r
e
n
d
e
s
Niederschlags

(
G
l
a
s
f
r
i
t
t
e
.

C
e
l
i
l
e

m
i
t
d
ü
n
n
e
r

A
k
t
i
v
k
o
h
l
e
s
c
h
i
c
h
t
)
w
u
r
d
e

d
a
s

FiltraL
eingeengt

u
n
d

m
a
n

e
r
h
i
e
l
t

e
i
n

leicht
gelbliches

Öl,
d
a
s

säulenchromatograiihisch
m
i
t
M
e
O
H
/
C
L
b
C
L
b

(
1
5
:
1

)
gereinigt

w
u
r
d
e
.
E
s
w
u
r
d
e
6
0

(
5
.
7

g,
9
0

7
c

(Lit.:
6
6

7c)
a
l
s
f
a
r
b
l
o
s
e
s
O
l

e
i
h
a
l
t
e
n
.

R\-
(Kieselgel.

C
L
L
C
L
/
M
e
O
H

1
0
:
1

):
0
.
1
9
.

1
H
-
N
M
R

(
2
0
0
M
H
z
.
C
D
C
1
3
)
:

1.30,
1
4
7

(2s,

6
LI.

C
H
3
)
.

3
.
6
8
-
3
.
7
4

(///,
2

I
L
L
b
-
C
(
5
4
)
;

1
.
5
2
-
4
4
0

(///.
I

LI.
LI-C(-F)),

4
.
5
6

(d,
I

LI,
7

---

6
.
2
.
H
-
O
3
0
)
:

4
.
7
9

u/,
I
H
,
.
/
-
6
,
8
,
L
L
0
2
4
)
;

5
.
4
0

(
s
.

I
LI.

LI
O
D
)
.

J
s
o



6. Experimenteller Teil

yV-(2\3,-04sopropyIiden-a-L)-riboluranos>I)-4,5-dinicthyl-2-nitrobenzolanun (61)

HGd

Wl
o o

\HNV a ^

L l
OM < "-

60 (0.53 g. 2.76 mmol) wurden unter Argon m EtOH (15 ml) gelöst und Nitroxylidin

(3.30 g, 13.8 mmol. 5 äqtiiv.) und NllgCl (70 mg) zugegeben. Die orange

Reaktionslösung wurde 2.5 h unter Riickfluss eilutzi und nach 10 min Molekularsieb 3

Â zugesetzt. (Bei geringerem Übersehiiss an \itrox)1idin erfolgte keine Umsetzung!).

Nach dem Abkühlen zog man auf Kieselgel auf und (rennle säulenchromatographisch

mit CH47L das überschüssige Nitroxylidin ab. Das Produkt konnte dann mit

CbbCb/MeOH 15:1 von der Säule cluieit werden. Man ei hielt das Produkt nach dem

Einengen als gelbes Öl. das trotz mehrfacher Reinigung nicht analyscnrein erhalten

werden konnte. Laut NMR wurde 61 (0.59 g. 66 G) als <y//-Isomerengemisch im

Verhältnis 12:1 erhalten.

A4 (Kieselgel, CLLCL/MeOH 25:0: 0.3b. IR (neat): 3!4)v, 2933m, 2300m, 1627///,

1567///, 1506///, 1406m. 1327m, I272»i. 1 2.10a
.

1094///. 856m. 'H-NMR (300 MHz,

CDOy c/ Isomer): 1.18. 1.59 (2s. 6 11. CLL): 2.20. 2.29 is. 1 IL CH3 am Arom.); 3.71-

3.77 (///. 2 LI. 1L-054): 1.33-446 (///. I 11. H-O40): 4.70 (dd. I LI, 7 =- 2.5. 5.9. H-

C(34); 4.92 (dd. 1 H, 7 ^ 1.9, 6.1. ILG(2G): 5.45 (dd. 1 H. J = 1.5. 9.5, LLC(D): 6.96.

7.93 (2s. 2 11, arom. IL. 8.35 g/, 1 IL 7 - 9.1. NH"). ^C-NMR (100 MHz, CDC13, og

lsomer). 18.59, 20.57. 24.92. 26.11 (CLL,). 63.29 (C(54); 79.66. 8143. 8145, 84.36

(C(L44); 116.09, I 26.29 441 ,llMlp: 114.51. 126.39. 131.32. 141.28, 146,91 (C). FAR¬

MS (positiv; 1-NGBA): 677 (7. 2[MH|+). 10 | { d). 362 (28, |MNa|0- 339 (100). 339

(IMHld.

15 7
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A'45GOAVeetyI-2',3G(9-isopropyliden-a-D-ribofuranosyl)-4,5-cliinethyl-2-nilro-

bcnzolnmin (63)

0^01 Gdg
ov ,o

NHYr
O ,N ^ "**-

61 (0.86 g, 2.53 mmol) winde m Pyridin (10 ml) gelost und Essigsäureanhydrid (3 ml)

zugegeben. Die Reaktionslösung wurde 8 h bei 50 "C geiuhrl. Es wurden EtOH (10 ml)

und Ether (100 ml) zugegeben und dreimal mit Wasser (je 100 ml) gewaschen. Nach

dem Einengen ei hielt man einen gelben Feststoff, der am Llochvakuum 2 Tage

getrocknet wurde, und anschliessend ohne weitere Reinigung in die nächste Stufe

eingesetzt wurde. Laut NMR handelt es sieh bei 63 ausschliesslich um das cz-Isomer.

Für die Röntgeiisirukturanalvse vvuide em kleiner Led aus Ethanol umkristalhsiert. Es

wurde 63 (0.95 g. 98 G) m Form von feinen gelben Nadeln eihalten.

Schmelzpunkt 157-161 °C. R( (Kieselgel, CLLCL/MeOH 10:0:0.73. IR (neat): 3367///.

2933///, 1742s. 1627///, 1567///. 1508///. 1433m, 1772u. 1239s, 1094///, 1033///. 861///,

'H-NMR (300 MHz. CDCL): 1.4b 1.68 (2s. 6 IL CLL): 1.14 G, 3 LI, COCD): 2.20.

2.29 (2s, 6 LI. OLG: 4.11-4 16 (///. I H. H-CG4): I H-4 K) (///. 2 IL LLC(4\ 54): 4.73

(dd, I LI, / - 1.8. 6.6. H-O34): 4.89 (dd. 1 LI../ = 3 3, 4 9. LLC(24); 5.49 (dd. I H../ -.

4.8, 7.6. ILO 14): 6.93, 7 95 (2s. 2 LI. II C(6.9)). 8.7 7 ul. 1 LI,./ -- 7.5, NH). ' *C-NMR

(100 MHz. CDCL): 18 64, 20.51. 20 96. 25.16. 26.19 (CLL); 63.87 (C(54); 79.27.

79.49, 81.57. 8429 (HC(L44); 116.18. 1260G (CHllllM): 114.79, 126.59, 131.50,

141.08, 146.99 (C): 170.58 (CO), FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 381 (34, |MH|'), 289

(41). EA her. fur C|H1 bo\40/ (380.40): C 56 S3, LI 6.36. N 7,36; gef. C 56 86, IT 6.36,

N 7.36.
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l()-(5GO-Acetyl-2\3GO-isopropyIidcni-/?-D-ribofuranosyl)-7,8-diinelhyI-benzo|g)

pteridin-2,4(3//,10/7)-dion (64)

o^ d.

o
N d
d NH

'N N O

dg

O, O

63 (0.30 g. 0.79 mmol) wurde m Essigsäuremethylester (9 ml) gelöst und Trielhylamin

(0.59 g, 5.53 mmol) und Plalin(l\Goxid (0.07 g. 0.31 mmol) zugegeben. Die Suspension

wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoff solange hydriert bis man eine farblose

Lösung erhielt (ungefähr 1 h). Die Reaktionsmischung wurtle unter Lichtausschluss

über einen Faltenfiller direkt m eine Lösimg aus Alloxaiimoiiohydrat (0.22 g, 1.40

mmol) und Borsäure (0.22 g, 3.58 mmol) gelöst in Eisessig (30 ml) getropft (15-20 °C).

Die ursprünglich farblose Lösung verfärbte sich beim Zutropfen grün und nach kurzer

Zeil über ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2 Stunden wurde schnell mit

Wasser (50 ml) verdünnt und mit CL1CL extrahiert. Die organische Phase wurde

viermal mit Wasser (je 50 ml) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet und unter

Lichtausschluss eingeengt, Auf dem DG konnten 3 Flavine identifiziert werden (gelbe

Fluoreszenz bei 366 nm). Der Rückstand wurde säulenchromatographisch getrennt

(Silika-fE CLbCL/MeOLl 10:1). Von dem auf dem DC sichtbaren 3 Flavinzuekcrii

konnte dadurch jedoch nur das Haupiprodnkt sauber abgetrennt werden. Es wurde 64

(80 mg. 22 G ) als gelbe, kristalline Verbindung erhalten.

Schmelzpunkt 142 GG Rf (Kieselgel. ObCb/MeOH 10:1): 0.7g. IR (neat): 3178m,

293 4r, 281 lux 1717///, 1650//, 1578s. 1542s. 1395///, 1256///, 1156a. 1078m. 'H-NMR

(300 MHz. CDCL): 1.38. 1.65 (2s. b H, CI La; 2.01 (s, 3 LI, CHO Lp: 2.44, 2.55 (2s. 6

II, CHp; 447-4.57 (in. 3 LI. Ib- bzw. H C(5~. 40): 541 (dd. I II, 3 -= 4.0, 6.3. 14-

C((34);5.57(G/. 1 11,7 1.2. 6.5. H-CG4): 6.68 G. I IL H-O IG); 7.66. 8.05 (2s, 2 LI.

LLC(6,9)). 8,35 (s. 1 LI, Nil), '4/ NMR ( 1 25 MHz, GDOp: 1940,20.81,21.64,25.27.
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27 25 (CLbCOO, 4 CHO, 64 60 (Ob). 82 O. 84 24. 88 G, 92 81 (C(L 44), I 14 97,

133 08 (ODD. M 179, 130 75, 135 03. 116 72. 117 18, 148 42 149 01. 153 40,

158 87 (C). 17048 (ObCOO) DF1-MS (ObCb) 486 G M+), 211 (!()()) HRMS

(FAB)'bei lui CODNt07(457 I 72 G |MH|-). sel 457 Id
7

6.6 Synthese \on Desoxyribose- oder Desoxyarabhiosededvaten

6.6.1 Synthese eines Desoxyriboflavinnucleosids

l'-Choro-2,-dcso\}-3,,5Gdi-0-(/;-chlorben/oyl)-ûf-D-ribol'uranosc (67)'2^'

Cl

In absolutem Methanol (190 ml, ubei Molekulaisieb gelageit) winde 2D3esoxy D

nbosc (70) (10 07, 0 08 mol) gelost und mit HO gesättigtem Methanol (10 ml)

veisetzl Diese Losung winde 10 mm bei Raumtempeiatui geiuhit und dann mit

tiockenem Pyiidm (80 ml) neutiahsieit Das Lösungsmittel vvuide /// vacuo entleint und

zum Rückstand winde Pviiclm (2*1 ml) gegeben und anschliessend das Lösungsmittel,

mit veibhebenen Spin en Methanol vviedei entleint Dei Rückstand vvuide m tiockenem

Pyiidm (00 ml) gelost, bei Raumtempeiatui langsam /»-C hloibenzoylchlond (25 ml. 195

mmol) ztigetiopit und 16 h geiuhit Beim \bkuhlen aul 0 'C Oel cm laiblosct

Niederschlag aus Wassei und ( IbCL winden hinzugegeben, che oiganisehe Phase

abgetiennt und zweimal mit gesättigten \ all Od, 1 osting (p Id) ml) Wassei und kältet

IN IbSOj und vviedei um mit Wassei gewaschen Die oiganisehe Phasen wiiulen

abgetiennt, mit MgSOj getioeknct abliltiieit und das Losungsmittel /// \aato entleint
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Dei Rückstand winde m Ethanol (78 ml) gelost und abliltiieit Eisessig winde mit LIO

gesättigt und danach mit einem Eisbad gekühlt Das elhaiiohsche Lillial winde ebenfalls

gekühlt und zugegeben 1 nici Liskuhlung und intensiven Ruinen leitete man HCL em

Nach ca 5 mm Od das gewünschte Piodukt aus Die Gasemleitung winde noch 5 mm

lottgcselzt Das Piodukt winde abliltiieit. mit kaltem EtOfl gewaschen und am

Hochvakuum 2 Lage getioeknet Es winde 67 (18 0 g. 56 7 (1 u 46 7-51 4 7c)) in

Foim eines luibloscn Pub eis eihalten Fs winde ohne weitete Reinigung in dei

nächsten Stule eingesetzt

Schmelzpunkt 111-111 C R\ (Kieselgel, Toluol/ElOAe 5 1) 0 90 IR (KBi) UI5u.

3089h, 2956a, 1711///, 09D. 1489a. 1 10 lu
. LUI///, 1122///, 1092s, 1014///, 761///

'H-NMR (200 MHz, CDOp 2 72 2 86 (///, 2 IL Ib-C(24). 4 64 (dd, 111./= 12 0.

20.3. HC(54). 466 (dd. DL/- 120, 1 8 7. H CD)); 4 86-1 92 (///, 111,11-04')).

5 52-5 58 (///, 1 11, H-C(l )). 6 48 ul. 1 LI. / - 4 6, H C(L)). 7 40-7 48 (///, 4 H, />

CIBzO-C(D), 7 91-8 12(///, 1 IL/» OBzG-CGG)

/V42'-Deso\y-3\5'4>-di-(j,;-chlorben/o\l)-//-n-rib()I'uraiios}l)-4,5-dinic(hyl-2-

nilrobenzolaniin (69)

Cb

O

0,N.

O. HN

1 oj

o^ o

1
Gl

Zu emei Losung von 67 ( 128 mg I mmol» m tiockenem OLCL (10 ml) winde unlei

Aigon Nitioxyhdm (772 mg, 2mmol) 1 etiamethy Ihatnstoll (119 mg, 7 mmol) und

Silbcitnllat (565 mg 2 2 mmol) zugegeben Die Losung winde l h unten

Lichtausschluss bei 0 C geiuhit and ansehhessend noch 1 h bei RL Die Suspension

16



6. Experimenteller Tei 1

wurde über Celile filtriert, mit vvässrigcr NablCOvbösung gewaschen und über NadOj

getrocknet. Man erhielt ein gelbes Pulver, das durch zweifaches Umkristallisieren aus

Aceton vom überschüssigen Nitroxylidin gereinigt wurde. Es wurtle 69 (0.30 g, 54 CG)

in Form feiner gelber Nadeln erhalten.

Schmelzpunkt 168-170 D. /?f (Kieselgel. Toluol/ LtOAc 5:1): 0.79. IR (KBr): 3378m-,

3065ir, 2964m, 1720,v, 1631///, 1593///. 15GO//, 1504s, 1432m. 1404///, 1325///, I270.v.

I09bv, 1041///, 953///. 'H-NMR (300 MHz. CDCL): 2.20, 2.29 (2s. 6 H, CH3); 2.41 (d,

7 = 14.7. I LLC(24): 2.72-2.81 (///. 1 H. IL024): 4.53-4.56 (///, 1 LI, H-C(4')); 4.60-

4.66 (///. 2 LI. H2-C(54): 5.62-5.83 (///, I LI. H-O30); 5.81 (dd. 1 LI, 7 = 6.6, 6.7. H-

C(l')); 7.04 (s, I 11, H-06)); 7.43, 7.48 (2d, 4 H, 7 - 8.8. //-OBz); 7.94 (s, I LI, H-

C(3)); 8.09, 8.58 (2d. 4 LI, o-OBz). 8.58 (d, I LI. 7 - 7,6, NH). DONMR (125 MHz.

CDCh): 18.64, 20.63 (CHO: 38.72, 64.59. 76.19. 82.04, 84.02 (C(5O0): 115.74,

126.33 (Olaiom); 126.76. 127.42, 12822. 128.87. 129.01. 131.01 (C); 141,42. 147.23

(CO); 131.2 7. 131.33. 139.76. 14024. 165.36. 165.49 (Ol). FAB-MS (positiv; 3-

NOBA): I 1 19 (17. |2M+II|G: 559 (84. |MH14: 361 (14). EA ber. für Cgpfb 1NGO7 Cl3

(559.40): C 58.02. H 424. N 4.99. Gl 12.68: gel. G 58.02. LT 424. N 4.99. Gl 12.38.

104l\2GDi(leso\y-3',5GO-(li-(/;-chloibenz()\l)-i)-ribit\l)-7,8-dinieÜiyl-benzoLg|-

pleridin-2,4(3//, 10//)-dion (71)

69 (1.12 g. 2.0 mmol) wurtle m Lssigsauremethv Icstei (20 ml) gelöst und Triclhylamm

(140 g, 14.0 mmol) und Platim Dioxid d) 15 g. 0 66 mmol) zugegeben, Die Suspension

n-G
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wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoff solange hydriert bis man eine farblose

Lösung erhielt (ungefähr 1 h). Die Reaktionsmischung wurde unter Lichtausschluss

über einen Faltenfilter direkt in eine Lösung aus Alloxaiimoiiohydrat (0.54 g, 3.4 mmol)

und Borsäure (0.56 g. 9.06 mmol) gelösi m Eisessig (40 ml) getropft (15-20 °C). Die

ursprünglich farblose Losung verfärbte sich beim Zutropfen gelb und geht nach kurzer

Zeit in ein dunkles grün über. Nach 2 Stunden wurde schnell mit Wasser (50 ml)

verdünnt und mit CHCb ausgeschüttelt. Die organische Phase wurde viermal mil

Wasser (je 50 ml) gewaschen und über NanSOj getrocknet und tmler Lichtausschluss

eingeengt. Auf dem DC konnten 3 Flavine identifiziert werden (gelbe Fluoreszenz bei

366 um). I3er Rückstand wurde säulenchromatographisch getrennt (Silika-H,

ObCL/MeOI-I 10:1). Von dem auf dem DC sichtbaren 3 Flavmzuckern konnte

dadurch jedoch nur das Hauptprodukt durch präparalivc HPLC (Gradient: 0-259c

CflCh/McOH in einer Stunde) sauber abgetrennt werden. Es wurde 71 (0.72 g, 60 7 )

als gelbes Öl erhalten.

Rç (Kieselgel, CLbCb/MeOH 10:1): 0.55. IR (KBr): 3383m, I719y, 1636///, 1591///.

1574///, 1502///. 1414m, I324n, 1274///, 1246m. 1091///. lOLbr. 9 17m, 846m, 758///. ] H-

NMR (300 MHz. CDOg): 221-2.56 (///. 8 11,2 OL, LD024); 4.39-4.50 (///, 2 LI. H2

C(5')); 4.59-4.92 (///. 3 IL IL-C(b), ILO-Dc 5.30 5.37 (///, 1 LI. Ll-C(34); 7.32-8.04

(///, 8 H. y O-Bz); 8.89-8.95 (///, 1 LI, NIL, FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 6372 (100,

|MH|+). HRMS (FABG her. für G3! Hy7CbNjO- (637.1 25 I. |MH|d: gel'.: 637.1257.



6. Experimenteller Teil

10-(l',2Gl)i-deso\.y-l)-ribityl)-7,8-dinielhyIbenzo[Slpteridin-2,4(3//,10//)-dion(72)

O

14
NH

'N N O

HO,
OH

47H

71 (55 mg. 0.1 I mmol) wurde 3 h in absoluter ammoniakahscher MeOLLLösung (50

ml) gerührt, wobei das Piodukt aiisliel. Die Reaktionslösung wurde eingeengt und am

Llochvakuum getrocknet. Es w urcle 72 ( 10 mg. 77 O) als gelbes Ol eihalten.

Rç (Kieselgel, CLLCL/MeOH 10:1 >: 0.12. IR (neat): 3l46v. 2940///. 1718///. 1654///,

1579///, 1544s, 1085s, 1020s. 'H-NMR (300 MHz, Pyridin): 2.18, 2.22 (2s, 6 H. CLb):

2.47-2.53. 2.84-2.89 (2m. 2 H. fb-C(2G); 4.304.51 (///. 1 H, H-C(3\ 44; H2-C(5'));

5.00-5.27 (2///. 2 H, H2-C( 14): 6.40. 6,67. 6.93 (3s. 3 LI, OH); 7.96, 7.98 (2.s, 2 H, H

06.9)), 13.42 (Is, 1 IL NH). ESFMS (H44 ca. I G Mb): 599.1 (18, [MK1+); 383.1

(100, [MNaD; 361 0 (98, |MH)0. HRMS (FAB4 ber. Im C17II21O5N4 (361.151 18,

[MHl+);gcf.: 361.1498
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10-(r,2,-l)i-dc\s()\}-3\4,,5Gtri-O-acet}l-D-ribityl)-6,7-diniethylbenzo[glplerklin-

2,4(3H, 10H)-dion(73)

72 (0.01 g, 0 03 mmol) wuiden m tiockenem Pyridin (3 ml) gelöst und

Essigsäureanhydrid (1 ml) zugegeben. Die Reaktionslösung wurde 10 h bei

Raumtemperatur gerührt. Nach dem Abkühlen wurde ehe Losimg mil EtOH (v ml)

verselzl und Ether (10 ml) zugegeben. Die Reaktionslösung wurde dreimal mit

Eiswasser (je 50 ml) gewaschen, die organische Phase über MgSOi getrocknet,

eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Es wurde 73 (13 mg. 8 7 7c) als gelbes Öl

erhalten.

A4 (Kieselgel. CbbCb): 0.67. IR (neat):): 3146s. 2940///, 1717s, 1628///, 1654///, 1579///.

1544a-, 1085s. 1020s. D-NAIR (500 MHz. GDC13): 2.06. 2.15, 2.20 (3,s, 9 LI,

CLbCGO); 2.46. 2 57 (2s. 6 LI. Clip: 2 08-2 18 (///. 2 H. LDC(24); 4.13-4.16 (///. 2 H.

Lb-C(54): 163-4.95 (in. 2 H, H G3". 44). 5.I7 52 7 (///. 2 LI. ib C(D); 743.8.07 (2s,

2 II, H-C(6, 9)); 8.50 (s. 1 IL NH) F3B-MS (positiv; 3-NOBA): 487.1 (100. |MH|d.

HRMS (FAB1) her. für C^LDN Ds (487.1829. |MHh): gel'.: 487.1825.
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6,6.2 Synthese eines Fluorderivats des Desoxyarabinosylflavinnucleosids

2GDesoxy-2Gfh,oro-1 VV,5'-(ri-0-bcnzo} l-a-D-arabinose (76)|24i '

CAD-Ribofuranosc4 ,3,5-fribenzoat (5 00 g. 10.8 mmol) wurde in CLbCb gelöst und auf

0 °C abgekühlt. DAST (5.00 g, 0.30 mol) wurde über einen Zeilraum von 10 min

zugegeben. Alan liess die Reaktionslösung auf Raumtemperatm erwärmen und erhitzte

sie dann 16 h auf 45 °C. Nach dem Abkühlen wurde die braune Lösung mit MeOll (10

ml) abgefangen und zweimal mit gesättigter NaHCG3-Losung (je 100 ml) und zweimal

mil gesättigter NaO Lösung (je 100 ml) gewaschen. Das organische Lösungsmittel

wurde im Vakuum entfernt und man erhielt ein braunes Öl, das

säulcnclnomatographisch gereinigt wurde (CfbCb). Das resultierende Öl winde aus

heissem Ethanol umkristalhsert. Es wurde 76 (3,6 g, 71 7c (Fit.: 62.8 %)) in Form von

farblosen Kristallen erhalten.

/vT (Kieselgel, CDCL): 0.18. 'H-NMR (100 MHz, CDC13): 4.70 (///, 2 LI, LLC(5)); 4.77

(q, I II, .G 3.3, H-C(4)); 5.36 (d, 1 II, 7 = -18, H-C(2)); 5.62 (dd, I H, 7 - 19, 3.3, H

C(3)); 6.74 (d, 1 II, 7 = 8, H-C(G); 7.15-7.35 (///, 6 LI, in Ar-H); 7.65-7.50 (///, 3 H, p-

Ar-H); 8.05 (///, 6 H, o-Ar-H).
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r-Broni-2Gdesoxy-3',5Gdi-0-benzoyI-2Gnuoro-û;-D-arabinose (75)

76 (1.00 g, 2.15 mmol) wurden in 50 ml trockenem CbbCb gelöst und HBr/HOAc (1.2

ml, 4.3 mmol. 33 7c) zugegeben und 16 h gerührt. Das Lösungsmittel wurde /'// vacuo

cnlfcrnl, der Rückstand mit CbbCb aufgenommen und zweimal mit gesättigter

NaHC03-Lösung (je 50 ml) gewaschen und über MgSOg getrocknet. Das

Lösungsmittel wurde in vacuo entfernt, das zurückbleibende Öl am Hochvakuum

getrocknet. Es wurde 75 (0.89 g, 98% (Lit.: 98 %)) als farbloses Ö erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCI3): 4.75 (///, 3 LI, LLC(4,5)); 5.50 (dd, 1 H, 7 = 22, 3, H-

C(3)); 5.6 (d, 1 H, JHp),F = 50, LLC(2)); 6.7 (d. 1 H. J H(i),F = 1 1.9, H-C(l)); 8.20-7.41

(///, 10 II, Ar-Il).

A^-(2,-Dcsoxy-3\5'-dbO-l)cir/,oyl-2Gfluoro-/?-D-ril)ofuranosyl)-4,5-dinieth}'l-2-

nitroben/olaniin (77)

Zu einer Lösung von 75 (300 mg, 0.71 mmol) in trockenem CLLGL ( 10 ml) wurde unter

Argon Nitroxylidin (232 mg, LH mmol), Tetramelhylharnsioff (248 mg, 2.13 mmol)

und Silbertriflal (401 mg, 1.56 mmol) zugegeben. Die Lösung wurde 4 h unter

6 7
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Lichtausschluss und Argonatmosphaie bei 0 D genihrt and anschliessend noch I h bei

RT, unter Zugabe von wenig Molekularsieb (3Â). Die Suspension wurde über Celile

filliierl, mit wässriger NaEICOrLosung gewaschen und über DnSOi getrocknet. Nach

dem Einengen wurde das orange Ol aus Ethanol (remes ß Isomer) oder über Aceton (a

und ß- fsomerengemisch) umkristalhsieit und im Kühlschrank über Nacht aufbewahrt.

Es wurde 77 (0.21 g, 59 G) m Form lemei gelber Nadeln erhalten.

Schmelzpunkt 135 °C. A4 (Kieselgel. Toluol/EtOAe 5:1): 0.78, 0.81. IR (KBr): 3356m,

3068h*, 2979h-, 1717s. 1628///, 1579///, 1503///, 1279s, 1087///, 7l0so 'II-NMR (300

MHz, CDCL,, //-Isomer): 2.22, 2.30 (2s. 6 14, CH3); 4.55 (q, 1 H. 7 - 3.7, FFC(44);

4.73 (d, 2 FT, 7 = 4.1, H2-C(54): 5.36 (7. 1 LI. 1 Hr - 48.6. H-C(24); 5.69 (dd, I 11, 7 --

19, 3.4, 1443(34); 5.85 (dd, 1 LI. 7 - 15, 8. H-C(LV); 7.03, 7.96 (2s, 2 II, H-C(3,6));

7.42-7.66 (///, 4 LI, /nCI-Bz); 8.06-8.16 (///, 4 II, pCIBz): 8.50 (7, 1 H, 7 r= 7.8. I LI.

NH). 'II NMR (500 MHz, CDCL, D/7 Isonierengemisch 1:2): 2,31, 2.21 (2s, 6 II. CLL,,

cz-Isomei); 8.58 (dd, 1 H, 7 - TT 2.88, NIL //-Isomer); 849 (d, 1 H, 7 - 7.7. NH, ß-

Isomer); 2.30. 2.21 (2s, 6 LI, (4L,. /Glsomei ): -1.41 (q, I LI,./ - 3.8, H-C(4'). a-lsomcr);

4.55 (q, 1 LI, 7 - 3.8. LLC(-L), /»OsomeO; 4.72 ul. 2 LI, 7 - 3.5. H2-C(5'), //-Isomei);

4.78-4.62 (///, 3 LI, Il-C(305*), a-Isomci): 5.34 (777, I 14,7 - 48.6, H-C(2*). or-Isomci);

5.35 (d, 1 H, 7 -= 48.6, H-C(2'), /Glsomei), 5.70-5.63 (///, 1 H. H-C(3'), a-Isomci); 5.69

(dd, 1 LI, 7 = 19.2, 3 4. H-034, //-Isomer). 5 84 (7. 1 II, 7 - 14.9, 7.8, II-C(I'). ß

Isomer): 7.65-7.55 (///, 10 LI. ILO,,,,,. /Msomei ): 7.95. 6 97 (2v, 2 LI, II C(3.6). a

Isomer); 7 96. 7 01 (2s-, 2 LI, H-C(3.6g //Isomei). 8 16-8 04 (///, 10 H, Ll-Caiom, a

Isomei). 13C-NMR (125 MHz. CDCL u'ß Isomerengemisch 1:2): 18.67,20.58(204,.

ß-Isomet); 18.67, 20.61 (2CLL,. c/-lsomei ); 63.69 (C(5'), //Isomei); 63.78 (C(5'), a-

Isomci); 77.06, 77.52, 77 77. 79.39. 81 69. 84 00 (6C(L, V, F). r/,//4someren); 87.35,

87.62 (2C(2*), u.ß- Isomei en); 9 GK). 94.82 (2CH11ÛP1. Dsoiner); 97.13, 98.16

(2OL110m,/7-lsomer); 115 86. 115 90. 126 42, 126.50, 128 16. GS 40, 128 64, 128.74,

129.77, 129.84, 130.07, 14.71. 133.16. dl.89, 111 00 (CH, cyGGIsomere); 127.42,

128.29, 129.61, 131.94, 16520. 166 21 (O //-Isomei); 81 11, 127.48, 129.72, 133.15.

165.49. 166.28 (C, //-Isomei): 140 54. 147 40 (CO, //Isomei); 140.50, 147.02 (CG. a-
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Isomer). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 509.6 (45, |MH|'). EA ber. für C27H25FN2O7

(508.16): C 63.77, Tl 4.96, N 5.5 1, F 3.74; gel'. C 63.70, LI 5.29, N 5.50, F 4.01.

10-(2GDesoxy-3',5Gdi-ö-benzo\l-2Gfhioro-ö//?-D-ribofuranosyl)-7,8-diinelliyI-

benzolgJpieridm-2,4bW.10F/)-dion (78 und 79)

In EtOAc (5ml) wurde 77 (100 mg, 0.197 mmol) gelöst und Trielhylamin (0.19 ml,

1.375 mmol) und Plalin(IV)oxid (30 mg, 0.132 mmol) wurden zugegeben. Die

Suspension wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoff solange hydriert, bis man

eine farblose Lösung erhielt (8-10 Minuten), Die Reaktionsmischung wurde unter

Lichtausschluss über einen Falten filter direkt in eine Lösung aus Alloxaiimoiiohydrat

(56 mg, 0.350 mmol) und Borsäure (56 mg. 0.890 mmol) gelöst in Eisessig (30 ml)

getropft (15-20°C). Die ursprüngliche farblose Lösung verfärbte sich beim Zutropfcn

fluoreszierend gelb. Nach 3 Stunden wurde mit 50 ml LEO verdünn! und mit CHCL

(2x50ml) extrahiert. Die organische Phase wurde mit LLO (3x50 ml) gewaschen, mit

ges. NaHCOî (50 ml) neutralisiert und noch mit ILO (2x50 ml) gewaschen. Die

organische Phase wurde über DoCCb getrocknet, abfiltriert und unter Lichtausschluss

eingeengt. Auf dem DG (EtOAc /Hexan 10:1 bei 360 11m) konnlen 3 verschiedene

Flavinzueker beobachtet werden, (bei 366 tun gelbe Luminescenz). Der Rückstand

wurde säuleehromalographiseh getrennt (O = 5 cm, 20 cm Kieselgel. EtOAe/Hcxan

10:1) dann mittels MPLC gesäult (Gradient: 0-10% EtOAe/Hcxan m 60 Minuten). Das

cz-Isomcr 78 (8 mg, 7G ) wurde als gelbes Öl isoliert und das //-Isomer 79 (6 mg, 54)

konnle. leicht verunreinigt mit dem a Isomeren, ebenfalls als gelbes Öl isoliert werden.

Beide Fraktionen wurden mil Llexan ausgelallt und als gelbes Pulver erhalten.
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Schmelzpunkt: I4I°C (78+79). RpKieselgel. EtOAdllexan 10:1): 0.70 (78), 0.61 (78).

IR(KBi\ «-Isomer): 3422s, 2922s, 2856s. 1718s, 1583s, 1550a 1450///, 1389///. 1277v,

71 1 s-. 'bl-NMR: (500 MHz. CDCL,. or-Isomer (78)): 2.43, 2.51 (2s, 6 LI. CLL); -1.6 l (dd,

1 H, D 12.45, 1.36, 144454): 448 (7c/, 1 II, 7 - 12.30, 2 96. H-C(5')): 5.51 (q, 1 LI, 7

- 6.9, ÏI-044); 6.13 (777, 1 LI. 7 -- 24.9, 7.16. G75, LLC04): 6.55 (r/77, 1 IL 7 =~

55.72, 3.74, 1.74, H-CD)); 7.02 (77. 1 LI, 7 - 20.54, 3.74, H-C(l')); 7.43 8.31 (///, 12

LI, 10 Ar-H und 2 LLC(3,6)); 8.19 (s, 1 EL NID. jll NMR: (500 MHz, CDCL,, //-Lomet

(79)): 2.43, 2.50 (2s, 6 II, OL,), 4.41 (77. I IL 7 = I 1.78, 4.93. LLC(54); 445-4.53 (///,

I II, II-044); 4.62 (77, 1 IL 7 - 1 1.30, 2.86. H4454); 5.88 (777, l H, 7 -= 19.09. 7.72,

4.73, LLC(3*)); 6.27 (dd, 1 LI. 7 =- -15.50, 4 86. H C(2')); 7.26 (s, 1 H, H-C(D), 7.37-

8.12 (///, 12 H, 10 Ar-H und 2 H-C(1.6)); 9 47 (s. 1 H, NH). HC-NMR: (500 MHz.

CDCL,. eOsomer (78)): 19,10, 21.69 (2CLJ0. 63 84 (CLL), 78.21. 78.43, 84.53, 8457

(4C(r-4')), 114.81, 128.53 (2x). 128.85(20, 129.84 (2x), 130.71 (2x), 130.88, \ 2237s,

133.84 (CHllom), 130.40. 112.49. 131.84. 135.01, 136.72. 137.36. 148.67, 149.88.

153.28, 158.82, 166.12. 167.76. FAB-MS (positiv: 3-NOBA, a-Isomcr): 343.2 (100),

489.4 (45), 585.4 (55. |MH]+). LAB-MS (positiv: 1-NGBA. //Isomer): 477.4 (100),

483.3 (45). 5854 (10. [MH)d. HRMS (FAB'i ber. Im COLaFN,07 (585.1786, [MLI]1)

gel'.: 585.1788 (100. [MH|') 78, 585.1778 (88.48. [MH1H)79.

6.7 Synthese eines Deazaflavins

1,5-Bisbenzyloxybenzaldchyd (23)

O

o
^ o ^ ^J

Unter Inerlgasatniosphaie winden Benzy Ibiomid (45 2 ml. 380 mmol), 2,4

Dihydioxybenzaldehyd (25 g. 180 mmol) und K444, (75 g) m Aceton (300 ml) 12 h

t 7n
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unter Rückfluss erhitz!. Das Rcaklionsgemisch wurde über Celile filtriert und das Filtrat

eingeengt. Das Konzentrat wurtle in Ethylacelat (200 ml) gelöst, mit DoOd (100 ml),

3 7c HO (100 ml) und gesättigter NaCI-Lösung (100 ml) gewaschen. Die organische

Phase wurde über MgSG4 getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Der erhaltene Rückstand

wurtle aus einem Gemisch aus Ether/Chloroform 1:1 umkristallisiert. Es wurde 23

(53.2 g, 166 mmol, 92 G (Lib: quant.) in Form von hellgelben Kristallen erhalten.

IR(CHCL): 3026a, 2866m. 1675s. 1602a 'll-NMR (200 MHz, CDCL): 5.2, 5.15 (2v. I

H, CH2); 6.6 (s, 1 LI. CH,Iom ): 7.35-7.50 (///. I I H, CHaiom): 7.8 Ul, 1 H, CHaiom): 10.1

(s, I H, CHO).

6-Chlor-(l/7, 3//)-pyrimidin-2,4-dion (21)

O

HDS

O^D" Dl
H

2.4,6-Trichloropyrimidm (25 g. 0.14 mol) wurden m eine Lösung von Wasser (220 ml)

und NaOH (22 g) gegeben. Die Mischung wurde 1 h unter Rückfluss gekocht und

anschliessend abgekühlt. Die Reaktionslbstmg wurde mit konz. LIO (ca. 50 ml) auf pH

2 eingestellt und in den Kühlsehiank gestellt. Nach 6 Stunden wurden die ausgefallenen

Kristalle abgetauscht und aus Wasser umkristallisiert. Es wurde 21 (16.5 g, 81 7C (Lit.:

82 7c) in Form weisser Ki istalle erhalten.

Schmelzpunkt 290 °C (Lit.: 292-293 °C). 'H-NMR (200 MHz, DMSG): 5.8 (s, 1 LI,

=CH); 11.1 (s, 1 II, NH); I2,0(s. 1 H. NH).
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6-Ainino-3-pro|)anol-(l/7, 3/7)-pyriinidin-2,4-dion (22)

0

hdS

CT^N' DH
H

S
HO

21 (10.0 g, 0.07 mol) wurden mit Aminopropanol (60 ml, 0.80 ml) 15 min. zum Sieden

erhitzt. Anschliessend wurde der überschüssige Alkohol abdeslilbert, damit das Produkt

besser auskristalhsieren konnte. Immer noch unter Rühren wurde Wasser zugegeben

und die abgekühlte Reaktionslösung wurde in den Kühlschrank gestellt. Nach 6 h

wurden die Kristalle abgcnutschl und aus Wasser umkristallisiert. Es wurde 22 (10.3 g,

0.07 mol, 96 7c ) in Form hellgelber Kristalle erhalten.

Schmelzpunkt 223-227 dG IR (CHO,): 3433s. 32Gv, 1704///. 1465///, 1333///, 1036m.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): 1.60 (quin!., 2 LI, 7 - 6.2, H2-C(24); 3.02 (q, 2 LI. ./ =

6.2, H2-034); 3.40 (///. 2 IL 1I2-G(2*)); 4.46 p. 1 LI. CIL, 4.38 (s, I LI, OH); 6.06 (s, I

H, NH); 9.88 (s, 1 IL NHRl]10; 10.13 G. 1 LI. NHR,D. 'D-NMR(125 MHz, DMSO):

31.18,38.75,58.25,7240, 150.80, 154.07, 164.23. FAB-MS (positiv; 3-NOBA); 186.1

(12. |MH|0, 154.0 (100). E'\ ber. für C7H| 1X3O3 (185.18): C 45.40, LI 5.99. N 22.69;

gel'. C 45.31. LI 5.82, N 22.68.

8-Benzyloxy-1043-hydro\ypropyl)-deazana\in (20)

HO

In DMF (100 ml) wurden 244)ibenzylo\ybenzaldehvd (13.4 g, 0 04 mol) und 22 (0.7

g, 0.05 mol) gelöst und 4 h unter Rückfluss erhitzt. Das Gemisch wurde langsam auf
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Raumtemperatur abgekühlt. Die ausgefallenen Kristalle wurden abgentilscht, mit

Methanol gewaschen und aus DMF umkiistallisieit. Es wurde 20 (1 12 g, 0.01 mol, 75

7o) als goldgelbe Kristalle eihalten.

Schmelzpunkt 240 °C (Zeis.). IR (CHCL): 3119s. 2990s, 1653,s, 1595///, 1522s-, 1406///,

1247///. 'H-NMR (400 MHz, DMSO): 1.87 (qumt., 2 LI, J = 6.29, LDC(24); 3.56 (q, 2

II,./ = 5.59, LL-034; 4.41-4.69 (///, I H. HrC( 1 4); 4.95 (/, 1 HD-: 5.04, OH); 5.38 (s,

2 H, LL-OD: 7.23-8.12 (///. 9 LI, CH]lom): 8.89 (s, 1 H, C(5)); 1 LO (s, 1 LI, NH). nC-

NMRG25 MHz, DMSO): 30.25, 39.34. 58.35. 70.65 (CD); 100.45, 115.23, 128.62

(2\), 128.77, 129.08 (2x), 134.18. 141.18 (CHaiim): 100.45, 112.38, 116.42, 136.34,

142.71, 158.00, 162.79, 164.62 (C). FAB MS (positiv; 3-NOBA): 378.0 (45, Md,

307.0 (70). 154.1 (100). EA ber. für C21D0N3O4 (378.41): C 66.66, LI 5.33, N I 1.10:

gef. C 66.42, H 5.41. N 11.21.

6.8 Synthese eines Coenzym-Bausteins

6.8.1 Einfach geschützter Weg

10-(l'-l)eso\y-2',4G(')4)en/yIiden-l)-ribityI)-7,8-dimethyI-benzofglpterid!n-

2,4(3/7,10//)-dion(10)

In einem ausgebeizten Kolben wuiden Ribollavm (5 0 g, 0.01 mol), PhCH(OMc)2

(2.0g, 0 01 mol) imtl CSA (0 6 g. 0 005 mol) m DMF (60 ml) suspendieit und am
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Rolationsverdanipfer bei 45 °C und 60 mbar rotiert. Nach 10 h wurde NaHOd, (2.3 g)

zugegeben, das DMF bei 50 °C und 10 mbai abdestilliert und der gelbe Rückstand am

Llochvakuum getrocknet, um das DMF vollständig zu entfernen. Das gelbe Pulver

wurde m OLCb suspendieit und fin 10 min im Ultraschallbad beschallt. Die

Suspension wurde abfiltricil und der Ruckstand (Edukt) nul CLloCL (3x100 ml)

gewaschen Das Filtrat wurde mit Wasser (3x200 ml), mit gesättigter NaHCOOGisung

(200 ml) gewaschen, übet NadOt getrocknet und eingeengt. Das eihaltcne gelbe Pulver

wurde säulenchromatographisch (Kieselgel. erst CLLCL, dann OLCL/CLÏ3OIÏ 20:1)

gereinigt. 10 (0.80 g. 13 CG) und als gelbes Pulver isoliert.

Schmelzpunkt 218-220 °C (Zersetzung). Rç t Kieselgel. OGCL/MeOH 20:1): 0.28. IR

(KBr): 3146s, 2940///. 1718///. 1654///, 1579///, 1544s, 1085s, 102s. 44 NMR (500 MHz.

Pyridin): -38, 2.31 (2s, 6 LI, 2 CH3); 4.28-4.30 (///, 2 H, Il CGC u. 4')); 4.354.37, 4.50-

4.58 (2m, 2 H, 2H-C(5')); 4.70 4.78 (///. 1 LT, H-C(2')); 5.19-5.38, 5.68-5.80 (2///, 2 H,

2H-OL)); 5.85 (s, 1 II, CHRui/Uj iD: 6 44-6.92 (///, 1 IL HO C(5')); 7.30-7.38. 7.56-

7.57 (2m, 5 LI, CHJlom ); 7.87 (s. 1 IL H-O6)): 8.14 (v, 1 H. H-09)); 8.73 (v, 1 LI, NH);

13.43 G, I IL IT0-O34). 13C-N\IR (125 MHz. Pyndin): 19.00, 20.80 (2 CH3); 47.77,

62.12 (2 CH;); 64.85, 80.10. 83.58 (3 HC(2D4; 100 90 (CllBiphLnycn); I 18.63, 126.92,

128.34, 129.07, 131.76 (5 CH11011); 112.91, 134.99, 136.15, 138.03, 138.87, 146.21,

151.67 (7 G): 156.83, 161.02 (2 CG). FAR-MS (positiv; 3-NOBA): 465 (100. |MH]0.

HRMS (FAß") ber. für CpH aN,Oo464 I 7D. |MLI]4: gef ' 465 I 776,

I 74
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6. Experimenteller 44il

104r-Desoxy-2,,4G()4)enzyliden-5'-O44,4'-dinicthoxy)trityl-D-ribityl)~7,8-

dimeth>l-benzo[glpteridin-2,4-(3//,10//)-dion (14)

OCH,

In 40 ml Pyridin wurde 10 (0.6 g, 103 mmol) mit Molekularsicb eine Stunde unter

Argonatmosphärc gerührt. Nach Zugabe von Dimethoxytntylehlorid (0.74 g, 103

mmol) wurde die Siipension 3 h gerührt. Im Verlauf der Reaktion klarte sich die Lösung

auf und verfärbte sich dunkel orange. Nach Ende der Reaktion wurde Methanol (5 ml)

zugegeben, das Produkt wurde einrotiert und am Hochvakuum getrocknet, um das

Pyridin vollständig zu entfernen. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch

(Kieselgel, OLCDCDOLI 20:1) gereinigt. Die Produktfraktionen wurden

eingedampft und das Produkt wurde in wenig CDCL geds! und 14 (0.67 g, 67 7c) mit

Hexan als gelbes Pulvei ausgefällt.

Schmelzpunkt 179-18047. Rf ( Kieselgel, OLGL/MeGH 20:1): 0.4. IR (KBO: 347 Lv,

3180s-, 2920///. 1654///, 1514///, 1400v. 1086a. 1030m. 'H-NMR (500 MHz. CDCI3):

2.40, 2.43 (2v, 6 LI, 2 CH3): 3.77 ( v. 6 LI. PhOC/G): 3.37-340, 3.48-3.50, 3.95-3.98,

4.23-1.29. 4.90-5.01 (5m. 7 IL H-OL-54); 5.64 (s, I Li, CH,„II/Wuk.n); 6.764.78, 7.15-

7.42 (2///. 18 LI, CHaiom ): 7.92. 8.04 (2s, 2 LI. H-Oö.9)); 8 86 (v. 1 LI, NH), 8.63 (s, I H,

OH). 1 D NMR (125 MHz. CDCL): 19.47. 21.29 (CLL): 4450. 63.77 (2 OL. C( L u.

54; 55.17 (OCLI3); 68.15, 80.06. 80.57 (3 O L-D): 86 04 (Cd; 100.47 (CLOphemiD:

113.06, 118.11, I2.3.73. 125.93, 12641, 12".72. 12801. 128.15, 128.79, 128.87,

130.09. I 10.14, 130.86, 15228, 13241. 135.31. 135.19, 115.95, 136.02, 157.35,

Llh.
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137.56, 144.95, 148.25, 149.83, 150.76, 154.08, 158.42, 159.10 (O CHaiom ). FAB-MS

(positiv: 3-NOBA): 766 (20. M+). 303 (100, DM44). HRMS (FAB+) ber. für

OgsHpNDs (766.3002, MO: gel'.: 766.2999(M+ ).

10-(lGDesoxy-2\4GO-lKaizyiiden-5GO-(4,4Gdiinelhoxy)tritybD-ribityl)-7,8-

dimetbyI-benzo[glpteridin-2,4(3//,10//)-dioiiyl-3'-(lricthylanunoniuni-H-

phosphonat) (16)

In einem ausgebeizten und mit Argon belüfteten Kolben wurden PCL, (0.088 g, 0.64
en o a s cz~

mmol) in Methylenchlorid (5 ml) gelöst und anschliessend /V-Methylmorpholin (0.65 g,

0.64 mmol) zugegeben und nach kurze Zeit später Triazol (0.15 g. 2.17 mmol)

zugegeben. Die weisshche Suspension wurde 30 min bei RT gerührt und anschliessend

auf 0 °C abgekühlt und das in CLLCL (2 ml) gelöste 14 (0,10 g, 0.13 mmol) langsam

zugetropft. Nach weiteren 50 min rühren bei 0 °C wurde die Lösung auf

Raumtemperatur erwärmen lassen und anschliessend Pufferlösung [(EL,N)HCO^ pH

7.8; I M Trielhylamin in Wasser, mit COy auf pH 7.7 eingestellt] zugegeben und

während 30 min hydolysiert. Die Emulsion wurde mit CDCL (100 ml) und Puffer

(100 ml) versetzt und ausgeschüttelt. Die organische Phase wurde mit NadOi

getrocknet und eingedampft. Das eihaltene H-Phosphonat wurde

säulenchromatographisch (Kieselgel. CDCh/CHiOH/NEh 154:0.2, dann Gradient

vonCDCDCLLDII/NEp 10:1:0.2 bis 7:1:0.2) gereinigt, die Produktfraktionen wurden
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cmiotieit m OLCL (100 ml) aulgenommen und nochmals mil Pullei ausgeschüttelt

Die oiganisehe Phase winde cmiotieit in vvenm CDCL aulgenommen und 16 (0 10 g

90 G) mit Hexan als gelbes Pul vet ausgelallt

Schmelzpunkt 162 163 °C R\ (Kteselgd OLCDMeOri/NFh 15 10 1) 0 18 TR

(KBi) 1420s 3119s 1654u |545i, 1400s 1056/// GOOD 1010/// 4l NMR (100

MHz CDCL) 1 31 (/ 9 II, / 7 ^ ij7 (CH ( DhN) 2 47 2 45 (2s, 6 II 2 Oh) 3 13

(q, 2 H 7-7 Hz (CDCf/d ,N) D7 (dd 111/ 11,10311 G(5 )), 3 5 7 1 56 (/// l

H II C(D) 3 77, 1 78 (2s 6 H PhOŒG) 1 92 * 96 l 19 l 55 l 86 4 94 5 7b 5 80

(4/// 5 H H C(l 4)), 5 4Gs I LI CI1B „ i, i ) 7 26 (d 1 H / 632 PH), 6 76 6 84

7 09 761(2/// 18 II CH m) 791 800 (2s 2 11 LI 0(69) '1? NMR (121 MHz

CDOO 421 (dd ;-630 II) LSI MS (MeOll negativ) 829(50 M) 527(100)

6.8.2 Zweifach geschützter \\ eg

104r-Desox)-2,,4':3,,6,-bis-O-ben/}liden-D-ribitvi)-7,8-cbnietbyl-

benzo[g|pleridin-2, 4-(3//,10//)-dion (12)

In einem ausgebeizten Kolben winden Ribotlivm (5 0 > 001 mol) PhCH(OMe)-»

(20 ml 0 I \ mol) und CS V (0 6 > 0 00s mol) m OME (200 ml) suspendieit und am

Rolationsveidamplei bei 15 C und 60 mbai lotieit Nach 10 h winde NallCO, (2 s g)

zugegeben das OME bei 4) C und 10 mb u abdesiilheit und dei gelbe Rückstand am

I 8
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Hochvakuum gelioeknet, um das DMF vollständig zu enlleincn Das gelbe Pulvei
CG

'

O CG'

winde m CILCL suspendieit und Im 10 mm im Ulliaschallbad besclnillt Die

Suspension winde abliltncil und dei Rückstand (Edukt) mit CILCL (3\l()0 ml)

gewaschen Das Filtiat winde voisiehttg mit Wassei (1x200 ml) und mil gesattigtei

NallCO} Losung (200 ml) gewaschen, übet N.nSOt gelioeknet und eingeengt Das

eihallene gelbe Pulvei winde saulenchiomatogiaphisch (Kieselgel, eist CILCL, dann

CDCL/CDOn 20 I) geteungt Die Piodukte (12) (4 8 g, 60 7c) konnten als gelbes Ol

isoheit weiden Gm! giund dei Komplexität des Spektiums, winde aul eine

Cliaiaktensieiung veizichtet Es vvai zum einen unmöglich ehe Diasleicoisomcie zu

tiennen zum andcien vvai es nicht notwendig da in dci nächsten Reaktion cms den

Diaslcieoisomeic w lcdei vvegliel

R{ (Kieselgel, CLLCL/MeOH 10 1) 0 82 IR (KBi) 3430s, 3162s, 1663s, 1580s.

1460///, 1401s, 1068s Hl NMR ( 100 MHz, CDCI3) veiziehlel 'D-NMR (125 Milz,

DMSO) veizichtet FAB-MS (positiv, 3 NORA) 553 (100, |MH|+), 154 (60) HRMS

(FAB')bci Im O^, D9N (06 (553 2087,|4IH]0 gel 55)2080

10-(l^Deso\}-2',4,-O-ben/>liden-D-ribityi)-7,8-dimellnbbenzoIg]pteridin-2,4-

(3//,10//)-dion(ll)

In Same (Lisessig/A.meisens<une/\\ assei 10 1 l 10 ml) wuiden 12 (0 50 g, 0 91 mmol)

untei I ichtaiisschluss gelost und I 5 h niluen gebissen (DG KonttoIIc) Nach beendelci

Reaktion winde Wassei t 100 ml) und ElG G (100 ml) zugegeben und die oiganisehe

Phase nach clei Fxtiaklion abgetiennt Die oiganisehe Phase winde noch mil Wassei

1 9
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(2x100 ml) mil gesättigten NaHCCh Losung (100 ml) gewaschen, ubci NadO,

getiocknel und eingeengt Das Rohpiodukt wmde saulenchiomatogiaphisch (Kieselgel,

CDCb/McOH 20 Ogaemigt bs vvuide 11 (0 1 1 g, 26 G ) als gelbes Pulvei eihalten

Schmelzpunkt 222 D R\ (Kieselgel, OlDL/MeOH 20 1) 0 27 IR (KBi) 1250s

1659u, 1581s, 1546s, 1458a 1 401 s 1411a 1 119ir, 1225/// 1 1 58///, 1070///, 1020///

'H NMR (500 MHz, DMSO) 2 18 (s 41 GH 1), 2 45 (s,3H, OI3), 1 44 3 60 (///, 211,

lf-C(34, H C(54), 3 6D67 (/// 114 H C(4 0 1 72 3 78 (/// III LI C(5ß) 4 1)221

(///, 114, H C(24), 4 65 4 70 (/// HI Oll) J 77 4 92 (w, III II C(l')), 5 14 5 28 (///

111, II C(l )), 5 55 (s, 114 Cn,,Ln,AhdD 5G1568 (///, IH OH) 723-731 (/// 511

CH,11in), 7 81 (s, 1 H, H C(6 )) 8 05 (s, 1 H II C(94), 1 1 51 p, 1 II, NU) '4" NMR

(125 MHz DMSO) 18 63, 20 47 46 14 60 62, 6125, 78 10 81 71, 99 12, 118 17,

125 95 (2x) 127 59 (2x), 12840 1G0 58 11192, Od 62, [3560, 13704, 1)781,

14543, 15055, 155 29, 1 59 D LAB MS (positiv, 3 NOBA) 465 (100 |M11|+)

HRMS(IABdbei Im CpILD (G6 ( 164 1 77i |\1H|H) gel 465 I 776

l04r-I)cs<)\\-2',4GO4H'n7\liden-5GO44.4Gdiinetho\}trit}l)-D-nbilvl)-7,8-

dinK4hybben/o|g]pterin-2,4-(3//,l0//)-dion (15)

ÖGD

Synthese analog 14 15 (0 50 g 60 G ) vvuide als gelbes Ol eihalten

8i!
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R{ (Kieselgel, CLLCL/MeOH 20:1): 0.6 IR (KBr): 362lu-, 3009.V. 1522///. 1423///,

1423///, 10 lös, 929///. 'H-NMR (500 MHz. CDG13): 2.33, 2.40 (2v. 6 LI, 2 CH3); 3.06 (y,

I II, HO-C(34); 3.51-1.52 (///. 2 LI, LLC(54). 146, 1.79 (2s: 6 LI. PhOC/d); 3.99-4.03

(///, I LI, 14-054): 4.50 (dd. I II, 7 = 7. 10. DC(44); 1.85-4.92 (///, 1 LI, LI-C(D);

4.93-4.95 (///. I 11. LLC(24): 541-546 (///. 1 LI. H-C(D): 5.67 (s, I LI, CHRcimhjD:

6.83-6.85, 720 7.48 (2///, 18 IL CH11011l); 7 60 G. I II, LI C(6)); 8.00 (,s, I LI, H-C(9));

8.56 (s, 1 H. NH). 'D'-NMR (125 MHz. CDCL): 19.50. 21.32 (CLL): 46.25, 64.38 (2

CH), C(5' u. 14: 55.24. 55.19 (2 OOI3); 69 29, 75.68, 7743 (3 C(L44); 86.65 (C);

103.74 (CHRiphcmkn): 111.08. 11328, 113.32. 125 96. 126.33. 128.00, 128.03, 128.12,

128.36, 130.09, 130.11. 132.09 (12 CH,„m): 86.60, 86 65, 132.34, 135.06, 135.76.

155.79, 135.97, 176 62, 136.97, 144.63. 147.78. 150.49, 154.95. 158.66, 159.55 ( 15 C).

FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 766 (20. M+). 303 (100, DM4). HRMS (FAB4 her. Im

OpHgyNgÜs (766.3002. M+ ): gel".: 766.2999(M+).

10-0GDe.so\y-2',4'-Dbenzy liden-5'-0-(4,4,-dinictho\} )trit>bl)nibilyl)-7,8-

diinelhybbenzo|glp(eridin-2,4(3/7,10//)-dionyl-3,(tric4bylanunonium-H-

phosphonat) (17)

OCH,

Synthese analog 16. 17 (0.10 g. 95 G ) winde als gelbes Pulvei eihalten.
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6. Experimenteller Teil

Schmelzpunkt 158 °C. Rç (Kieselgel. CLLCLAMeOH/EpN 75:5:1): 0.04. IR (KBr):

3402s-, 3150,v, 1718.v, 1640///, 158 Lv. 1557///. 1509ir. 1401 v. 1250///, 1075///. 'H-NMR

(300 MHz, CDCL): 1.29 (/, 9 H. 7 - 7.5 Hz, (C/73CLLGN); 2.33, 2.37 (2v, 6 II, 2

CH3); 3.17 (q, 2 H,,/ = 7 Hz, (OLCDOiN); 3.37 (dd, 1 LI. 7 = 3.7, 10, H-C(5')); 3.56-

3.58 (m, 1 H, H-C(54): 3.76. 3.77 (2v. 6 H. PI1OCF/3); 4.64-4.80 (///, 2 LI, H-OD);

4.96-4.98, 5.55-5.59. 5.62-5.63 (3///. 3 LI. H-C(2'-4')); 5.64 p. i LI. CHBen/>lulen); 7.03

(d, 1 LI. 7 - 633, PH); 6.78-6.81, 7.19-7.5-1(2///. 18 H, CH.110111 ); 7.85, 7.95 (2s. 2 H, LI

C(6,9)). 3'P-NMR (121 MHz. CDCI3): 1.4 (dd, J - 630, 9 Hz). ESLMS (MeOH,

negativ): 829 (50, MO. 527 (100).

6.9 Einbau in die DNA

6.9.1 Oligonucleotidsynthese

6.9.1.1 Oligonucleotidsynthese via Phosphorainidit-Chemie

Die vom Gerätchersteller mitgelieferten Säulen wurden mit der entsprechenden Menge

(50 mg) des gewünschten dYägermaterials gefüllt. Für die Synthesen von natürlichen

Oligomeren verfuhr man gemäss den Protokollen des Flcrstellers. Am Ende der

Synthese wurde die am 5"-Encle stehende DMT Gruppe abgespalten (DMT-OFF). Die

Säulen wurden am Vakuum getrocknet und ungeöffnet in die Entschülzungslösung

gegeben.

6,9.1.2 Oligonucleotidsynthese via H-Phosphonat-Cheniie

Die natürlichen Basen wurden auch weiterhin nach dem Phosphoramidil-Protokoll

(s. 1.1) eingebaut. .Als Aktiv lerungsieagenz fur das H-Phosphonat wurde

AcLimantylsäurcehlorid (0.15 mol m Py ridin/Cfl 4"N 1:1) verwendet. Das 14-

Phosphonat wurde im Verhältnis (I: 1.5-1.8) zum Aktiv lerungsreagenz eingesetzt. Der

8"*



6. Experimenteller Teil

Synthesizer wurde so umprogrammiert, class für den Einbau des LLPhosphonats der

Träger voilier mit einer Lösung von Pyridin/CLLCN 1:1 gewaschen wurde und

anschliessend gleiche Anleile des Aktiv ierungsreagenz sowie des LLPhosphonats

gepumpt wurden. Die Kupplungszeil des DPhosphonals wurde auf 6 min heraufgesetzt.

Die Kupplungszeil der darauffolgenden Base betrug 10 min.

6.9.2 Entschutzung der synthetisierten Oligonucleotide

6.9.2.1 Entschützen von Pac-geschützten Sequenzen (Entschutzung A)

Im Falle von sogenannten Pac-geschützten Ohgonueleotiden (N(6)-Pheno\yacctyl dA,

N(6)-lsobutyrybdC N(2)4sopropylphcnoxyacetybdG) erfolgte die basische Entschut¬

zung (ges. NH 5/lLOyEtOLI 3:1 (2 ml)) innerhalb von zwölf Stunden bei 50 °C unter

Lichtausschluss.

6.9.2.2 Wasserfreies Entschützen von Pac-geschützten Sequenzen

(Entschutzung B)

Pac-gcschülzle Oligonucleotide wurden in frisch zubereitetem, wasserfreiem, ammonia-

kalischem Methanol bei 20 D über 16 h unter gelegentlichem Schütteln und

Lichtausschluss entsehützt. Bevor mit Wasser versetzt wurde, wurde die

Enlschütztmgslösung vorsichtig am Vakuum entfernt.

6.9.3 Reinigung der Oligonucleotide

Die Ammoniaklösung wurde abpipetieit und Reste durch zentiifugieren (1000 rpm.

2 min) aus tier Säule entfernt, Die Säule wurde noch zweimal mit Wasser gewaschen.
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6 Expeumcnlellci Led

Die Entsehutzungslosung und die Waschlosung wuiden veiemt und /// \acuo eingeengt

Das Rohpiodukt winde m Wassei odei Pullei gelost mittels IIPLG geieinigt

Als TIP1 C System winde eine aus zwei Pumpen (Meik), die ubei cm Inlenfacc (Meik)

gestetiett winden, emei Mischkammei (Meick), einem Detcklen und einem

Injektionsxenlil mit emei 2 ml PiobensOileile bestehende Anlage eingesetzt Bei

analytischen Injektionen winde bei 260. bzw 460 nm detektieit Bei piapaiativcn

Injektionen winde bei 280 nm detektieit

Es winden lolgendc Säulen und 1 aiilmittel eingesetzt

I CC 250/4 Nucleosil 100 5 C18, 250x5 mm, 5 um Potengtosse von

Macheiv&Na^el

A 0 1 M Tiiethylammoniumacetat m DO, pH 7 0

B 0 1 MdOcthylammoniumacetatm H:0 80G MeCN pH 7 0

Fluss 1 ml/min 0 -^ 10 G B m 10 mm

// VF 270/10 Nucleosil 100 5 Gl 8. 250\ 10 mm 5 um Poicngiosse von

Macherv&Na'zel

A 0 1 MTiielhylammoiiiumaeelat m H 49, pH /()

B 0 I M 4uetlivlammoniumaceiai in ILO. 80 G MeCN pH 7 0

Fluss 5 ml/mm 0 - 4) G B m K) mm

/// Nucleosil 120 5 CIS. 250\-> mm 5 gm Poicngiosse von Mac heneiNaqel

AI 0 1 VI Tuethylammoniiimacetai m ff^O, pH / 0 zum Aultiagen

\2 Wassei (Zum \\ echseln von AI aul \2 winde gepiugl)

B 80 7 MeCN

Fluss 1 ml/mm 1 mm \1 s mm \2 0 --> 90 7. B m 3() mm

Anschliessend an ehe Reinigung pei HPLC wat es nötig che Ohgonudeotidc noch zu

entsalzen Dies etlolgte entwedei pei UPI C (Methode III) odei untei Veiwendung von

ULI



6 Expeumcnlellei Teil

SEP-PAKO C-18 Säulen (Wateis Milbpoie) mit tien Dimensionen 10x9 mm Dazu

wuiden che Säulen, the stets nm einmal veiwentlel wuitlen, eist mit Acelomtul (5 ml)

und dann mit 0 I M Luethylammomumcaibonat (5 ml) odei Wassei (5 ml) gewaschen

Aul ehe so voibcicitete Saide winde ehe wassiige Ohgonucleolidlosung atilgeliagen und

mit W<issei (10 ml) gewaschen Mit 10 G igei Acetonilnllosung (10 20 ml) winde das

Ohgonucleotid elmeit Wassiige Fiakltonen ehe noch Ohgoniicleotid enthielten winden

nach dei selben Voischult nochmals entsalzt Die Acelomtul und Ohgonucleotid

enthaltenden Liaktionen winden Im den weiteien Gebiauch vci wendet

Tab. 1: tl Jesoxy i nbo V Atlenin G Cylosin t_t (aianm T Ihynudin Fla Flavin 1 - T Formaeetal

ubeibiucklcs c/s sv// llivmmp G) Dimei gl Fniniketal iibcibinekte Ilymidine

Nr.: Sec|iion/ innol FntsGuil Reim ^DöO Masse0

/urig gung (\usiCTte) (MALDI)

S2 b d(TTTl~AaGIA 1-3 ls ß

S3 H'-d(GC>ArA G GG) S | S ß

">7 2896 S (bei )

(HG) 2898 3 (cel )

2 1610 "G bei )

O 90 16G 4 (gel )

Sl 5 -d(GCGOA^Gn ATA 0)3 h \
45 4481 78 (bei

GOG)'1 44hl 82 Pei

S8 5 -d 'CCGCAorlcItT i oG ) 3 |S v II
31 4 Hl Sl (bei

(HCf Glsll(crC|

SIO
r

-ClpC^Al' .Ci-. ueu -1 Is \
19 4411 81 ibei

(21 Cef 44G so moi

S12 b d(GC^CAAbla\r=~ Ct /-3 |s A II
16 G G, 89 (bei

(16 G)'1 4414 'Opel

S9 5 LlfGCGGGtGG^tT ^ y A II
2/ 4GG89(bei

(12G)b gGGlpeel

ßeiethnete M issen sind »K DuieGGimlom lese u \ uiu< nuiw) ange a ben

'Die \neibcn beziehen Meli nur ruldenhilben \iimiz Die I Usât hliGie Vaidverite ist un'gel ihr doppelt

so hoc b tl i nui die Haltte eiiGelmt/r w uide

Tabelle 6 SvnlhetiMeite DN \ Sti in e

,8 s
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