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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Seit dem Beginn des Lebens auf der Erde ist DNA dem Sonnenlicht ausgesetzt. Die
starke UV-Strahlung ist der Grund fiir eine schwerwiegende Schidigung des Genoms,
die zur Bildung von cis-syn-Cyclobutan-Pyrimidindimeren in der DNA-Doppelhelix
fiihrt. Wird dieser Schaden nicht repariert, fihrt dieser Defekt der DNA zur
Behinderung der Zellreplikation und ist der Ausloser fiir krebsartiges Zellwachstum
(Krebs). Konsequenterweise hat die Natur unterschiedliche Mechanismen fiir die
Reparatur  dieser  Schiden entwickelt. Tm  einigen  Reparaturprozessen  spielen
Photolyasen eine wichtige Rolle. Sie wurden bis jetzt in Pflanzen und Tieren gefunden.
Photolyasen sind Flavin- und Deazaflavin-abhiingige Reparaturenzyme, dic den Dimer-
Schaden mit Hilfe von Sonnenlicht, mittels eines photoinduzierten Elektronentransfer-
prozesses, wieder in die Monomere spalten und somit die Wiederherstellung der
gesunden DNA ermoglichen. Das Ziel meiner Dissertation war die Synthese der ersten
Flavin-Coenzym cnthaltenden DNA-Stringe mit der Absicht, selbst-reparierende DNA

ZU generieren.

Fiir die Untersuchung der Katalytischen Eigenschaften des Flavin-Coenzyms im
Oligonucleotid (welches die Proteinumgebung in Coenzymen-abhiingigen Enzymen
ersetzten soll) wurden viele verschiedene Flavin-f-riboside synthetisiert und deren
Konformationen  mit  Hilfe von Kraftfeldberechnungen  (MacroModel,  Amber-
Kraftfeld) berechnet.
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Zusammenfassung

o

Die synthetisierten Nucleosidanaloga (1-6) bestehen aus ciner Zucker-Einheit, die mit
einem Flavin verkniipft ist (Abbildung 1). Tm Rahmen meciner Doktorarbeit wurden alle
Ziclverbindungen (1-6) tiber mehrstufige organische Synthesen hergestellt. Eine grosse
Herausforderung wiithrend der einzelnen Svnthesen war die Kontrolle der Konstitution
des Zuckerringes und der Konfiguration des anomeren Zentrums, welches /f-
konfiguriert sein musste. Das Flavinribosid 6 wurde im Rahmen der Dissertation fiir
weitergehende  Untersuchungen  ausgewdiihlt.  Das auffilligste  Merkmal  dieser
Verbindung ist die Benzyliden-Schutzgruppe, die die sehr flexible Ribitylkette des
Riboflavins in einen konformationell versteiften [,3-Dioxansechsring iiberfiihrt. Dic
Synthese von 6 wurde so optimiert, dass nur dasjenige Diastereoisomer erhalten wurde,
bei dem sich alle grossen Substituenten des Dioxanrings in der thermodynamisch
giinstigen dquatorialen Position befinden. Diese Anordnung zwingt den Isoalloxazinring
in eine Konformation, bei das Flavin mit den Positionen O(4) und N(5) zur Helixachse

des DNA-Doppelstranges zeigt.

Der Einbau dieses Flavinnucleotids in Oligonucleotide wurde mittels eines ncu
entwickelten Protokolls und eines DNA-Synthesizers erreicht. Dieses Protokoll
ermoglicht es zum ersten Mal. Standard-Phosphoramidit- und H-Phosphonatchemie, die
ftir den Einbau des Flavins unbedingt erforderlich war, zu verbinden. Mit Hilfe dieses
Protokolls war es moglich, exzellente Einbauraten fiir den Flavin-Baustein in dic DNA
zu erhalten. Systematische Untersuchungen der Eigenschaften dieser modifizierten
DNA-Striinge zeigten, dass die Flavinbase in die DNA-Doppelhelix inkorporiert ist und
nicht-kovalente Wechsehwirkungen mit der im Doppelstrang gegeniiberlicgenden Base
eingeht. In der Oligonucleotid-Umgebung  wurden  starke  Modulationen  der
Fluoreszenz- und Redoxeigenschaften des Flavin-Chromophors, vermutlich auf Grund
von m-n- Stapel-Wechselwirkungen und WasserstofTbriickenbindungen, beobachtet.
Diese Resultate zeigen, dass das Oligonucleotid in der Lage ist, dic Eigenschaften des

Coenzymbausteins, dhnlich wic in einem Proteinumfeld, zu beeinflussen.

Einbau der kiinstlichen  Flavinnucleoside in Oligonucleotide, die auch einen
Photodimerschaden enthalten. lieferten Flavin- und T=T-Dimer enthaltende DNA-

Einzel- und -Doppelstringe (Abbildung 2). Es wurde cin genereller Assay fiir die
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Untersuchung  der  Spaltungsreaktion des  Photodimers  (Cycloreversion  des
Cyclobutanrings des T=T-Dimers) durch die katalytisch aktiven Flavinnucleoside mit
Hilfe von Sonnenlicht (bzw. monochromatischem Licht, A = 366 nm) entwickelt. Es
wurde beobachtet, dass die vollstiindige Cycloreversion der Pyrimidinschiden im DNA-
Basenstapel durch den lichtinduzierten Elektronentransfer vom Flavin aut das T=T-
Dimer in weniger als 35 min ablief. Hierbet muss das Elektron je nach Strang tber |1

oder 17 Einfachbindungen iibertragen werden.

_OH _ T=T Schaden T T repariert
Flavin

T=T-Dimer 12 14 18 ‘i_‘fg ..... 22 24 26 28 30

t/ min

Abbildung 2 Modifizierte DNA-Doppethelix und HPL-Chromatogramime der Aliquote, die x\"iihren(
eines Bestrahlungsexperiments entnommen wurden. Sie zeigen eine saubere Umwandlung der T=T-
Dimer-enthaltenden DNA in den reparierten Strang.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die ersten Coenzym-enthaltenden DNA-Striinge
synthetisiert, die in der Lage sind, DNA-Schiden mit Hilfe von Licht als Energiequelle
selbst zu reparieren. Diese Ergebnisse lieferten uns wichtige Informationen iiber dic
Funktion der Photolyase, und stellen die Basis fiir die En'm\/ickhmg von kiinstlichen
Reparaturenzymen dar. Weiterhin ermdglichte diese Arbeit die Untersuchung des bisher

nicht verstandenen reduktiven Elektronentransfer durch DNA.
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Summary

Since the early beginnings of life on earth, DNA has been cxposed to sunlight. The
strong UV-irradiation causes severe genomic damage as a result of the formation of ¢7s-

syn-cyclobutane-pyrimidine-dimers within the DNA stack. 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-photolyases play an important role. They have been found both in plants and
animals. These photolyases are flavin and deazaflavin dependent repair enzymes, which
split the dimer lesions with the help of sunlight via a photoinduced electron transfer
process, thus allowing the recovery 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 flavin coenzyme inside
oligonucleotides (which take the place of the protein environment in contemporary
coenzyme depending enzymes) several flavin-/g-D-ribosides have been designed using
force field minimizations (AMBER* in MacroModel). These nucleoside analogs (1-6)
are composed of a sugar moicty attached to a flavin coenzyme taking the place of the
purine or pyrimidine bases (Figure ). 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 anomeric center, which had to be f-confligured.
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1: Ry = OH, R, =H
2 Ry =H, Rn g% 4: R = OH 6
3Ry =H, 5 R=H

Figure 1 Flavin nucleosides.




Summary

After a screening process involving firstly a comparison of the distinct properties of the
different structures, and secondly strategics for obtaining the target compound in high
yields, the most promising flavinribosid 6 was chosen for further investigation. The

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

very fle win of the riboflavin into a conformationally rigid six membered
[,3-dioxane 1'ing The synthesis of 6 was designed to give only the diastercomer

containing all  large substituents of the six membered dioxane ring in the
thermodynamically favored equatorial position. This arrangement also forces the
isoalloxazine ring into a conformation where it points into the double stranded helix with
the position O(4) and N(5) of the flavin 6 pointing towards the helical axis. Incorporation
of flavin nucleotides into oligonucleotides was performed using machine assisted
synthesis.  The DNA-synthesizer  was  programmed to  combine the standard
phosphoramidite and H-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 developed HPLC
protocols. Systematic investigation of their 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 fluorescence and redox properties of the flavin
coenzyme 6 possible due to m-m-stacking and hydrogen bonding interactions in the base
stack. These results show that an oligonucleotide is able to modulate the properties of

coenzymes in a similar way to a protein environment.

Incorporation of the artiticial fTavin nucleosides into oligonucleotides that also contain a
photodimer-lesion furnishes flavin- and dimer lesion-containing DNA single and double

strands (Figure 2). A general assay for the investigation of the reversion of the
cyclobutane ring (splitting reaction) by catalytically competent flavin nucleosides using
monochromatic light of defined wavelength (e.g. 366 nm) was developed. We observe a
complete reversion of the pyrimidine lesion after less then 35 min, which suggests that
the reduced and irradiated flavin nucleoside within the DNA stack is able to transfer

clectrons over at least 17 single bonds to the pyrimidine lesion.
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Figure 2 Modified DNA double helix and HPLC traces of the aliquots taken during an irradiation
experiment showing the clean conversion of the damage containing DNA strand into the repaired strand.

We have synthesized the first coenzyme containing DNA able to self-repair DNA-

lesions using sunlight as the energy source. This has provided not only important
information about the function of DNA-photolyases, but in addition is the basis for the
development of artificial repair enzymes. Furthermore, this research provides insights

into the mechanism of reductive electron transfer within the DNA double helix.




[. Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 DNA als Informationstrager

Vor ca. 3.5 Milliarden Jahren hat das biologische Leben auf der Erde begonnen. Aus
toter organischer Materie entstand Leben. Noch zu Beginn des 19. Jahrhunderts galt das
Dogma, dass die Molckiile des Lebens nur von lebenden Organismen erzeugt werdet

konnen. Mit der Entdeckung der Harnstoffsynthese durch den Chemiker I'. Wohle
1828, gelang erstmals der experimentellen Nachweis, dass ein fiir den tierischen und
menschlichen  Organismus  essentielles  Stoffwechselprodukt, der Harnstoff, aus
mineralischen Stoffen ohne Zutun eines lebenden Organismus synthetisiert werden
kann. Uber die Entstehung und die BEvolution von Leben aul der Erde gibt es
mittlerweile  viele Theorien und  Hypothesen. Fest steht, dass die DNA
(Desoxyribonucleinsiiure). durch ithren einzigartigen Aufbau der Triger der genetischen
Information aller Lebewesen ist. Sie wird deshalb auch als das ,,Molekiil des Lebens®
bezeichnet. Alle Lebewesen, nutzen dieselben Bausteine, um ihr Leben zu organisicren.
Der Fluss der genetischen Information von der DNA zur RNA (Ribonucleinsiure) und

weiter zum Protein ist in allen Organismen 1m wesentlichen derselbe (Abbildung 1).
Replikation Transkription Translation
(/> (¥

, ; ) .
U RNA Proteine

Reverse Transkription

DNA

Abbildung 1 Der Fluss der genctischen Information.

Die Grundlage fiir all diese Prozesse ist die genetische Information, der Bauplan jedes
lebenden Organismus. der in der Basensequenz der DNA in jeder Zelle gespeichert ist.
Fiir das Uberleben und die Reproduktion eines Organismus ist cs wichtig, dass die

genetische Information nicht modifiziert oder beschidigt wird. Trotz der hohen
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Zuverlissigkeit der DNA-Replikation kommt es aber immer wieder vor, dass z. B. bei
der Zellteilung falsche Basen eingebaut werden. Die DNA ist als Makromolekiil zudem
empfindlich gegeniiber chemischen und physikalischen Einwirkungen. Schiiden an der
DNA konnen zum einen durch innere Einflisse, z. B. durch OH-Radikale im Korper
oder durch dussere Einfliisse, z. B. durch ionisierende- oder UV-Strahlung cntstehen, ™!
Dies fiihrt zu einem kontinuierlichen Verlust von genetischer Information und kann zu
Fehlfunktionen oder zur Umwandlung von gesunden Zellen in Tumorzellen fiihren.™!
Die Aufklirung des genetischen Codes ist Ziel des Human Genome Project, dass bis
2002 das gesamte menschliche Genom entschliisseln will. Die Erkenntnisse sollen vor
allem zur Fritherkennung genelisch bedingter Krankheiten und zum Verstindnis vieler

noch ungeldster Fragen der Naturwissenschaften heitragen.

1.2 DNA-Reparatur Systeme

1.2.1 Einleitung

Die DNA wird durch viele Einfliisse geschidigt und dadurch die in ihr gespeicherte
Information verfilscht oder zerstort. Die hiufigsten Ursachen fiir diese Schiden sind
Replikationsfehler, dussere Einflisse (UV-Licht, ionisierende Strahlung, Chemikalien)
und kumulative Effekte des Alterns. Die Reparatur der Schilden ist unentbehrlich, da
ansonsten die genetische Information, die in der DNA kodiert ist, beschiidigt wird. Wird
ein Schaden nicht rechtzeitig erkannt und repariert, kann es bei der Replikation der
DNA, bei der Transkription von DNA zur RNA und auch spiiter in der Biosynthese zu
schweren Schiidigungen kommen. In den meisten Fillen flihren dicse zum Zelltod oder
sind die Ursache fir die Entstehung vieler Arten von Krebs (unkontrolliertem
Zellwachstum). Eine der Hauptaufgaben eines gesunden Organismus besteht deshalb
darin, die fehlerhaften Stellen in der DNA aufzuspiiren und zu reparieren. Im Laufe der
Evolution sind sehr effiziente und sclektive Reparaturprozesse entstanden, die in der
Lage sind, die Vielzahl der in der DNA moglichen Schiiden zu orten und die DNA
wieder in ihren urspriinglichen Zustand zurtickzuversetzen. Dic vier wichtigsten

Reparaturmechanismen sind in Abbildung 2 schematisch skizziert.
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T DNA-Polymerase

RN RN

AP-Endonuclease

Abbildang 2 Darstellung der vier wichtigsten DNA-Reparaturmechanismen. a) direkte Reparatur b)
DNA-Basen-Exzisionsreparatur ¢) Nucleotid-Exzisionsreparatur d) Fehlpaarungsreparatur.

1.2.2 Direkte Reparatur (direct repair)

Die einfachste Mdéglichkeit, Schiiden in der DNA zu reparieren ist die Schiidigung in
einem emzigen Schritt (z. B. photochemisch) umzukehren und  somit den
Ausgangzustand wieder herzustellen. In einigen Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen
durchsuchen Photolyasen das Genom und reparieren UV-induzierte Pyrimidindimere
(Abbildung 3) in einem Licht- und Coenzym-abhingizgen Reparaturmechanismus

{(siche l.3).m

Abbildung 3 Cis-syn Pyrimidindimer und (6-5)-Photoadukt zweier Pyrimidine. P: Phosphat.

‘s
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BEs wurden auch in menschlichen Zellen Homologe von z. B. E. coli (6-4) Photolyasen'

131 was nicht weiter verwunderlich ist, denn Photolyasen existierten nach der

cefunden
Evolutionstheorie  wahrscheimnlich  schon  vor den  Eukaryoten. Jedoch st die
Wirkungsweisen solcher menschlicher Photolyasen sehr umstritten, denn in den meisten
Zellen steht kein Licht fiir die Tnitiierung des Reparaturprozesses zur Verfiioung ™! Fs
wird im Moment sehr kontrovers dariiber diskutiert, ob oxidativer Stress oder andere
Encrgiequellen mogliche Initiatoren  darstellen konnten ' Es wird auch dariiber
nachgedacht, ob die Bindung der Photolyase an die DNA nicht ein Signal fiir weitere
(7]

Reparaturmechanismen (z. B. Exzisionsreparatur) sein konnte.'” Wie wichtig die

Reparatur fiir das Weiterleben der Organismen sein kann, kann man mit Hilfe von
Experimenten an Pflanzen nachweisen. In eciner Kollaboration von Carell und
Batschauer gelang es, eine Mutante der Pflanze Arabidopsis thaliana zu ziichten, bei
der das fiir Pflanzen essentielle Reparaturenzym, die Photolyase, zur Reparatur von UV-
induzicerte Schidden fehlt. Setzt man nun Wildtyp und Mutante, die beide ohne
schidigendes UV-Licht aufgewachsen sind, mehrere Tage dem UV-Licht aus, so

kommt es zu einer massiven Schidigung der Mutante, dic zum Absterben fiihrt

(Abbildung 4).

(6-4) Photolyasen sind in der Lage. das (6-<4) Adukt zweier Thymine (Abbildung 3), einen weiteren UV
bedingten DNA-Schaden, 7u reparicren,

“ Prof. Dr. Carell, Prof. Dr. Batschauver. Universitit Marburg,
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Wildtyp

-LV-B +UV-B

Mutante

VR +UV-B

Abbildung 4 Wildtyp und Mutante (jeweils 26 d alt) vor (rechts) und nach (links) der Bestrahlung mit
UV-Licht fiir {4 Tage.

1.2.3 DNA-Basen-Exzisionsreparatur (base excision repair: BIER)

Exzisionsreparatur tiberlappt z. T. mit der direkten Reparatur. Es handelt sich hierbei
um einen mehrstufigen Prozess, bei dem mehrere Proteine zusammenspielen. Die
Basen, die durch Methylierung, Oxidation, Reduktion oder Fragmentierung der
Nucleoside durch ionisierende Strahlung oder oxidative Schiddigung geschiidigt wurden
(sterisch weniger anspruchsvolle Schiden), werden von Reparaturenzymen heraus-
geschnitten und durch neue ersetzt. Die Freisetzung der geschiidigten Base aus dem
DNA-Strang, katalysiert durch DNA-Glycosylasen, ist dic herausragende Eigenschaft
der Exzisionsreparatur. Es gibt fint sehr gut charakterisierte DNA-Glycosylasen, die
unterschiedliche, sich z. T. tberlappende Substratspezifititen aufweisen. Alle diese
Glycosylasen sind relativ kleine, monomere Proteine, die keine Coenzyme bzw.
Cofaktoren fiir die Erkennung von DNA-Schiden oder fiir ihre Enzymaktivititen

benotigen. Da es sich hierbet um sehr kleine Proteine handelt und ihre chemische Natur

(41
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sehr unterschiedlich sein kann, ist es wahrscheinlich, dass noch weitere DNA

o [8-10
Glycosylasen gefunden werden. >

1.2.4 Nucleotid-Exzisionsreparatur (nucleotide excision repair: NER)

Bei der Nucleotid-Exzisionsreparatur werden sterisch anspruchsvolle DNA-Schiiden
und DNA-Addukte wie z.B. Acctylaminofluorguanin, cis-rrans Guanin, Thymin-
dimere, sowie das (6-4) Photoprodukt repariert. Diese Art der Reparatur wurde vor
allem in Bakterien und Hefesystemen sowic 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 entdeckt wurde. die auf einem mangelhaften Exzisions-
Reparaturmechanismus beruht. ist die Xeroderma Pigmentosum. Hierbei handelt es sich
um einen erblichen Defekt in Nucleotid-Exzisionsreparaturgenen.”' ! Die Haut der
betroffenen Personen ist extrem empfindlich gegentiber ultraviolettem Licht. Viele
Erkrankte sterben schon vor dem dreissigsten Lebensjahr an den Metastasen von

o 12
bésartigen Hauttumoren.!'™

1.2.5 Fehlpaarungsreparatur (mismatch repair: MMR)

Zur Ausbildung von Fehlpaarungen kann es withrend der DNA-Replikation, der

Bildung der DNA-Doppelhelix und in verschiedenen Sekundirstrukturen, z. B. nicht

41

perfekten Palindromen kommen.'"! Auch die Desaminierung von 5-Methylcytosine zu
Uracil, was zu einer G..T-Fehlpaarung fiihrt, kann durch direkte Reparatur bzw.
Nucleotid-Exzisionsreparatur nicht repariert werden, da diese Reparaturenzyme nicht
zwischen falschen und Korrekten Basenpaaren unterscheiden kdnnen. MMR ist dazu in
der Lage und verwendet fiir die Reparatur eine dhnliche Methode, wie die Exzision-
reparatur.  Es  werden, je  nach  Art der Schidigung, lingere oder kiirzere
Nucleotidsequenzen aus dem geschiidigten DNA-Strang herausgeschnitten, die Basen

ersetzt und die Enden ligiert.
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1.2.6 Doppelstrangbruch-Reparatur (douple-strand break repair)

Doppelstrangbriiche  in der  DNA-Doppelhelix  kénnen unter  physiologischen

Bedingungen oder durch andere Einfliisse (z. B. ionisicrende Strahlung, oxidative

4.1 .
W Diese Sehiiden werden durch homologe oder auch nicht-

| : LT
homologe Reparaturmechanismen beseitigt.!”!

Schidigungen) entstehe

1.3 DNA-Photolyasen

1.3.1 Vorkommen

DNA-Photolyasen gehdren zu den wenigen Reparaturenzymen, die in einem einzigen
lichtinduzierten Reaktionsschritt in der Lage sind, die durch UV-Licht entstandenen,
mutagenen Pyrimidindimere in der DNA zu reparieren. Sie nutzen f{iir diesen

ereie, die z. B. von der Pflanze, dhnlich wie bei der

o

Reparaturprozess die Lichten
Photosynthese, (iber Photoantennen aufgefangen wird. Im Gegensalz zu der im
Menschen fiir die Reparatur solcher Schiden genutzten NER, die sehr viel Energie in
Form von ATP bendtigt, kommt die DNA-Photolyase fiir die Wiederherstellung der
Pyrimidinmonomere ohne ATP aus. Das ist vor allem fiir eine Vielzahl von Insckten,
Fischen, Amphibien und Pflanzen von grossem Nutzen 57 Das Vorhandensein oder
Fehlen von Photolyasen tm Menschen wird zur Zeit immer noch kontrovers diskutiert

(Vgl - l 22}{—1‘ 18-21]

1.3.2 Allgemeiner Aufbau

Dic Photolyasen sind monomere, Coenzyim abhiingige Reparaturenzyme. Sie haben ein
molekulares Gewicht von 55-65 kDa."> ~ 'Im Nukleus suchen 10-20 Enzymmolekiile
das Genom nach mutagenen UV-Schiden ab. Man unterscheidet zwei Arten von

Photolyasen, die beide das Flavin in Form des FAD (Flavinadenindinucleotid, 1) als
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Elektronendonor besitzen, sich aber durch ihr zweites Coenzym voneinander

unterscheiden (Abbildung 5):

e Typ I Photolyasc
Bei der Typ I Photolyase wird das fiir die Dimerspaltung benétigte Licht (A =
300-500 nm) von cinem Methenyltetrahydrofolat (5,10-MTHF, 2) absorbiert und

die Energie auf das zweite Coenzym. das Flavin, transferiert.

o Typ Il Photolyase
Bei der Typ Il Photolyase wird das zur Spaltung des Thymindimers notwendige
Licht von einem 8-Hydroxy-3-deazaflavin (8-HDF, 3) aufgefangen und an das

Flavin weitergeleitet.
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1 FAD (Flavinadenindinucleotid) 2 510-MTHF 3 8-HDF ‘
(Methenyltetrahydrofolat) (8-Hydroxy-5-deazaflavin)

Abbildung 5 Coenzyme die in der Photolvase Tund 11 vorkommen.

In den letzen Jahren ist es zwer Gruppen gelungen, Kristallstrukturen von den

verschiedenen Photolyasen anzufertigen. Als erste Struktur wurde die Typ T Photolyase
mit Methenyltetrahydrofolat und Tlavin als Coenzyme (isoliert aus Escherichia coli)

von Deisenhofer und Mitarbeiter 1995 gelast. ™ Die Struktur der Typ I Photolyase, mit
einem Deazaflavin als zweitem Coenzym (isoliert aus Anacvstis nidulans) wurde 1997
von Miki und Mitarbeiter ebentalls mittels einer Rontgenstruktur aufgeklirt (Abbildung

6)."!
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v’"}“
Abbildung 6 Réntgenstruktur der Typ 1 Photolyase aus Anacvsris nidulans.”™

Bei beiden Strukturen hat man tberraschenderweise festgestellt, dass die beiden
Coenzyme sehr weit von einander entfernt sind. Tm Fall von Escherichia coli ist der
Abstand  zwischen der Lichtantenne, dem  Methenyltetrahydrofolat  und  dem
Energicempfinger, dem Flavin 16.8 A. In der Anacvstis nidulans Photolyase, bei der ein
Deazallavin als Lichtantenne fungiert, betrigt der Abstand zwischen den beiden
Coenzymen 17.5 A. Im Moment wird die Frage diskutiert, ob dieser grosse Abstand der
beiden Coenzyme. der einen optimalen Encrgietransfer erschwert, durch die Evolution

optimiert wurde oder in der Entwicklung vernachldssigt wurde und sich nur ,.zufillig*

&

{24-26)

ergeben hat.

1.3.3 Schadenserkennung

Die beiden unterschiedlichen Typen der Photolyase weisen eine sehr grosse Ahnlichkeit
untereinander auf. Sie verfiigen beide tiber eine /A~ und eine helicale Domiine, wobei

die o/fFDomiine cin fiir die Bindung von Dinucleotiden typisches Faltungsmuster
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. . N5 7] o . .. -~ . . . X
aufweist. "t 2 2 In der helicalen Domiine befindet sich auch das FAD, das in ciner
ungewohnlichen U-formigen Konformation gebunden ist. Dieser Bereich ist eine

Kavitit, in der moglicherweise das Pyrimidin-Dimer (Abbildung 7) gebunden wird.

Abbildung 7 Struktur eines T=T-Dumers.

Zur Zeit ist unklar, ob das Pyrimidin-Dimer durch einen base flipping process aus der
DNA herausgedreht wird. Ein solcher flipping process wird durch die Beobachtung

vestiitzt, dass Photolyasen keine Priferenz fiir einzel- oder doppelstringige DNA
[28. 29]

U:?

aufweisen. Es wird vermutet, dass das negativ geladene Phosphordiesterriickgrat
der geschidigten DNA an die positiv geladene Region an der Oberfliche des Enzyms
bindet.”" Da eine Methylierung des zentralen Phosphordiesters im Photodimer die
Erkennung nicht beeinflusst, wird vermutet, dass das Photodimer in diec Tasche des
Enzyms bindet.”"" Neuere theoretische Arbeiten von Stuchebrukhov und Mitarbeiter
bestitigen diese Ergebnisse. S ihrer neuesten Arbeit analysierten sie die Bindung der
DNA-Photolyase zu  Pyrimidindimer-Nucleotiden und  Oligonucleotiden  mittels
molecular dyvnamics Simulationen. Die Rechnungen zeigen, dass das T=T-Dimer sehr
cut in die Bindungstasche, die sich durch die ungewdhnliche U-férmige Konformation
des FAD-Coenzyms ergibt, passt (Abbildung 8). Trotz der kurzen Distanz zwischen
Flavin-Donor und dem Dimer-Akzeptor scheint es keinen direkten Elektronentransfer-
prozess zwischen dem T=T-Dimer und dem Flavin zu geben, sondern einen indirekten
tiber das Adenin. Ungeklirt bleibt in diesem Modell die Frage, wie die DNA-Photolyase

es schafft, den Dimer-Schaden aus dem DNA-Doppelstrang herauszudrehen
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Acceptop

.

Donor

Abbildung 8 Ausschnitt aus der Struktur, die fiir das gebundene T=T-Dimer gefunden wurde. Oben ist
das T=T-Dimer (Akzeptor), dass in die Bindungstasche eingepasst wurde und unten rechts sieht man das
FAD, mit seiner ungewhnlichen U-formigen Anordnung von Adenin und Flavin (Donor). Links
Gesamtansicht, rechts Detailansicht.**!

Es wiire noch eine weitere Moglichkeit denkbar: Die Photolyase muss vielleicht nicht
spezifisch an das Pyrimidindimer binden. Vielleicht geniigt der Kontakt zu dem
geschidigten DNA-Strang in der Nihe des UV-induzierten Schadens, der es der
Photolyase ermaglicht, ein Elektron auf den DNA-Strang zu iibertragen. Uber einen
reduktiven Elektronentranster durch den DNA-Strang aul den Schaden kann es so zur
Reparatur kommen. ! 1 Bine Kokristallstruktur konnte diese Frage beantworten. Bine

solche Struktur ist allerdings noch nicht verfiighar.

1.3.4 Reparatur

Das Flavincoenzym liegt in der Photolyase in der reduzierten und deprotonierten Form
(FADH") vor (Schema 1), Neuvere Arbeiten zeigen, dass das halbreduzierte Flavinradikal
(FADH"), das i dicser, fir die Reparatur inaktiven FForm in der Photolyase vorliegt

durch cin benachbartes Tryptophan in die aktive Form, das FADH', tiberfiihrt wird. !
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Brettel und Mitarbeiter konnten zeigen, dass der entscheidende Schritt (in A. nidulans)
in diesem Prozess ein nachfolgender Elektronentransfer von einem Tyrosin auf das
Tryptophanradikalkation ist.””" Auch die Deprotonierung des Flavin-Coenzyms spielt

beim  Reparaturprozess  cine entscheidende Rolle, wie Carell und Mitarbeiter

[26, 38, 39]

nachweisen konnten.

Schema 1 Mechanismus der Photoaktivierung von Thymindimeren durch Typ T DNA-Photolyasen. ET:
BElektronentransfer; EET: Anregungsenergietransfer. 8-HDFE: 8-Hydroxydeazaflavin,

Die Lichtenergie (4 = 350-500 nm) wird vom zweiten Coenzym in der DNA-
Photolyase, einem Deazaflavin (8-HDF), bzw. cinem Methenyltetrahydrofolat, die als
Lichtantennen, fungieren, aufgefangen und mittels eines Forster-Energietransfer-
mechanismus™ auf das reduzierte und deprotonierte Flavincoenzym ibertragen
(Schema 1). Dieser Encrgietransfer vom zweiten Coenzym auf das Flavin erhoht die
Reparaturettfizienz enorm, da das reduzierte Flavin bei Wellenlingen iiber 400 nm nur
eine schwache Absorption besitzt. Das Flavincoenzym wird somit in einen angeregten
Zustand versetzt und kann ein Elektron an das Pyrimidin-Dimer abgeben. Das hierbei
entstehende  Dipyrimidinradikalanion ist instabil und zerfdllt in ein ungeladenes

Pyrimidin und in das Radikalanion des zweiten Pyrimidins. Letzteres kann das
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ungepaarte Elektron wieder zuriick auf das Flavin-Radikal tibertragen, wodurch dieses

L , . URERY
in seinen Ausgangszustand zuriickversetzt wird 4!

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 Grundgeriist fiir alle Flavine ist das
Riboflavin (Vitamin B,, 4). Dieses kommt in Form von Flavinadenindinucleotid (FAD,
1) und Flavinmononucleotid (FMN, 5) als Coenzymbaustein in viclen Enzymen vor
(Abbildung 9). Riboflavin (4) wird in Pflanzen und zahlreichen Mikroorganismen aus je
zwei Molekiilen Guanosin-5"-triphosphat und Ribose-5-phosphat hergestellt™™! und war

vermutlich schon in priibiotischer Zeit vorhanden.™

Isoalloxazin O”\
sl N
] Ny \\L l\tl
p A A
SINETSNTONT N0
N H
J D-Ribityl
4 R =H; Riboflavin (Vitamin Bo) 6 Lumiflavin 7 Lumichrom .
5 R =PO,H,; FMN (Flavinmononucleotid) (7.8,10-Trimethylisoalloxazin)  (7,8-Dimethylalloxazin)

Abbildung 9 Struktur  von Vitamin B. (4) und der wichtigsten sich davon ableitenden Analoga.
Lumiflavin (6) und Lumichrom sind die zwei wichtigsten Produkte, die durch Photolyse des Ribotlavins
(4) bei hohem bzw. niedrigem pH-Wert entstchen.

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

Molke ein gelbes Pigment isolierte, das er lacotochrome nannte.H'™! Die Aufklirung der
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- : - - . : Harpe 460 471 .
Struktur gelang Karrer und Kuhn Anfang des 20. Jahrhunderts.”™ 1 Dic beiden
wichtigsten Analoga von Vitamin B, sind das Lumiflavin (6) und das Lumichrom (7),

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

1.4.2 Flavine als Coenzyme

o 18, 49 . . - . e ) .
Flavin-Coenzyme! ™ 1 meistens in Form von FAD, sind oft nicht kovalent an das
Apoenzym gebunden. Es wurden jedoch auch einige Fille von kovalenter Verkniipfung,
vor allem iiber den Methylkohlenstoff in der 8-Position gefunden.”” Dic Flavoenzyme

lassen sich in 4 Hauptklassen einteilen

o QOxidasen

532l ehmen Elektronen von

Diese Flavoenzyme (z. B. Pyruvat-Oxidasen
Substraten auf und verwenden Sauerstoft als terminalen Elektronenakzeptor.

Aus der Reaktion gehen das oxidierte Substrat und H>O, hervor.

¢ Dchydrogenasen
Die Dehydrogenasen (z. B. Pyruvat-Desoxygenasen™ ) nehmen ebenfalls
Elektronen von  Substraten auf, transferieren sie  jedoch zu anderen
Elektronenakzeptoren. Im Fall der Pyruvat-Deoxigenasen ist ein Cytochrom der

terminale Elektronenakzeptor.

e Monooxygenasen
Monooxygenasen katalysieren die Einfiihrung eines Sauerstoffatoms in ein
Substrat. Das zweite Sauerstoffatom wird mit Hilfe eines Wasserstoffdonators
zu H->O reduziert. Die dabei freiwerdende Energie wird fiir die Einfiihrung des
ersten Sauerstoff-Atoms in die relative stabile C-H-Bindung bendtigt. Als
Wasserstoffdonator dient z. B. NADPH + H', aber auch Ascorbinsiiure, die

dabei zu Dehydroascorbinsiure umgewandelt wird. Die bekannteste Flavomono-

oxygenase ist die >xanonmonooxygenase, die fir die Aktivierung des

{55, 56]

Sauerstotls bei vielen Reaktionen eine Rolle spielt.




I. Einleitung

»  Photolyasen
UV-Bestrahlung von Zellen fiibrt zu mutagenen Pyrimidin-Dimeren in der
DNA-Doppelhelix (Cycloaddition zwischen zwel benachbarten

s L 15759
Thyminbasen).”” !

Photolyasen sind  DNA-Reparaturenzyme, die  diese
Schiiden in der DNA in einem von Coenzymen (Flavin und Deazaflavin, bzw.
Methenyltetrahydrofolat) und  Licht abhiingigen Mechanismus  reparieren

konnen.

1.4.3 Flavine und Lumazine in der DNA

s ist bereits zwei Gruppen  gelungen, Lumazine oder Flavine kovalent mit
Oligonucleotide zu verkniipfen ! Die Schwicrigkeit hierbei besteht darin das Flavin
bzw. das Lumazin am unrcaktiven N(10) zu substituieren. Pfleiderer und Mitarbeiter
haben viele Areno[g|lumazinderivate, die sich vom Flavin ableiten, jedoch nicht redox-
aktiv sind, synthetisiert (Abbildung 10). Es gelang ihnen jedoch nur, diesce tiber das
N(l) mit der 2’-Desoxyribose zu verkniipfen. Diese Bausteine konnten als
Phosphoramiditderivate in die DNA e¢inzubauen werden. Es wurden eine Seric von
Lumazin-modifizierten Oligonucleotiden synthetisiert, um den Einfluss der ncuen
Nucleobasen aut die Stabilitit der DNA-Doppelstrang-Bildung im  Vergleich zu
Modellsequenzen mittels Schmelzpunktsmessungen zu untersuchen. Sie konnten eine
signifikante  BErhohung  der  Schmelztemperatur (75, feststellen,  wenn  die
Areno[gllumazinderivate in die Oligonucleotide cingebaut wurden. Diese erhohte
Stabilitit der modifizierten DNA-Doppelstriinge wurde auf den stabilisierenden Effekt
der Areno[g]lumazinderivate durch ihre verbesserten m-rm-Stapelwechselwirkungen
zurtickgefiihrt. Die Stabilisierung der helicalen Struktur der DNA hing jedoch stark von

4 \ e s $18]
der Stelle des Einbaus der modifizierten Basen ab./"!
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Lumazin

o 0
I

Abbildung 10 Areno[g]lumazinderivate von Plleiderer.

Fontecave und Mitarbeiter waren die ersten, die zeigen konnten, dass Flavinderivate als
Phosphoramiditbausteine nicht isoliert werden konnen, da das Flavin durch einen
effizienten  Photooxidationsprozess — das  Phosphoramidit  zum  Phosphoramidat
aufoxidiert. Bs gelang ihnen daraufhin, ein Flavin mit einer Alkylkette in ein H-
Phosphonat zu Gberfiihren (Schema 2) und dieses an das Ende eines Oligonucleotid-

ranoed ainyl 162]
stranges einzubauen.

n 3,6

Phosphoramiditbaustein Phosphoramidatbaustein H-Phosphonatbaustein

Schema 2 Links: Photooxidation des Flavin-Phosphoranmiditbausteins zum entsprechenden Phosphor-
amidatbaustein. Rechts: H-Phosphonatbaustein.

Sie konnten nachweisen, dass ein Flavin enthaltendes Oligonucleotid eine stabile

Tripelhelix mit einem DNA-Doppelstrang ausbilden kann und selektiv photoinduzierte

16



I. Einleitung

Strangbriiche an der 3’-Postition einer GG-Dublett-Sequenz sieben Basen entfernt vom
Flavin durchzufiihren konnte." Es gelang thnen jedoch nicht, das Flavin als

Nucleobase in den DNA-Strang einzubauen

Uber die Eigenschaften von interkalierten Flavinen und lIsoalloxazinen in Oligo-

nucleotide siehe 1.5.2.4.

1.4.4 Chemische Eigenschaften von Flavinen

Die wichtigste chemische Eigenschaft des Flavin-Molekiils st seine Fihigkeit,
Redoxreaktionen cinzugehen, wie es bereits am Beispiel der Photolyase beschrieben
worden ist. Die Voraussetzung fiir die Nutzung dieser Fihigkeit ist, dass die
Redoxreaktionen des Flavins thermodynamisch und kinetisch vollstindig reversibel
verlaufen. Flavine sind amphotere Molekiile. daher missen fiir die Redoxprozesse,
abhiingig vom pH-Wert, die neutrale, antonische und kationische Form des Molekiils in

Betracht gezogen werden (Abbildung 11).

Sowohl in Losung als auch im festen Zustand und unabhiingig von der chemischen
Struktur des N-10 Substituenten reagiert das oxidierte Flavin nicht mit Sauverstoff. Das
Molekdil ist in Losung zwischen pH 1 und 9 neutral. Theoretisch sind beim neutralen
Flavochinon zwei tautomere Iminol-Strukturen moglich. Diese beiden Strukturen
konnten jedoch nicht nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass die Diketoform
energetisch stark bevorzugt ist. Die Protonierung des neutralen Flavochinons findet am
N-1 Atom statt, withrend bei einem pK, von etwa 10 das Proton an der Stelle N-3
dissozitert. Unter sehr stark basischen Bedingungen kann es vor allem bei N-3
substituierten Flavinen zur Offnung des Flavinheterocyclus und zur Abspaltung von
Harnstoffderivaten kommen'™ ™ Unter sauren Bedingungen ist der Isoalloxazinring
normalerweise stabil, es kann jedoch bei sehr tiefen pH-Werten zur Ausbildung des

Dikations (zusitzliche Protonierung am N-5) kommen.,
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Abbilduang 11 Amphoteres Flavin-Redoxsystem.

Durch Aufnahme eines Elektrons in wéssrigen, neutralen Losungen entsteht aus dem
Flavochinon ein sogenanntes Flavosemichinon, bei dem das Proton am N-5 assoziiert
ist. Das Flavochinonradikal ist in Losung blau bis griin geférbt, abhiingig vom
Losungsmittel. Neben der in Abbildung 11 gezeigten Struktur gibt es noch mehrere
mesomere Strukturen und Tautomere. Das anionische Flavosemichinon, das in Losung
eine orange bis rote Farbe hat, weist einen pK,-Wert von 8.3 auf. Dieses Radikalkation
weilit eine starke Hydrolyseempfindlichkeit auf bzw. kann sehr leicht dimerisieren. Fiir
die Bildung des kaminroten Flavosemichinonkations 1ist ein pK,-Wert von 2.3
notwendig. Dieses Kation ist im Vergleich zu den beiden anderen Molekiilen ziemlich

stabil gegen O, und auch thermodynamisch am stabilsten.



I. Einleitung

Die Reduktion des Flavochinons mil: zwei 2 EBlektronen und 2 Protonen fihrt zum
Flavohydrochinon, auch Leukoflavin (1,5-Dihydroflavin) genannt. Dieses Molekiil
zeichnet sich durch eine ausscrordentliche Sauerstoffempfindlichkeit aus. Es kann aus
diesem Grund nur unter anacroben Bedingungen erhalten werden. Withrend im
oxidierten Flavochinon das N-1 am basischsten ist, wird im neutralen 1,5-Dihydroflavin
der N-3 Stickstoff mit einem pK, < 0 am stirksten basisch. Die sauerste Position ist nun
am N-1 mit einem pK, von ca. 6.7. Auch hier gibt es mehrere tautomere Formen, die
von biologischer Bedeutung scin konnen.  [,5-Dihydroflavine sind  sehr  gute
Reduktionsmittel, die die beiden tiberschissigen Elektronen einzeln oder gemeinsam
abgeben konnen. Das Flavohydrochinonanion weist eine gebogene Struktur auf,
withrend das neutrale Flavohydrochinon eine relativ planare Struktur einnchmen kann.
Dic Proteinhiille der Flavoenzyme kann das Redoxpotential des Flavin-Coenzyms durch

o o o
Kontrolle solcher Konformationsiinderungen regulierer y o371

Die Redoxpotentiale von freien Flavinderivaten in Wasser decken je nach Art und
Stellung der Substituenten einen grossen Bereich von -50 bis »500 mV ab 1% Diese
Redoxprozesse  konnen entweder tGber Ein- oder Zweielekironenprozesse verlaufen.
Dabei ist das Redoxpotential tir dic Aufnahme des ersten Elektrons (Eo(Fl, H/ TIHY) =
=240 mV) negativer als das des zweiten Elektrons (Eo(FIH, /FliegHz) = -170 mV). Dies
gilt auch fir den umgekehrten Fall, der Elektronenabgabe ausgehend vom
Flavohydrochinon. Es wird allgemein angenommen, dass  simtliche  bekannte

Flavoproteine, bei denen fiir ihre Redox-Aktivitit etn Einelektronentransfer eine Rolle

[72]

spielt, nur der FIH, /FlioqHs-Prozess relevant ist.' -

1.4.5 Photochemie der Flavine

Die Absorptionsspektren der neutralen und oxidierten Flavine sind dem des Riboflavins
(4) dhalich, welches durch zwei Hauptbanden im sichtbaren/nahen UV (370 und 440
nm) und zwel weitere intensive Uh@rgimgc mm fernen UV (220 und 260 nm)
charakterisiert wird (Abbildung 12). Die Anwesenheit einer Bande sehr schwacher

[ntensitit (wahrscheinlich cines n-n*-Ubergangs) bei ca. 300 nm wurde postuliert,
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Modifikationen am N-10-Substituenten des Flavins, wie sic in den natiirlichen
Derivaten des Riboflavins (4), FMN (5) und FAD(1) vorkommen (Abbildung 9), haben
keinen wesentlichen Einfluss auf die Absorptionsmaxima im UV/Vis-Spektrum des

Flavins. 77

0,1
I/a. u.

S
0,0~< ~\%
300 400 500
TRV T P——

Abbildung 12 Absorptionsspekirum eines Riboflavins

Im Falle des FAD ist das Tangwelligste Absorptionsmaximum von 440 nm nach 450 nm
verschoben und der Extinktionskoeffizient merklich reduziert. Dieser Effekt wird auf
die Ausbildung eines intramolekularen Komplexes zwischen dem Adenin und dem
Isoalloxazin-Rest des FAD zuriickgefiihrt und ist in Ubereinstimmung mit NMR-
U'nrersuchungen.‘r‘*]'m')l Die molaren Extinktionskoeffizienten des oxidieren Flavins
konnen im Bereich zwischen 15400 M'em ™ und ca. 10500 M 'em™ variieren.” *' Die
Wechselwirkungen zwischen Flavinen und Proteinen kénnen sehr vielfiltig sein und

lassen leider keine Systematik bei den gemessenen Extinktionskoeffizienten erkennen.

Das Fluoreszenzverhalten der neutralen Flavochinone wird durch eine sehr intensive
Bande mit einem Maximum bei 520 nm gepriigt. Neutrale Flzwohydrochinone (fret in
Losung ber Rauvmtemperatur) fluoreszieren dagegen nicht™ ! Visser und Mitarbeiter
nehmen deshalb an, dass der Singlet Zustand von freiem FlgHx sehr kurzlebig ist und
die mogliche Fluoreszenz-Lebensdauer © im Bereich von Picosckunden lieet.”"! Bej

deprotonierten Flavohydrochinonen wurde. nach neusten Messungen, eine schwache

Fluoreszenz bei 505 nm (r= 1.2 ns) nachgewiesen. [83]
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o

Das Einelektronen-Reduktionspotential von ]Fl,-u_,'H’ wird auf etwa -2.8 V (vs. SHE)
geschitzt. Es stellt somit selber ein sehr starkes Reduktionsmittel da. Fiir das
langlebigere Triplett "Fl o H wird cin Knick im Molekiil entlang der N-5-10 Achse und

- i - : 3 84, 85
ein etwas schwiicheres Reduktionspotential (> 2.3 V) vorgeschlagen. 7

1.5 Oxidativer und Reduktiver Elektronentransfer in DNA

1.5.1 FEinleitung

Der Elektronentransfer in der DNA wird schon seit langer Zeit diskutiert und
untersucht. Die Experimente in den letzten Jahren haben gezeigt, wie komplex diese
Thematik ist.* Der Elektronentransfer in der DNA wird hiufig mit dem schon seit
lingerer Zcit erforschten Elektronentransfer in Proteinen verglichen. Ob  dieser
Vergleich gerechtfertigt ist, muss sich in weiteren Experimenten zeigen.

Bei Proteinen fliessen die Elektronen zwischen den einzelnen Kofaktoren (Chlorine,
Flavine, cte.). Hierbei sind die Orbitale von Donor und Akzeptor lokalisiert und
mischen sich nur schwach mit denen des umgebenden Proteins. Die Oxidations- und
Reduktionspotentiale  der  Kofaktoren sind  nicht  hoch  genug, um einen
Elektronentranster innerhalb des Proteins, das ziemlich inert ist, zu ermoglichen. Der
Elektronentranster findet deshalb iiber grosse Distanzen (> 10 A) in Regionen statt, die

157 Aus den

nach der Kklassischen Elektronentransfer-Theorie  verboten  sinc
Experimenten und theoretischen Berechnungen ergibt sich, dass die Geschwindigkeit
des Elektronentransfers exponentiell mit dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor
abnimmt.

0

Hop (0= H g exp (£ B/2) (1)
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Gleichung (1) zeigt den exponentiellen Abfall der elektronischen Kupplung als

Funktion des Donar-Akzeptor-Abstandes (1), H |, ist die elektronische Kupplung, wenn

Donor und Akzeptor in Kontakt sind. /7 ist der distanzabhingige Parameter, der
charakteristisch fiir das jeweilice Medium (DNA, Protein) ist und den exponetiellen
Abfall der Geschwindigkeitskonstanten (k) des Ladungstransfers mit zunehmenden

o1 .. \
Abstand beschreibt. In Proteinen wurde cr zu 1.0=1.5 A bestimmt™ Ahnliche

Ergebnisse erwartet man auch fiir die DNA,

Die DNA hat, dhnlich wie Isolatoren, gefiillte Valenzbidnder und grosse cnergetische
Liicken zu den leeren Leitungsbiindern. Es findet eine e-Delokalisation innerhalb der
cinzelnen Basen statt, aber die Uberlappung von m-Orbitalen von Base zu Base ist
schwach.™ Bisherige Experimente zu der Fragestellung, ob es sich bei der DNA um

einen Leiter oder einen Isolator handelt, lieferten kontroverse Ergebnisse.

Die Frage, wie geladene Teilchen in der DNA iiber kurze oder lange Distanzen
transportiert werden, wird — obwohl in den sechziger Jahren erstmals gestell”" 7
immer noch diskutiert. Viele Wissenschaftler bemiihen sich, die breite Streuung der
Ergebnisse auf dicsem Gebiet zu erkliren und neue, bessere Systeme zu entwickeln, um
einen tieferen Einblick in das Transportverhalten der DNA zu erlangen. Die Aufklirung
des Mechanismus, wie Ladungen durch die DNA  transportiert werden, ist die
Grundlage fur die Entwicklung von neuen Methoden zum  Durchsuchen  von

Nucleinsiuren, fiir DNA-Chips und fiir neue Methoden im Kampt gegen Krebs.

Es gibt vicle Faktoren, die den Elektronentransfer in DNA beeinflussen konnen:
e Oligonucleotidsequenz
s DBasenpaarung
o Redoxpotentiale der einzelnen Basen (Tabelle 1)
e - Stapelung der Basen und die Doppelstrangstruktur der DNA

e Abstand zwischen Donor und Akzeptor

e Artder Entstchung des Lochs oder des zusiitzlichen Elektrons.

hin]




[. Einleitung

Base | Oxidationspotentiale® Redukl‘ionspotent’iuleb
Guanin 1494005 <276+ 0.03
Adenin 1.96 £ 0.05 -2.52+0.05
Cytosin 214 +0.05 -2.354+0.05
Thymin 211 4+0.05 2,18 £0.05
Uracil >2.39 4+ 0.05 -2.07 +£0.05
Purin - -1.88 £0.05

8-0Ox0-2"-desoxyguanosin 0.70° -

{(8-oxo0dG)

2’-—Desoxymzmosin (dG) 1.29° -
i
(phi)a(bpy)™* .76
N ' A0
Ru(phen)(bpy)(dppz)™ [.40°
. . | o
Anthrachinon (AQ) 2.18°
. - .
T=T-Dimer .69 -2.304+0.10°
- . A , £
Flavin 2.30' -2.80
Tabelle 1 Experimentelle Oxidations- bzw. Rulni\timmmgn tiale (V vs. NHE) cyclovoltametrisch
bestimmt. * Oxidationspotentiale aufgenommen n f\x&IOI]IYHI ® Reduktionspotentiale aufeenommen in
] ] 94] ¢
N.N-Dimethylformamid.™ © Oxidationspotentiate ! Oxidationspotentiale (V vs. SCE).' TeReduktions-
y v I ! I
potential (V vs. SCE). ! Reduk(ionslwlcnm] und Oxidationspotential (V vs. SCEY™! Fir die
Umrechnung von SCE auf NHE ist ein Betrag von (0.22 abzuziehen (Bsp.: Oxidationspotential par.pimen =

1.47 V vs. NHE).

Aufgrund dieser vielfilticen und komplexen Parametern ist es sehr schwer, die

einzelnen Modellsysteme und Untersuchungen zum Elektronentransfer in DNA

untereinander zu vergleichen und gemeinsam auszuwerten

1.5.2 Oxidativer Elektronentransfer

Beim oxidativen Elektronentransfer in der DNA zeigt sich, dass die Radikalkationen
und die von thnen verursachten Schiiden fast ausschliesslich auf den Guaninbasen in der
DNA lokalisiert sind. Das lisst sich sehr gut mit der relativen Leichtigkeit der

Oxidicrbarkeit des Guanins im Vergleich zum Adenin, Cytosin, bzw. Thymin erkliiren
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(Tabelle 1). Einer der hiiufigsten oxidativen Schiiden in der DNA ist das 8-oxodG (8).

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

N JOL . f
HO <Z\1L 1 | N HQ N NH

OH
Guanosin (dG)

AN

N
Ho~</NjL JN\H
e N ONH,
. NH “ONH
SH Ho—< \L O%NIN")\NH

NH)

. | 2
R ) 9’// R
\\\\‘ O:-< I NH v-Bestrahlung 8-oxodG

8
R: 2'-Desoxyribose

Schema 3 Oxidative Schiddigung von Guanosin (dGy im wiissrigen Mediom durch Licht zum 8-ox0dG (8)
in der DNA.

Es werden grundsitzlich drei z. T. kontroverse Modellsysteme fiir den oxidativen

Elektronentransfer diskutiert

1.5.2.1 Superaustausch Modell (superexchange model)

Beim molekularen Leiter (molecular wive— bzw. Superaustauschmodell geht man
davon aus, dass die DNA durch ihren einzigartigen Aufbau in der Lage ist, dhnlich wi

in analog aufgebauten Festphasenmaterialie O dureh ihre m-gestapelte Hetero-
cyclenanordnung entlang der Helixachse Elektronen oder positive Ladungen leiten zu

konnen.
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Dieses Modelsystem wird von Barton und Mitarbeiter vertreten. Die Barton-Gruppe hat
sich in zahlreichen Arbeiten mit der Untersuchung des oxidativen Elektronentransfers in

08-119]

DNA beschiiftigt.! 1993 waren sie die erste Gruppe, die die Frage — ob DNA ein
g PE &

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

viele andere Wissenschaftler fiir dieses brisante Thema begeistern konnten. In ihrer
ersten Arbeit zum oxidativen Elektronentransfer durch DNA benutzten Barton und

Mitarbeiter als Donor (D) einen [Ru(lpl‘len):dppz,]}l'—l\’,omp]ex im angercgten Zustand
und als Akzeptor (A) einen {iRh(phi):phen}u-K,on'lplcx, die beide in die DNA
interkalieren.”"™" Die Elektronentransfer-Rate wurde tiber Lumniszenz-Quenchung auf
i%x[Og sAl fiir eine D-A-Distanz von grosser 40 A ermittelt. Daraus ergibt sich fiir den
distanzabhiingigen Parameter / ein Wert von 0.2 A (vg]. Gleichung (1)). Damit war die
Sensation perfckt: die DNA verhielt sich in den Experimenten von Barton wie cin

elektrischer Leiter

Die Problematik dieser ersten Experimente besteht darin, dass es nicht moglich ist, den
genauen Abstand zwischen den intakallierten Donor— und Akzeptorkomplexen zu
bestimmen. Es wurde aus diesem Grund versucht, dicse tiberraschenden Ergebnisse im
Laufe der letzten Jahre durch verfeinerte Untersuchungen und neue, bessere Donor-
Akzeptor-Systeme zu untermaucrn. Zum besseren Verstindnis werden in den folgenden

beiden Abschnitten zwei neuere Systeme beschrieben.

1.5.2.1.1 Oxidative Reparatur von Thymindimeren in der DNA-Doppelthelix

Barton und Mitarbeiter nutzen fiir ithre neueren Experimente Rhodium-Interkalatoren,
die in der Lage sind, durch einen oxidativen Elektronentransfer ein im selben DNA-
Doppelstrang befindliches T=T-Dimer zu spalten.” Die DNA-Doppelstriinge enthalten
entweder cin vorher synthetisiertes cis-syn T=T-Dimer, oder das T=T-Dimer wird durch
Bestrahlung der DNA mit UV-Licht hergestellt!'"™ " De * (Rh{phi):b )y ““Komplex

wurde zum DNA-Doppelstrang hinzugk; ben und die Reaktionsldsung mit UV-Licht

* Uber dic Entstchung und reduktive Reparatur von T=T-Dimeren. siche vorherige Kapitel

75
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bestrahlt. Mittels Umkehrphasen-HPLC konnte eine quantitative Reparatur des T=T-
Dimers nachgewiesen werden, ohne dass der Gegenstrang unter diesen Bedingungen
geschiidigt wurde (Abbildung 13). Zudem stellten Barton und Mitarbeiter fest, dass
bereits  katalytische Mengen von (Rh(phi‘);bpy)‘“’+ ausreichten, um den T=T-
Dimerschaden in der DNA, in Ubereinstimmung mit dem vorgeschlagenen oxidativen
Elektronentransfermechanismus, zu reparieren. Tatsiichlich konnte eine quantitative

Reparatur des Schadens mit micromolaren Konzentrationen von (Rh(phi)abpy)”™ und

4
Belichtung der Probe mit Sonnenlicht beobachtet werden [
AN\
1T
) Reparatur
§ ' AGAGCAG i ;
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Abbildung 13 Photochemische Reparatur von T=T-Dimeren in DNA mit Hille von nicht kovalent
gebundenem rac-(Rh(phinbpy ™. Auf der rechten Seite sieht man die Umkehrphasen-HPLC-Diagramnie
von Proben, die 0, 2.5, 10, 20 min nach der Bestrahlung der Probe entmommen wurden. Die
Quantenausheute dieser Reaktion wurde mit 0.0001 angeben '™

Barton und Mitarbeiter untersuchte auch die Reparatur von T=T-Dimeren tiber grossere
Entfernungen  (16-19 Basenpaare) in der DNA-Doppelhelix.  Hierfiir  wuarde ein
Metallinterkalator (z. B. ('Rh(phi,);bp_\,");”‘) tiber einen Linker (mit unterschiedlicher
Linge) mit dem 5-Ende emmes DNA-Stranges  verkniipfl. Der komplementiire
Gegenstrang wurde zuerst mit UV-Licht bestrahlt, um ein T=T-Dimer zu induzicren
und anschliessend mit cinem DNA-Strang, an dessen Ende der Metallinterkalator
kovalent gebunden war, anniliert. Durch Modellstudien und Berechnungen wurde

herausgefunden. dass das (;Rh(;’phi);lmy)}"" 19-26 A vom T=T-Dimer in die DNA

%6



{. Emleitung

interkaliert (Abbildung 14). Die geschiidigte und modifizierte DNA wurde mit UV-
Licht (400 nm) bestrahlt und die Reparatur der DNA mittels Umkehrphasen-HPLC
verfolgt. Die Reparatureffizienz von (Rh(phi )_b[_\y’)3+ war nicht davon abhiingig, ob der

Metallinterkalator mit dem 37- oder am 5™-Ende der DNA verkniipft war.

AN
TT
' Reparatur

b
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Ty (mm »

Abbildung 14 Reparatur von T=T-Dimeren in der DNA mittels eines kovalent gebundenen
(Rh(phi)y_bpy) -Komplexes tibet grosse Distanzen. Auf der rechten Seite sieht man die Umkehrphasen-
HPLC-Diagramme von Proben, die 0. 1. 2, 4, 6 5 unden nach der Bestrahlung der Probe entnommen
wurden. Die Quantenausbeute dieser Reaktion wurde mit 0.000002 angeben. ™!

Es wurden unterschiedlich lange DNA-Stringe untersucht und tiberraschenderweise
stellten Barton und Mitarbeiter fest, dass die Reparatureffizienz trotz zunehmender
Distanz zwischen Interkalator und Schaden (19-26 A) stark zunahm (67 auf 100 %).
Dieses tberraschende Ergebnis wurde mit der grosseren Stabilitit lingerer DNA-
Doppelstringe erklirt (Abbildung 15). Barton und Mitarbeiter gelang auch der
Nachweis, dass die Homogenitit' der DNA-Doppelstriinge ausschlaggebend fiir die

Reparatureffizienz  der DNA-Stringe  ist. War  die Homogenitiit  des DNA-

! Ungestortheit der DNA-Doppelhelix. z. B. durch Fehlpoarungen
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Doppelstranges z. B. durch Fehlpaarungen gestort, wurde die Reparatureffizienz

mindestens um die Hilfte reduziert./"'¥

B T (°C) 7 Repair (%)
Duplex Distance (A) +TT  -TT A-Rh A-Rh

19 67 59

19 85 79 47

22 31 55 o1 87

26 53 68 100 62

,,,Tn (°C) Repair (%)
Duplex +TT A-Rh
S'f'\'CerGCATUTTGT/\‘CGA’*CUT o
63 100
T-GrCAC-G T-A-C-AA-CAT-GC- Tmﬁ C-A, 5
GACGTE iTGTT{;TA A ey
_ A .
b CACTA AAC/%TCTH?C(A\S 45 80
_//
£ TG
C, --ﬂ. /\A b’TTQ b \(*rA\ L,
SAS O T-CAAC-T-Cof BCGT

TG 'R/)GF(J*A\I 5 45 47

Abbildung H' Reparatur von T=T-Dimeren in der DNA mittels eines kovalent gebundenen
(Rh(phi)sbpy)™* -Komplexes iiber grosse Distanzen. Die Reparatur ist in Prozent nach 6 Stunden
Bestrahlung angegeben. Es erg cben sich auch unterschiedliche Reparatureffizienzen, je nachdem welches
der beiden (Rh{phi):bpy)” Iwmuul verwendet wurde. In der unteren Tabelle wird zusiitzlich noch
gereigl, wic die Reparatur tiber grosse Distanzen von Fehlpaarungen beeinflusst wird !
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1.5.2.1.2 Oxidative Schiiddiguang von Guaninbasen in der DNA

Die oxidative Schidigung von DNA durch cinen Einelektronentransfer findet bevorzugt
an Guaninen, am hiufigsten am 5'-Ende der G-Basen von 5°-GG-3"-Dublett-Sequenzen
statt (Abbildung 16). Berechnungen zeigen. dass diese Basen ein besonders niedriges

Oxidationspotential besitzen

% NH
- 0
-NH,
L) ¢ N- ol
N /< \ \N)M\NHO

Abbildung 16 GG-Dublett-Sequenz im DNA-Strang. P: Phosphat.

Barton und Mitarbeiter gelang der Nachweis. dass Iichtzmgp egte Ru(Il)-Komplexe in
der Lage sind, mit Hilfe von Singulet-Sauerstoft (1O,), das zu threr Interkalationsstelle

benachbarte Guanin zu oxidieren (Abbildung 17). Diecses Ergebnis liess sich auch auf
mit Rh-Linker modifizierte DNA-Stringen, dic zwei, an unterschiedlichen Stellen in der
DNA licgende GG-Dublett-Sequenzen enthielten, ibertragen. Diese wurden mit

~

kurzwelligem UV-Licht (313 nm) bestrahlt, um cinen Strangbruch divekt an ihrer
Interkalationsstelle hervorzurufen und um dadurch thre ungefihre Entfernung vom
T=T-Dimer zu bestimmen. Nach der Analyse wurden die nicht geschiidigten Rh-DNA-
Stringe mit lingerwellig UV-Licht (365 nm) bestrahlt, die Strdange mit heissem

Piperidin behandelt und mit Hilfe der Gelelektrophorese analysiert

Es zeigte sich, dass beide GG-Dublett-Sequenzen gleichermassen geschiidigt wurden,
unabhiingig von ihrer Entfernung zum Rh-Interkalator. Kontrollexperimente deuteten
auch daraufhin, dass der oxidative Elektronentransfer intermolekular ablaufen musste.
Auch bei dicsen Experimenten zeigte sich, dass eine homogene DNA-Doppelhelix fiir

den oxidativen Elektronentransfer in der DNA-Doppelhelix von grosster Wichtigkeit

C o TI030 18]
1st.§ '
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Abbildung 17 Singulett-Sauverstotf (links) oder Quencher-abhingiger (rechts) Reaktionsmechanismus,
der Zur Guanin-Oxidation in DNA-Doppelstriingen mit kovalent verkniipften
(Ru(phen)(dmb ) Me,dppz )" fithee ']

. \ ) : . BTAS . - -
Neueste Arbeiten von Barton und Mitarbeiter™, die z. T. in Gegensatz, stehen zu

. . R 9
Arbeiten von Schuster und Mitarbeiter!”"!

. zelgen, dass ein Naphthalindiimid (NDI)—
Interkalator (mit einem Oxidationspotential von 1.9 V), nach der Bestrahlung mit Licht
der Wellenlinge 380 nm in der Lage ist, cin T=T-Dimer oxidativ zu reparieren, und
gleichzeitic Guanine oxidativ schidigen kann. Ein ('Ru(phen')(_l‘wpy’)('d1)132))}""—1&’(1:11plex
(mit emnem Oxidationspotential von 1.6 V) ist nicht mehr in der Lage, T=T-Dimere
oxidativ zu reparieren — jedoch immer noch Guanine zu oxidieren. Dieses interessante
Ergebnis, das von Schuster und Mitarbeiter ™ angezweifelt wurde, weist darauf hin,

dass die positive Ladung in der DNA nicht ausschliesslich auf Guaninbasen lokalisiert
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ist und verfeinerte Modelle notwendig sind, um den oxidativen Elektronentransfer in

DNA besser zu beschreiben.’

1.5.2.2 Hopping-Modell (hole hopping model)

Der Hopping-Mechanismus wurde von Giese und Mitarbeiter 1998 vorgeschlagen,"™"!
Er beruht darauf, dass die Ladungen in der DNA zwischen DNA-Basen mit dhnlichen
Redoxpotentialen tunneln. Damit findet der weitreichende Ladungstransport durch die
DNA aus mehreren  hintereinandergeschalteten  Tunnelprozessen  liber  kleinere
Distanzen statt. Die erzeugte positive Ladung hiipft in der DNA von Guanin zu Guanin,
da diese Base das niedrigste Oxidationspotential aller DNA-Basen aufweist (Tabelle
DN Je grtsser der Abstand zwischen den einzelnen G...C Basenpaaren im DNA-
Doppelstrang ist, desto langsamer ist auch der Lochtransfer durch den DNA-
Basenstapel. Aus diesem Grund kann man den f-Wert nicht in der urspriinglich
definicrten Form (Gleichung (1)) zur Bewertung der Geschwindigkeit beim oxidativen
Elektronentransfer heranziehen. Giese schligt deshalb eine neue Bezichung (2) fiir den

Ladungstransport durch DNA vor (Abbildung 18).

* Schuster er al. haben diese Experimente mit einem iiber einen Linker mit der DNA verbundenem
Anthrachinonderivat nachgestellt, wobei hier die DNA ebenfalls neben GG-Dublett-Sequenzen auch
T=T-Dimere enthielt. Hierbei konnten sie keine Reparatur der T=T-Dimere feststellen, jedoch eine
oxidative Schidigung der GG-Dublett-Sequenzen. obwohl das O\‘idzlli(’msporcmial des Anthrachinon-
derivats mit 2.18 'V (Tabelle 1), entsprechend der von Barton und Mitarbeiter aufeestellten Hypothese

gross genug fir cinen oxidativen Elektronentransfer auch auf die T=T-Dimere sein sollte. Neuere
Arbeiten von Barton und Mitwbeiter zeigen jedoch, dass das Anthrachinonderivat zwar in Modelstudien
seine Fihigkeit unter Beweis gestellt hat. T=T-Dimere zu reparieren, dieser Beweiss jedoch in der DNA

nicht verifiziert werden konnte. Siche auch Polaron-Hopping-Modell.

e
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Abbildung 18 Oxidation eines Guanosins und anschlicssender Elektronentransfer zu einer GG-Dublett-
. . . . . RN
Sequenz, die als . Falle™ (Lokalisierung) fiir das Radikalkation dient.!'**!

Im Gegensatz. zu Gleichung (1) resultiert aus der ncuen Beziehung eine schwiichere
Distanz-Abhingigkeit der relativen Geschwindigkeitskonstanten &. In Beziehung (2) ist
7 ein Proportionalititsfaktor, der im einfachsten Fall bei zwel liegen sollte und N ist dic

Zahl der Hopping-Schritte, die das Radikalkation in der DNA zuriicklegen muss, um zu

P23 1243

seinem nichsten Aufenthaltsort zu kommen.
Inko nin N (2)

Diese Annahmen werden durch mehrere experimentelle Untersuchungen gestiitzt.!"”

PEIEIDe Experimente basieren auf einem Assay. bei dem ein 4’-Acylnucleotid in eine
doppelstringige DNA eingebaut wird. Nach einer Bestrahlung findet eine Notrish-Typ-
[-Spaltung und eine anschliessende Heterolyse statt. Hierbei entsteht zunichst das
Kohlenhydrat-Radikalkation, das die positive Ladung auf ein benachbartes G des *P-
markierten Gegenstranges oder des gleichen Stranges iibertriigt (Abbildung 19 und
Abbildung 20). Von hier aus wandert die positive Ladung durch die DNA iiber die
Nucleotidpaare (Abbildung 20) hinweg, bis sie von einer GGG-Triplett-Sequenz

irreversibel eingefangen wird.
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Abbildung 19 Photolytische Entstehung des Radikalkations, die darauffolgende heterolytische Spaltung,

die zum Strangbruch innerhalb des DNA-Stranges fiihrt und der anschliessende Elektronentransfer durch
. . ‘ e ~ 122

DNA. Dieser Assay wird fiir die Seiten-selektive Ladungsinjektion in eine einzelne G-Base benutzt.'*!

Abbildung 20 Ladungsinjektion in cine einzelne G-Base, Ladungstransport zum komplementiren,
radioaktiv makierten Gegenstrang und Ladungstransport vom auf diese Weise erzeugten G™* zu einem
GGG-Triplett-Sequenz. Dieser Assay wird benutzt, um die relativen Raten und die Effizienz des
Ladungstransports durch DNA zu bestimmen. !

Dieser Ladungstransfer konkurriert auch mit der Abfangreaktion des Radikalkations G
durch Wasser was zu einem geschidigten 8-oxodG in der entsprechenden Position
fiihrt, an der sich die DNA bei der anschliessenden Behandlung mit Piperidin spaltet

(Schema 3).

’/J
‘s
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Giese und Mitarbeiter ' konnten nachweisen, dass der Lochtransfer vom G zu einer
GGG-Sequenz iiber ein oder mehrere AT-Basenpaare wandern kann. Hierbei nimmt die
Geschwindigkeit des Elektronentransfers mit jedem dazwischen liegenden AT-
Basenpaar um eine Grossenordnung ab  (Abbildung 21). Diese starke Distanz-

abhiingigkeit fiihrt zu einem f-Wert von 0.7 £ 0.1 A™.

31 5‘

3 &

Kopr 30 3.2 0.44 0.03
£ 97% 76% 30% 3%
Abbildung 21 Relative Geschwindigkeitsraten (k) und Effizienzen (g) des Ladungstransportprozesses

(iiber einen Hopping-Mechanismus) von einemt G zu einer GGG-Sequenz in einem DNA-
(122

Doppelstrang.
Wurde jedoch das zweite oder dritte von vier dazwischenliegenden AT-Basenpaaren
durch ein GC-Basenpaar ersetzt, nahm die Rate des Lochtransfers vom G zu einer
GGG-Sequenz um zwei Grossenordnungen zu. Neuere Experimente mit langen DNA-
Doppelstringen  (40-49-mere).  die  abwechselnd  AT-Basenpaare zwischen  den

. - N . . N N i
einzelnen G-Basen haben. bestiitizen diese Arbeit (Abbildung 22).H"]

Setzt man die erhaltenen Ergebnisse fiir den oxidativen Elektronentransfer fiir diese
Striinge in Beziehung (2) cin, so ergibt sich fir die einzelnen Hiipfschritte (N = 1-4),

indem man Inky gegen InN aufurigt, ein p-Wert von 1.7+ 0.2, Dicses Ergebnis bestiitigt
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einen postulierten Lochtransfer iiber 10, 20 und 40 A, der durch das Hopping-Modell
sehr gut beschrieben werden kann. Setzt man dagegen die gleichen Ergebnisse in
Gleichung (1) ein, so erhiilt man einen p-Wert von 0.07, der filschlicherweise einen
Superaustausch-Mechanismus suggerieren konnte, bei dem die Distanzabhiingigkeit fiir
den Lochtransfer sehr gering wiire. Dass ein solcher Supereraustausch unwahrscheinlich

ist, sicht man in Abbildung 22 :

|
G-
G
+ (:%“
T
A
Gk
0 L G
3" 5 54 A T
; >
! i
G--C A
G C 7
G4C &
T1A T
17 A AT G
T A ‘
AT |
"c;:;{’ '
£ 3% T0%

Abbildung 22 [Ladungstransfer (angezeigt durch Pfeile) von GF zu einer GGG-Sequenz  in
unterschiedlichen Doppelstriingen.

Im rechten Doppelstrang wird die Ladung itiber 54 A transportiert, jedoch ist die
Geschwindigkeit des Elektronentransters in diesem Strang ca. 20 mal effizienter (&) als
im linken Strang, obwolil hier nur cine Distanz von 17 A iiberwunden werden muss.
Legt man fiir diese Experimente  das  Hopping-Model  zugrunde, st der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt beim Tinken Strang der Tunnel-Prozess tiber vier

A'T-Basenpaare.

Y]
(I
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1.5.2.3 Polaron-Hopping-Modell (polaron hopping model)

Schuster und Mitarbeiter schlagen als Mechanismus fiir den Ladungstransport in DNA
ein  Phononen  (thermische  Aktivierung) unterstiitztes  Polaron-Hopping-Modell
vor!"H 120 gie olauben, dass fiir den Ladungstransport in DNA eine strukturelle
Verzerrung der DNA (= Polaron) im Superaustausch- und Hopping-System notwendig
ist. Die DNA st sehr dynamisch: Zucker und Basen bewegen sich in Perioden die
kiirzer als 30 ps sind """ Wird durch innere oder idussere Einfliisse eine Ladung in der
DNA induziert, fiihrt dies zu einer geringfiigigen Anderung der Struktur innerhalb der
DNA. Das Radikalkation wird durch Delokalisierung seiner Ladung aul die
benachbarten Basen stabilisiert. In diesem Fall stellt cin Polaron eine strukturelle
Verzerrung dar, die durch die Stabilisierung eines Radikalkations in der DNA-Doppel-
helix durch seine unmittelbare Umgebung hervorgerufen wird (Abbildung 23). Die
Bewegung des Polarons durch die DNA wiire ein moglicher Mechanismus, der einen
weitldutigen Kationentransport durch die DNA erkliren wiirde. Dic Bewegung des
Polarons in der DNA wird durch thermische Aktivierung (Phononen) ausgeldst, dic
bewirkt, dass dic Basenpaare neben und in der niheren L,Imgcbung der strukturellen
Verzerrung des Polarons das Polaron entweder verlassen oder aber sich ihm

anschliessen.

Schuster und Mitarbeiter vermuten, dass die Grosse des Sprungs eines Polarons durch
dic Anzahl der Basen, dic fiir die Minimierung der Anderung der freien Energic
erforderlich sind, bestimmt wird. Das Phononen-unterstiitzte-Polaron-Hopping-Modell
stellt damit eine Verfeinerung des von Giese vorgeschlagenen Hopping-Modells dar.
Diese Annahmen werden durch experimentelle Ergebnisse aus den Gruppen von

Schuster und Giese gestiitzt
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Abbildung 23 Schematische Darstellung von DNAL in der die vertikalen Linien die Basenpaare und dic
horizontalen Linien das Zucker-Phosphatriickgrat der DNA symbolisieren. Die obere Struktur zeigt ein
[5mer, bei dem ein enthaltenes Radikalkation iiber sieben Basenpaare delokalisiert und somit stabilistert
wird (= polaron-like distorrion). Das Polaron kann auf unterschiedliche Weise autgehoben werden: a)
durch Bildung eines Doppelstranges (k,); b) durch Reaktionen, die zum Strangbruch fiihren (k)); ¢) durch
Phononen-unterstiitzte Wanderung (k). Als Beispiel fiir ¢) ist im unteren Doppelstrang ein vier-Basen-
Hiipfprozess dargestellt, bei dem das Polaron iiber drei Basenpaare des 13mers stabilisiert ist.!"*

Schuster und Mitarbeiter benutzen ein Anthrachinon als Elektronenakzeptor, der
entweder tiber eine Base in den DNA-Doppelstrang interkaliert (Abbildung 24) oder
tiber einen flexiblen Linker kovalent mit der DNA verbunden ist. Das angeregte
Anthrachinon ist in der Lage, entweder ein Wasserstoffatom von einer Desoxyribose zu
abstrahieren oder eine Base zu oxidieren und somit das Anthrachinonradikalanion

(AQ ) und das Basenradikalkation (BH'™) zu bilden,

S
¢
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Abbildumg 24 Synthese des mit Anthrachinon (AQ) moditizierten Base und ihre angenomme Lage in der
:\_
DNA, basierend auf NMR-Spektroskopt l

Schuster und Mitarbeiter haben eine Reihe von Oligonucleotiden, die iiber ein an ein
Uridinderivat — gekniipftes  Anthrachinonderviat  verfiigen, synthetisiert, um die
Wanderung und Reaktion von Radikalkationen in DNA-Doppel- und Einzelstringen zu
untersuchen. Es wurden komplementire DNA-Doppelstringe mit unterschiedlichen
Sequenzen  synthetisiert.  Die  zum  Anthrachinon enthaltenden  DNA-Strang
kmm;)lcmemiiren Striinge wurden so gewithlt, dass die GG-Dublett-Sequenzen in
symmetrischen Abstinden zum Anthrachinon eingebaut sind. Diesc stellen auf Grund
ihres niedrigen Oxidationspotentials (Tabelle 1) eine . Falle™ fiir die gencrierten
Radikalkationen dar. Regt man das Anthrachinon in diesen Oligonucleotiden mit Licht

von 350 nm Wellenlidnge an, wird ein Radikalkation in die DNA-Doppelhelix injiziert.
Die anschliessende Behandlung der Striinge mit Piperidin oder Formamidopyrimidin-
glycosylase resultierte in Strangbriichen, die mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese
und Autoradiographie detektiert und analysiert wurden. Diese Resultate zeigen, dass das
Radikalkation durch den DNA-Doppelstrang wandert und alle GG-Dublett-Sequenzen

mehr oder weniger gleichmiissig geschiidigt werden (Abbildung 25).
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Anthrachinon

A . maodifizicrte Base
[3-GCGTGBTACCACGGC CACCATGGTGBCG- ?IUAQ DNA
SCBCACCATGGETGCCG S THBIET ACCACGT-5DNAM 85
p £
B
EEGCGT GO TACC ol GG T GCG-3"UAQ-DNA
(I-CGCADCATES T A Claldo.- 5UDNA{Z) §F
!
i
R-oxodiy
("Falle™)
C
(5SGCGTGOTACUDACGGCACCT T TALRIATY GG TG CG-3UAQ-DNA
{3 COCACCATGEGTOCCOTORIAAATATA CCACGC-5DNAG) §p
A AA
o
D
S CCGTGGTACCACGBGCACCT T TAaMATTYCLACGACACCATGS TGCG-JJUAQDNA
I3-COCACCATBBTGECCG TG AATATAAAGEITGCCGTRBTACCACGC-TDNAM 2%
44 4 Aa A

5
b

Abbildung 25 Schematische Darstellung der Spalt unweﬂ"i'/cny von Anthrachinon enthaltenden DNA-
Doppelstriingen bei der Bestrahlung bei 350 nm. O steht flir eine mit Anthrachinon modifizierte Base und
8 steht fiir ein 8-oxodG. Die Linge der Plk[lk gibt d ‘)mm"e Spaltungshiiufigkeit fiir die jeweiligen GG-
Dublett-Sequenzen an. In diesem Beispiel bet inden sich die GG-Dublett t-Sequenzen im Gegenstrang zum
Anthrachinon.!™"!

Ersetzt man jedoch die GG-Dublett-Sequenzen durch ein 8-oxodG an unterschiedliche

Stellen m DNA»Strﬂng, wird dadurch nochmals das Oxidationspotential der ,,Falle*
herab gesetzt und es findet bevorzugt ein Strangbruch an der Stelle des 8-oxodG statt
(Abbildung 25). Dies ist jedoch nur dann der Fall, wenn das Radikalkation durch oder
iiber das 8-oxodG wandern muss. um zu einer weiteren GG-Dublett-Sequenzen zu
kommen. Das bedeutet. wenn sich alle GG-Dublett-Sequenzen in einem  Strang
befinden, und das 8-oxodG im komplementiren Gegenstrang eingebaut wurde, ist die
Spaltungseffizienz der GG-Dublett-Sequenzen nicht mehr von der Lage des 8-oxodG
abhiingig (Abbildung 26). Es findet tiberraschenderweise auch kein Strangbruch mehr
an einem 8-oxodG statt, obwohl dieses das niedrigste Oxidationspotential besitzt. Das

Radikalkation scheint in diesem Fall nicht aut den Gegenstrang zu wechseln.

o
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Abbildung 26 Schematische Darstellung der Spaltungsettizienz von Anthrachinon enthaltenden DNA-
Doppelstriingen bei der Bestrahlung bet 350 nm Wellenlinge. Q steht fiir eine mit Anthrachinon
modifizierte Base und 8 steht fiir ein R~o_\ml(4. Die Linge der Pfeile gibt die relative Spaltungshiufigkeit
fiir die jeweilige GG-Dublett-Sequenzen an. In diesem Beispicl befinden sich die GG-Dublett-Sequenzen
im gleicl}en DNA-Strang wie das Anthrachinon. Das 8-oxodG befindet sich jedoch im komplementiren
Strang.!""!

Schuster und Mitarbeiter konnten auch zeigen. dass das Radikalkation durch einen
DNA-Doppelstrang in ecinen tberlappenden DNA-Einzelstrang wandern kann. Die
Spaltungseffizienz in diesen Fillen hing jedoch sehr stark davon abhiingig, ob eine GG-
Dublett-Sequenz gleich im Anschluss an den DNA-Doppelstrang vorhanden war oder
nicht. Nur im ersteren Fall wurde eine effiziente Spaltung der GG-Dublelt-Sequenzen
und somit ecine Wanderung des Radikalkations in den Einzelstrang beobachtet.!'
Dieser Transport wird im Moment noch diskutiert, ist jedoch nach Schuster und
Mitarbeiter aul cine Faltung des DNA-Einzelstranges und einen direkten Kontakt des

sich im Einzelstrang befindlichen GG-Duplets mit dem Doppelstrang zuriickzufiihren.

Die  neuesten Experimente von Schuster und Mitarbeiter geben Anlass zu
Spekulationen im Bereich des oxidativen Elektronentransfers, der zur oxidativen
Reparatur von T=T-Dimeren fiihre. ™ Er behauptet, dass cis-syn Thymindimere nicht
durch einen Radikalkationentransport in der DNA-Doppelhelix repariert werden
konnen. Er stiitzt diese Behauptung auf Experimente in denen er eine Serie von DNA-

Oligomeren, die sowohl einen Anthrachinonlinker als auch ein cis-syn Thymin-Dimer

A0
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und eine GG-Dublett-Sequenz an unterschiedlichen Stellen enthalten, untersucht hat.
Nach der Bestrahlung seiner Striinge konnte er zwar eine DNA-Spaltung an den
spezifischen  GG-Dublett-Sequenzen  feststellen,  jedoch die  von  Barton und
Mitarbeiter' ! propagierte Reparatur der Dimer-Schiiden, die 40 mal effizienter als die
Schidigung an GG-Dublett-Sequenzen sein soll, konnte jedoch nicht nachgewiesen

werden (Abbildung 27).

AQDNAM | S-AQA AACGT TGA A GTTGC C GTTGATCY
TT-DNA(Y) SL T TGCAACT T-CAACG G CAACTAGY
T T-DNA() T T T G C A ACToT CAACG G CAACTAGS
AQDNAM@) | SAQ0-C TTTGC € GT TG G T 1T C3
TT-DNA(S) G OA A A : CAACT T C ! 0 A AG-S
T<>T-DNA(6) G OA A A CAACTST CAACGHG G CAAG-S

AQ-DNA(T) 5'~AO— A CGT AT CA A C
TT-DNA(R) ST G C AT A GiTode G
T<>T-DNA(D) ST G C AT A GBI G

i

b)

£.End

NBICHFO~ 01 Base

O—(Oligomer-3") 5

AQ-DNA = 0-P { 0%**

T=T-Dimer

Abbildung 27 Stukturen von DNA-Doppelstritngen, die ein tber einen Linker interkaliertes

Anthrachinonderivat (AQ-DNA) und ein ¢is-svin Thymindimer an  unterschiedlichen  Positionen
o

enthalten !

Bei einem Vergleich der Oxidationspotentiale der von beiden Gruppen verwendeten
Interkalatoren (Barton: Rh(phi);('bpy)}'{l [.76 V; Schuster: Anthrachinon, 2.18 V,
Tabelle 1) miissten theoretisch beide in der Lage sein, das T=T-Dimer oxidativ zu
spalten. Tn dieser Arbeit fehlt jedoch der Nachweis, dass das Anthrachinonderivat

tiberhaupt in der Lage ist ein T=T-Dimer zu spalten.
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1.5.2.4 Woeitere Arbeiten tiber den oxidativen Elektronentransfer in DNA

Es gibt noch weitere Gruppen, die sich mit dem oxidativen Elektronentransfer in der

DNA beschiftigen:

Eine der ersten Gruppen, die sich 1994 auf dieses neue Gebiet wagten, waren Brun und
Harrimann, die transiente Absorptionstechniken fiir die Messung des Elektronen-
transfers von angeregten Ethidiumbromid (’EB‘(-) und Acridinorange (AO) zu N.N'-
Dimethyl-2.7-diazapyrenium (;DAI"%M\) iiber eine Distanz von ca. 17 A nutzten ! Sie
ermittelten Elektronentransterraten von 2.5 10 s‘] und 1,3‘107 S.; mit =09 f—)\‘i. Das
Problem dieser beiden Arbeiten war, dass der D-A-Abstand sowic die Bindung von
Donor und Akzeptor an dic DNA, nicht genau festgelegt werden konnte. Diese
Unsicherheit machte es schwierig, die exakten Daten fiir die Elektronentransfer-

parameter zu ermitteln.

- . ‘ . : 2+
1995 synthetisierten Meade und Kayyem eine DNA mit emem [Ru(NH,),py] im

3x

angeregten Zustand als Donor und [Ru(bpy),im] als Akzeptor, der kovalent an das 5°-
132]

Ende der DNA gcbunden war, Die Elektronentransferrate aus der (ransienten

&

Absorptionsspektroskopie e;g b 1610 s fiir cinen Metall-Metall-Abstand von ca.
21 A und einem f= 1.0 \ . Zu diesem Modell gibt es noch keine distanzabhidngige
Experimente. 1997 berichteten Lewis und Wasiclewski von der ersten systematischen
distanzabhiingigen Untersuchung an DNA mit Donor und Akzeptor an fixierten und
(133

bekannten Positionen.™ ¥ Sie untersuchten die Oxidation einer einzelnen Guaninbase in

einer AT hairpin-Sequenz. Die Oxidation wurde durch ein lichtangeregtes Stilben

eingeleitet, das sich in der Schleife betand. In den spiiteren Untersuchungen wurde der
Abstand der G-C-Basen im Hinblick auf das Stilben-Derivat variiert. Man erhielt cinen

f-Wert von 0.7 A . Neuere Arbeiten von Lewis und Wasielewski bestitigen diese

. 134-137
Broebnisse,! 71

o

Von besonderem Interesse 1m Hinblick aul diese Arbeit sind die Arbeiten von Saito und

J138-14 17 . . R . . . .
Mitarbeiter oder den oxidativen Elektronentransfer o DNA mit Hilfe von
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Riboflavin praktisch und theoretisch untersuchte. Diese Arbeiten zeigen, dass
katalytische  Mengen an  freiem Riboflavin in der Lage sind, durch einen
Einelektronentransfer die DNA oxidativ zu schiidigen. Die Schiadigung tritt, wie bei den
zuvor besprochenen Metallinterkalatoren oder Akzeptoren, bevorzugt beim 57-Guanin
einer 5°-GG-3"-Sequenz auf, da diese Stellen hesonders basenlabil sind und leicht mit
Piperidin  gespalten  werden  kdnnen.”  Als  Hauptprodukt der  Spaltung  wird
iiberraschenderweise  in diesem  Fall  nicht  8-oxodG  isolicrt, sondern  2,2-

Diaminooxazolon (dZ) und/oder 2-Aminoimidazolon (dlz) (Abbildung 28)‘“" |

Ho L
iN‘ -~ NH
O 1

—

OH
8-oxodG diz dz

Abbildung 28 Die hilufigsten in der DNA vorkommenden oxidativen Schiiden.

Uber den photoinduzierten Strangbruch von Oligonucleotiden durch Flavine oder

Isoalloxazine gibt es noch weitere Arbeiten

Auferund scines hohen Oxidationspotentials sollte das Riboflavin auch in der Lage sein,
cin im DNA-Strang vorhandenes T=T-Dimer oxidativ zu reparieren. Dies konnte jedoch
bei unseren Experimenten, auch bei ciner Hingeren Bestrahlung der DNA-Probe, die ein
T=T-Dimer und im selben Strang auch ein Riboflavin enthilt, nicht beobachtet

33

werden.!

6 A ymifors U R TR A S ACII : S
" Arbeiten vou Cullis er o/ und nevere Arbeiten von Schuster or ol zeigen, dass nicht alle oxidativ

seschiidigten Stellen selektiv mit heissem Piperidin gespalten werden kénnen,
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1.5.3 Reduktiver Elektronentransfer

Der reduktive Elcktronentransfer in DNA st noch weitgehend unerforscht. Meines
Wissens nach enthiilt die hier vorliegende Arbeit die ersten Untersuchungen, wie ein
Flektron durch ein kiinstliches Donor-Nucleotid, das als ,,normale”™ Base kovalent in die

DNA eingebaut wurde, in die DNA injiziert wird.

Nach Giese und Mitarbeiter, findet der reduktive Elektronentransfer in DNA idhnlich
dem oxidativen Hopping-Mechanismus statt. mit der Ausnahme, dass die negative
Ladung jetzt durch Reduktion der Basen Thymin (T) und Cytosin (C) weitergeleitet
wird, da diese dic am wenigsten negativen Reduktionspotentiale aufweisen (Tabelle

‘).Uzu

Steenken und Mitarbeiter glauben, dass die Wanderung von Elektronen durch die DNA,
wie es beim reduktiven Elektronentransfer der Fall ist, nur tiber kiirzere Distanzen, im
Vergleich zum oxidativen Elektronentransfer moglich ist. Diesen Unterschied erklirt er
mit der wahrscheinlich grasseren Tendenz der Radikalanionen, irreversibel von Wasser
protoniert zu werden, Die Deprotonierung der Radikalkationen sollte im Vergleich

S Steenken und Mitarbeiter haben schon Anfang der 90iger Jahre

langsamer ablaufen.!
die  Einelektronen-Reduktionspotentiale  von  Pyrimidinbasen, -nucleosiden und
-nucleotiden in wiissriger Losung im Hinblick auf mogliche Konsequenzen fiir die DNA
Redoxchemie untersucht. Hierbei haben sie herausgefunden. dass normalerweise das
Elektron, beim reduktiven Elektronentransfer, aufgrund des niedrigeren Reduktions-
potentials des Cytosins (Tabelle 1) eine grossere Chance hat auf dieser Base lokalisiert
zu sein als auf einem Thymin. Dies Konnte auch bei tiefen Temperaturen (77 K)
bewiesen werden. Jedoch spielen in der DNA noch viele weitere Faktoren eine Rolle
und deshalb ist es moglich, dass das entstechende Radikalanion am Ende auf cinem
Thymin lokalisiert sein wird, wo es nrreversibel von einem Proton am C(6) protoniert

S ra 1491 . , .
wird (Schema 4).( Dabei entsteht ein Schaden. wie er auch nach der Bestrahlung von

DNA bei Raumtemperatur mit v—Strahlen beobachtet wird.
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»- o

“irreversibel

amgsam

R

Schema 4 Thyminradikalanion und die langsame, irreversible Reaktion die zur Protonierung am C(6) des
Thymin fiihrt.

Eine weitere Arbeit beschreibt den Einbau cines Tetrathiafulvalenderivats (9) als
Nucleosid in einen RNA-Strang (Abbildung 29). Weitere Messungen {iber die
Paarungseigenschaften sowie das Redoxpotential dieser Base stehen jedoch noch

150
ZIUS.[ ]

O
i\[}[ —s S
R

Abbildung 29 Tetrathiafulvalenderivat ats Baustein fiir RNA.

Fiir einen weiteren Uberblick tiber den oxidativen und reduktiven Elektronentransfer in

S N v o o Y ~ 87-89, 4 124, 137,
DNA sind folgende Ubersichtsartikel oder Kommentare zu empfehlen; 75 108 124157

145, 148-152]
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2 AUFGABENSTELLUNG

In der Einleitung wurde aufgezeigt,  welche  wichtige  Aufgabe DNA  als
Informationstriiger in allen lebenden Organismen zukommt. Aus diesem Grund ist es
essentiell. dass entstandene Schiiden in der DNA. die zu einer Schidigung des Erbguts
fiihren konnen, sofort durch die aufgezeigten Reparaturmechanismen behoben werden.

Flavine spielen bei dieser Reparatur in einigen Fillen eine wichtige Schliisselrolle. Bei

<

der DNA-Photolyase geht der fiir die Reparatur entscheidende Elektronentransfer von
einem Flavin aus, das als redoxaktives Coenzym im Inneren des Enzyms vorkommt.
Bisher konnte zwar der Mechanismus, der zur Reparatur von UV-induzierten T=T-
Dimeren in der DNA  fihrt. aufgeklidrt werden, jedoch blieb der eigentliche
Ubertragungsschritt  des Elektrons vom  Flavin  auf das T=T-Dimer weiterhin
Spekulation. Viele Wissenschafter fragten sich, ob die DNA vielleicht in der Lage ist
einen solchen reduktiven Elektronentransfer zu unterstiitzen. Im Falle des oxidativen
Elektronentransfers durch DNA ist seit cinigen Jahren bereits eine Diskussion im
Gange, wic Kationen durch dic DNA transportiert werden. Fir die ,,Wanderung® von
Anionen cntlang der DNA gibt es bis jetzt nur sehr wenige Untersuchungen bzw.

Berechnungen.

Indieser  Arbeit solltc untersucht werden wie Flavin-Coenzyme in DNA-
Reparaturenzymen arbeiten und ob sic als katalytisch aktive Basen in DNA fungicren
konnen. Aus diesem Grund wurden die folgenden Punkte am Anfang dieser Arbeit als

Ziele festgelegt:

e Synthese von verschiedenen Flavin-£-D-ribosiden und ihrer offenkettigen Analoga
fir die Untersuchung der katalytischen Eigenschaften und nicht-kovalenten

Wechsehvirkungen des Flavin-Coenzyms in Oligonucleotiden,

¢ Dic Flavin-Coenzymbausteine sollten aus ciner Zuckereinheit, die mit einem
Flavinheterozyklus iiber das N(10) verkniipft ist, bestehen. Hierbei stellte die

Kontrolle der Konstitution des Zuckerringes, der Konfiguration am anomeren
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Zentrum, sowie der Konformation der Base besondere Herausforderungen dar. Fiir
den Einbau solcher Basen in Oligonucleotide ist es wichtig, dass die Konfiguration
am anomeren Zentrum des Zuckers £ ist und dass dic Base in der ansi-Konformation
vorliegt. Dies sind Voraussetzungen, damit das Flavin als kiinstliche Nucleobasc in
den Basenstapel der DNA-Doppelhelix integriert werden kann und iiber 7
Stapelwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen aktiv die DNA-Doppelhelix

stabilisiert.

Dic Flavinriboside sollten. soweit sie sich fiir den Einbau in Oligonucleotide cignen,
in DNA, bzw. RNA eingebaut werden. Da Flavinnucleoside nur als H-
Phosphonatbausteine erhalten werden konnen, war hierfiir die Entwicklung eines
neuartigen Syntheseprotokolls fiir die maschinenunterstiitzte Synthese von DNA-
Stringen mit Hilfe der Kombination von H-Phosphonat- und Phosphoramidit-

Chemie an der festen Phase notwendig.

Die Eigenschaften der Flavin-Coenzyme im DNA-Basenstapel sollten mit Hilfe von

Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen untersucht werden.

Durch  Einbau eines  T=T-Dimers (UV-induzierter DNA-Schaden) in der
unmittelbaren Nithe des Flavin-Coenzymbausteins im DNA-Strang sollte der
reduktive Elektronentransfer vom Flavin-Coenzym zum Schaden durch DNA
untersucht werden. Gleichzeitig sollten Erkenntnisse gewonnen werden, ob solche

Coenzym-modifizierten Oliconucleotide Selbstreparatureigenschaften aufweisen.

47
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3 SYNTHESE VON RIBOFLAVINNUCLEOTIDEN UND IHR EINBAU
IN DNA

3.1 Einleitung

Coenzyme sind kleine organische Molekiile. die chemische Reaktionen in der aktiven
Tasche von bestimmten Enzymen katalysieren. Hierbei beinflusst die Proteinumgebung
die katalytischen Eigenschaften des Coenzyms durch spezifische Wasserstoffbriicken-
bindungen, durch m-n-Stapel- und durch elektrostatischen Wechselwirkungen ! %7
Diese nicht-kovalenten Wechselwirkungen bewerkstellicen die Feinabstimmung der
chemischen Reaktivitit der Coenzyme und ermoglichen somit die Katalyse von
spezifischen biochemischen Reaktionen. Redox-Coenzyme wie z. B. FAD bendtigen
Redoxpotentials, das zwischen den einzelnen Flavoproteinen um

, . - [1S8-160
mehrere hundert Millivolt variieren kann.!' 107

die Regulicrung des |
In diesen Fillen moduliert die

Proteinumgebung die katalytischen Eigenschaften der cingebetteten Coenzyme.

Durch die rasante Entwicklung im Bereich der Biotechnologie und das immer grosser
werdende Interesse an der Entwicklung neuartiger Biokatalysatoren basierend auf
Oligonucleotid-Strukturen, ist der Einbau von Cocenzymen in DNA oder RNA von

61162
besonderer Bedeutung.* )

In einer solchen Oligonucleotid-Umgebung sind die
spezifischen Wasserstoffbriickenbindungen und die n-Wechselwirkungen zu den
umliegenden Nucleobasen i1m Oligonucleotid fiir die katalytischen Eigenschaften
ausschlaggebend.  Wenn das Coenzym in der Lage ist, als informationstragende
Nucleobase im Oligonucleotid-Basenstapel mitzuwirken, konnten seine Eigenschaften
durch eine geeignete Wahl der Gegenbase programmiert werden Mo 9 Dag Potential,
die Eigenschaften (z. B. Redoxeigenschatten) von Coenzymen, wie FAD in DNA oder
RNA zu regulieren, ist der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von bioanalytischen

. G
Bauteilen '
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Das FAD-Redoxenzym  besitzt als  zentrale  Einheit einen  Riboflavin-Baustein
(Abbildung 30) Dieses Riboflavin (4) besitzt das Wasserstoff-Bindungsmotiv. ADA,
dhnlich wie die natiirlichen DNA- und RNA-Basen Thymidin und Uridin, an der
JWatson-Crick-Seite™ der Flavin-Base. Andert man jedoch den Redox-Zustand des
Flavins (reduziertes Form). beeintlusst man dadurch das Wasserstoff-Bindungsmotiv
der ,,Hoogsteen-Seite™ des Flavinheterocyclus, hierbei dndert sich das H-Briickenmotiv

von AA-zu DA (Abbildung 30).

_OH ,,OH
H O\L/LOH H OI OH

A 2 OH

/\ N ;N ;‘:50 (/(_)D REd o /

Ay F T Ay

A c; s (Ao

& D A

OOQSZ‘@QD S@]* g

Abbildung 30 Wasserstoff-Bindungsmotiv des Riboflavins 4 im oxidierten und reduziertem Zustand. A:
Wasserstoff-Akzeptor; D: Wasserstoff-Donor. Definition der Hoogsteen- und der Watson Crick-Scite des
Flavinheterocyelus.

Paart man dic ,Hoogsteen-Seite™ des Molekiils mit verschieden Basen, ergibt sich
dadurch eine  vielversprechende  Maoglichkeit, die  Redox- und  Fluoreszenz-

(0. 163,
Eigenschaften des Flavin-Coenzyms zu variieren 100163, 166]

3.2 Synthese von Riboflavinnucleotiden

Um einen Einbau von Flavin-Nucleosiden in DNA zu ermoglichen, wurde ein
benzyliden-geschiitzter  Riboflavin-Baustein  (10) entworfen. In  dicsem  Molekiil
stabilisiert cin 27 < -tiberbriickendes Benzyliden die ansonsten sehr flexible Ribitylkette

des Riboflavins (4) (Abbildung 31).
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= N__~_0O
o Y
@\/ O N.__NH

R = DNA Strang O-R

Abbildung 31 Zielverbindungen 4 und 10 in einem DNA-Strang.

Die grosse Herausforderung war hierbei das fiir den Einbau und die Stabilitit der DNA-
Doppelhelix  giinstigste  Diastereoisomer  auszusuchen.  Mit  Hilfe  von
Computersimulationen  (Abbildung ~ 32)  wurde  herausgefunden,  dass  das
Diastereoisomer, bei dem alle grossen Substituenten am 1,3-Dioxanring dquatorial
stehen, die Flavin-Base dazu bringt, mit der Hoogsteen-Seite zur Achse der DNA-
Doppelhelix zu zeigen.'" Der Phenylring in diesem Diastercoisomer, das alle grossen
Substituenten in der dquatorialen Lage aufweist, zeigt vom Oligonucleotid weg und
vermeidet dadurch  sterische  Storungen der Basen-Paarungseigenschaften des
Flavinribosids in der DNA-Doppelhelix. Spaltung der Benzyliden-Schutzgruppe erlaubt

die Synthese von Riboflavin-(Vitamin-B») enthaltenden Oligonucleotiden.
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Abbildung 32 Modellstudic cines DNA-Stranges mit Flavin-Coenzym 10 (MacroModel, Amber*-
Kraftfeldy mit und ohne T=T-Dimer. Das Flavin interkaliert in die DNA-Doppelhelix und kann im Falle
cines geveniiberliegenden Thymins sogar Wasserstoftbriickenbindungen eingehen. Die Benzyliden-
Schutzgruppe von 10 zeigt durch ihre dquatoriale Stellung von der Helixachse weg.

Ausgangsprodukt fiir die Synthese (Schema 5) der beiden Diastercoisomeren 10 und 11
war das kommerziell erhiiltliche Riboflavin (4). Die Benzyliden-Schutzgruppe ist dafiir
bekannt, dass sie bevorzugt Sechs-Ring-Systeme bildet. Aus diesem Grund schien sie

fiir die folgenden Synthesen am Besten geeignet zu sein. Mit ihr sollte es moglich sein,

am Riboflavin jeweils dic 1,3-stindigen OH-Gruppen zu schiitzen, so dass nur drei

mogliche Molekiile denkbar sind (Abbildung 33).
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Diastereomere 10 und 11 13 12

Abbildung 33 Migliche 1,3-stiindige Verkniipfungen des Riboflaving mit Benzaldehyd.

Zur Synthese von 11 wurde Riboflavin 4 unter Inertgas in DMF suspendiert und mit
einem grossen Uberschuss (> 10 dquiv.) von PhCH(OMe)> und Camphersulfonsiure
(CSA) am Rotationsverdampfer tiber Nacht unter vermindertem Druck und bei leicht
erhohter Temperatur umgesetzt. Durch das somit kontinuierliche Entfernen des
entstchenden Methanols aus dem Reaktionsgemisch ccelang es das schwerldsliche
Riboflavin in sehr guten Ausbeuten von 90 % zu acetalisieren. Man erhielt 12 als eine
Mischung aus zwet Diastereoisomeren, die nicht sidulenchromatographisch getrennt
werden konnten. Aus diesem Grund wurde auf eine nihere NMR-Untersuchung der
Diastereoisomeren  verzichtet  und das  Gemisch  mit einer  Mischung aus
Ameisensiiure/Hssigsiure/Wasser selektiv. am 2°.5-OH der Ribitylkette entschiitzt
(Schema 5). Man erhielt das einfach geschiitzte Riboflavin 11 nach siulenchromato-

graphischer Reinigung diastereoisomerenrein.
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PhCH(OMe),, 1 aquiv.,

CSA, DMF, 50 %

PhCH(OMe),, 10 aquiv.
CSA, DMF, 90 %

CH,COOH/HCOOH/H,0O
(10:1:4), 30 %

P

10
14

~~~~~~~~~~~~~~ - R=H i

DMTCI, Pyridin

R =DMT 15

1) PCly, DIEA, Tetrazol
2) (Et;NH)HCO,, pH 7.7,

1) PCly, DIEA, Tetrazol | 857
2) (EtsNH)HCOg, pH 7.7, |
85 % 5 F!avin\ H
‘ AT .
Flavin { \} O~f /J\ Qo
N X o A0 ,O~F[3’ @)
O I oo - \f o @
He Ol L 0-P-0 H H — HNEY
& e ODMT
A H HNE1,
T QDMT 16
7 g

Schema 5 Synthese von 1o und 17.
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Fiir dic Synthese von 10 wurde das Riboflavin 4. entsprechend der vorher
beschriebenen Synthese von 11, mit nur einem }\quivalcm an PhCH(OMe), umgesetzt.
Nach Beendigung der Reaktion konnten vier verschiedene Produkte isoliert werden. Als
Hauptprodukt konnte das Edukt wieder zurlickgewonnen werden, das sich aufgrund
seiner schlechten Loshichkeit nur teilweise umgesetzt hatte; es konnte durch Filtration
der Reaktionslosung fast vollstindig entfernt werden. Bei den verbliebenen drei
Verbindungen handelte es sich um die doppeltgeschiitzte Verbindung 12, die nur in
kleinen Mengen anfiel und durch ihr apolares Laufverhalten sehr gut siiulenchromato-
graphisch abgetrennt  werden Kkonnte. sowie die beiden emnfach geschiitzten
Konstitutionsisomeren 10 und 13, die ebenfalls mittels Sdulenchromatographie getrennt
werden konnten. Bei Verbindung 10 handelte es sich um das gewiinschte 27,47~
iiberbriickte Acetal, das tiberraschenderweise in guten Ausbeuten erhalten wurde. Es
wrde erwartet, dass bei den einfach geschiitzten Tsomeren das 37,5 -tiberbriickte Acctal

13 iiberwiegen wiirde, da es iiber eine reaktivere primire OH-Gruppe vertiigt.

Nach intensiven NMR-spektroskopischen Untersuchungen zeigte sich, dass es sich bei
den beiden Verbindungen 10 und 11 nicht um identische Molekiile, sondern um
Diastereoisomere handelte. Um die Strukturen von 10 und 11 aufzukliren. wurden
NOE-Experimente durchgefithrt. In Verbindung 10 erhielt man ein starkes NOE-Signal
bei C(2)H und C(«)H, wenn bei der Resonanzfrequenz von C(6)H einstrahlt wurde,
was nur der Fall scin kann, wenn alle Substituenten am 1,3-Dioxanring dquatorial
ausgerichtet  sind.  tm  Gegensatz  dazu findet  man  bei 11  ecine starke
Signalintensititszunahme von C(31)H. was die axiale Orientierung des Phenylrings am

C(67) in dicsem Diastereoisomer beweisst, Weiterhin wurden fiir Verbindungen 10 und
L1 zwei breite und nicht aufgeloste C(17)H-Signale im NMR bei Raumtemperatur
gefunden. Dies ist emn Indiz dafiir. dass die Benzyliden-Schutzgruppe die Rotation der

Ribitylkette um den Flavinheterocvelus massgeblich behindert. Diese Beobachtung

beweist  den  gewiinschte versteitenden  Effekt  der 274 -tberbrickenden
Benzylidengruppe der ansonsten flexiblen Ribitylkette
Fiir einen erfolgreichen automatischen Embau von 10 und 11 in die DNA-Doppelhelix

war es  erforderlich, dass die Nucleoside cine DMT-Schutzgruppe und  eine
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Phosphorkomponente besitzen. Hierfiic wurden die beiden Diastercoisomere 10 und 11
getrennt  voncinander in  Pyridin - mit  einem  geringen  Uberschuss — an
Dimethoxytritylchlorid — umgesetzt  und  anschliessend  siulenchromatographisch
gereinigt. Man erhielt 14 und 15 nach Austillen aus Hexan als gelbe Pulver in guten
Ausbeuten. Anschliessend wurden 14 und 15 in die entsprechenden H-Phosphonate
tiberfithrt.  Hicrfiir  wurde  ein Standardprotokoll — verwendet, bei  dem  das
Phosphorreagenz in situ hergestellt wurde. Nach siulenchromatographischer Reinigung
konnten 16 und 17 in guten Ausbeuten erhalten werden. Die Synthese eines Flavin-H-
Phosphonats anstelle eines ansonsten tiblichen Phosphoramidits war notwendig. da
Flavin-Phosphoramidite schr schnell zu Phosphoramidaten oxidiert werden und dadurch
ihr Binbau in DNA unmoglich ist."" ' Da die fiir dic DNA-Synthese benotigten
Nucleoside (Adenosin, Cytosin, Guanosin und Thymidin) mit Pac-Schutzgruppen nur
als Phosphoramidite kommerziell erhiltlich waren, war die Entwicklung eines
kombinierten Phosphoramid/H-Phosphonat-Protokoll fiir einen Maschinen-gestiitzten
Einbau notwendig. Bisher war es nur moglich, den Einbau einer H-Phosphonat-
Nucleobase in einen Phosphoramidit-Strang in einem zusiitzlichen Schritt ausserhalb
des Syntheseautomaten durchzufiihren, bzw. das H-Phosphonat im Anschluss an die

FH45, 168]

Synthese an den Oligonucleotidstrang anzuhingen.

3.3 DNA Synthese

3.3.1 Phosphoramidit-Synthese

Fir den Aufbau der DNA-Striinge nach der Phosphoramidit-Methode wurde eine
maschinelle Synthese verwendet (Schema 6).M" Die Sequenz wird vom 3’-Ende der
DNA in Richtung des 5™-Endes an der festen Phase aufgebaut. Als Triigermaterial dient
tiblicherweise ein CPG-Triger. An diesem ist iiber einen Linker bereits das erste
Nucleosid in seiner tritylierten Form gebunden. Der Synthesezyklus beginnt mit der
Abspaltung der 5™-Dimethoxytritylgruppe mit Dichloressigsiiure  in - Dichlorethan.
Anschliessend wird das niichste Nucleotid in Form seines Phosphoramidits unter

katalytischer Behandlung mit Tetrazol an die freie 3"-Hydroxygruppe gekuppelt. Die

‘s
s
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nicht abreagierten, freien 5’-Hydroxygruppen werden direkt nach dem Kupplungsschritt
mit  Acetanhydrid oder Phenoxyacetanhydrid umgesetzt. Dies  verhindert die

. - . C der Ve : e 170
Verlingerung von Fehlsequenzen. Bei der Verwendung von Pac-Amiditen””

st die
Verwendung  von  Phenoxyacetanhydrid notwendig, um  cine  Umamidierung  zu
vermeiden und die Vorteile einer milden Entschiitzung beibehalten zu kdnnen. Durch

Oxidation mit Tod wird das Phosphit zum Phosphortriester oxidiert

o)
R = CHj R[(

bMTIQ b o
KQ/Base R = CH,OCgHs k\/ —Base
NG G o
AN i AR H
N P k N e
07N o"&\f \W' ~TCPGD
//J\ / () “““““
Kuppeln e

Kappen
A: 6% DMAP in CH3CN
T3 [ (Standard-amidite): Ac,O/ MeCN/Collidin (15:25:10)

0.1 M Phosphoramidit, 0.5 M Tetrazol
1.3 pmol: 120 pl Amidit, 400 pl Tetrazol,  ~_

6 min (2 min f. Pac-Amidite)  _~
B: (Pac-amidite): > PacsO in MeCN/Collidin (4:1)
1.3 wmol je 400 ul, ca. 308
/

/
HO\ o / DMT! o\
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v
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Detritylierung o .
2 % Dichloressigsaure, i -Base
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Schema 6 Ph(\\])hﬂhllﬂldl ‘nh& se an der festen Phase.  Alle Mengenverhiltisse sind  als

Volumenverhiltisse an«*o«*cm i



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

Die folgende Behandlung mit Dichloressigsiure setzt wiederum die 5’-Hydroxygruppe

gebundenen Oligomers frei, so dass ein weiteres Phosphoramidit

o

des am Triger
gekuppelt werden kann. Die Zvklen werden solange wiederholt, bis die erwiinschte
Sequenz erhalten wurde. Bei dem Einbau der in dieser Arbeit beschriebenen
Phosphoramidite wurden schr kurze Kupplungszeiten von 1.5 min fiir einen 1.3 pmol
Ansatz  verwendet.  Dabei  wurden gemiiss  dem  Geriite-internen  Tritylassay
durchschnitthiche  Kupplungsausbeuten von 97-99 % erzielt. Nach Abschluss der
maschinellen  Synthese kann  noch an  der festen Phase die verblichene
Dimethoxytrityleruppe am 5™-Ende des Oligonucleotids abgespalten werden (Methode
TriliyLOFF).i'm] Nach Beendigung der Synthesezyklen tragen die Basen Adenin
Cytosin und Guanin noch Schutzgruppen an den Aminogruppen (Tabelle 2), die

abgespalten werden miissen. Dafiir wurden zwei Methoden verwendet:

» Dic Standard Methode: Entschiitzung mit 25 % wiissriger Ammoniumhydroxid-

o

Losung/Ethanol (1:3) bei 50 °C withrend 8 h.

e Die milde Methode: Entschiitzung mit ges. ammoniakalischer Methanol-Losung

(wasserfret) bei Raumtemperatur tiber Nacht.

‘Base  Standard-Schut zmumn 1&’:10—8@“1111txgrt.lpl:)en
Adenin Benzoyl (Bz) WT-‘l'lcnoxyacet‘yl (Pac)
Cytosin Benzoyl (Bz) Isobutyryl (Ibu)

Guanin Isobutyryl (1bu) [sopropylphenoxyacetyl (i-Pr-Pac)
Thymin

Tabelle 2 Schutzgruppen fiir dic Aminogruppen der Nucleobasen.

3.3.2 H-Phosphonat-Synthese

Der verwendete Synthesezyvklus fiir das H-Phosphonat-Protokoll unterscheidet sich vom

Phosphoramiditprotokoll nur in cinem wesentlichen Punkt. dem Kupplungsschritt. Alle

e

~d



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

anderen Abschnitte konnen, wie vorher beschrieben, durchgefiihrt werden. Das fiir die
Kupplung verwendete Aktivierungsreagenz ist ein Siurechlorid, das in grossem
Uberschuss zum H-Phosphonat gemischt wird" Die Kupplungszeit ist in den meisten
Fillen sehr kurz (< | min), da sonst schr viele Nebenreaktionen auftreten konnen. Eine
nachfolgende Oxidation ist nicht unbedingt erforderlich, sie kann, bei reinen -
Phosphonatstriingen, auch am Synthescende nachgeholt werden. Es beeintridchtigt
jedoch die DNA-Synthese nicht weiter, wenn die Oxidation nach dem Einbau des H-
Phosphonats stattfindet. Vor und nach der Kupplung wird meistens ein Spiilschritt mit
einem basischen Losungsmittelgemisch (Pyridin/Acetonitril 1:1) eingebaut, da unter
diesen Bedingungen die Kupplungsausbeuten gesteigert werden konnen. Auch das H-
Phosphonat selbst wird in diesem Losungsmittelgemisch geldst eingesetzt. Speziell bei
der Kupplung des sterisch anspruchsvollen Flavin-H-Phosphonats sind mehrere Punkte

zu beachten

o Die Konzentration des Flavin-H-Phosphonats ist mit 130 mm fiir einen 1.3-3

umol Ansatz optimal,

e Das Verhiilltnis Aktivierungsreagenz zum Flavin-H-Phosphonat stellt ein sehr
sensibles Gleichgewicht dar. Ein Einbau war nur zu erreichen, wenn das
Verhiltnis - zwischen  1.5-2:1  (Aktivierungsreagenz/H-Phosphonat) — gewiihlt
wurde. Wurde das Aktivierungsreagenz geringer (1:1) oder hoher (5-10:1)
dosiert. konnte kein, bzw. nur ein geringer Einbau festgestellt werden. Es
wurden keine Unterschiede bei der Einbaurate durch sterisch unterschiedlich
anspruchsvolle  Siurechloride  (Pivaloylsiurechlorid  bzw.  Adamantylsiiure-
chlorid) festgestellt. Fiir die Synthese wurde das Adamantylsiurechlorid benutzt,

da cs aufgrund seiner kristallinen Form sehr gut zu trocknen und zu dosieren

war.

e Der DNA-Synthesizer wurde so programmiert, dass in moglichst kurzen
[ntervallen Aktivierungsreagenz und Flavin-H-Phosphonat zum Triiger sepumpt
wurden. Dies  gewiihrleistete eine sehr gute Durchmischung  der beiden

Komponenten,
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o Die Kupplungszeit des Flavin-H-Phosphonats musste aul 10 min heraufgesetzt
werden. Kirzere (1-5 min) und lingere (>15 min) hatten viel schlechtere

Einbauraten zur Folge.

e Das nachfolgende Nucleotid musste chenfalls inger (10 min) gekuppelt werden,
da auferund der sterischen Hinderung des Flavinnucleotids ansonsten geringere

Einbauraten in Kauf genommen werden mussten.

e Eine Besonderheit bei der H-Phosphonat-Synthese ist, dass das iiberschiissige
aktivierte H-Phosphonat, das nach dem |\UI plungsschritt wieder vom Tridger
heruntergewaschen wurde, in einer Pufferldosung aufgefangen werden konnte
und nach einer kurzen Aufreinigung (waschen mit einer Pufferlosung) wieder
die Synthese eingesetzt werden kann. Dadurch gelingt es, mit sehr geringen
Mengen an  H-Phosphonat zu arbeiten, was vor allem fiir die selbst

synthetisierten H-Phosphonate von grossem Vorteil ist.

Durch Kombination von Phosphoramidit- und H-Phosphonat-Protokoll konnten sehr
hohe Einbauraten des Flavin-H-Phosphonats 16 (> 98 %) crziclt werden. In Schema 7
sind exemplarisch die Synthesen von S1, S2 und S3 dargestellt. Es war auch ohne
Schwierigkeiten moglich, das Syntheseprotokoll von cinem Pharmazia Gene Assembler

(mit Schlauchpumpenprinzip) aul einen Perseptive Gene Asscmbler (Hubprinzip) zu
iibertragen. Dic  grosste Schwierigkeit war hicrber das optimale Verhiltnis von
Aktivator zu Flavin-H-Phosphonat zu finden. Sie lag jedoch auch bei diesem Geriit im
Bereich zwischen 1.5-2:1. Es wurden auch bei der Aufreinigung keine Nebenprodukte
gefunden, die aut eine (_jhel‘zlkli\»’iCi‘ng oder einen Fehleinbau schliessen liessen. Die
beiden 1m Phosphoramidit-Protokoll erwithnten Entschiitzungsmethoden konnten auch
ohne Bedenken bei Striingen mit Flavinbasen verwendet werden. In keinem Fall wurde
Zersetzung  oder dic Abspaltung  des  Flavinheterozyklus  oder der Benzyliden-

Schutzgruppe beobachtet.



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

Phosphoramidit

Chemie
-G -~ @ ccoeaTT-OR
@ - Tager R=DMT —
2 % CHCI,COOH
R = H A —
a) O

®

I

ODMT_HiNEty @ -GCoCATTO RO Fla-ODMT
b) Cy1H1sCIO H
1) 1o
2) capping
3) 2 % CHCI,COOH O

- @—GCGCATTOP-O-Fla-OH

Einbau > 99 % Op

Phosphoramidit

Chemie
@ ccocattrianacceg
EtOH/NHa,
6 h, 50 °C
g1  5-d(GCGCAAFIaTTACGCG)-3' =
Analog:
§2  S-d(TTTTFaTITT)-3 5-d(GCFIaGAAGAACG)-3'  §3
5-d(TTTTFIRTTTT)-3' 5'-d(GCFlaGAAGAACG)-3'

Schema 7 Gemischtes Phosphoramidit/H-Phosphonat-Protokoll und anschliessende Entschiitzung mit
Ameisensiure.

0



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

3.3.3 Reinigung und Charakterisierung der DNA-Stringe

Die vom Triger abgespaltenen Oligonucleotide wurden in 2-3 Portionen aufgeteilt und
jeweitls mit semi-priparativer Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Anschliessend wurden
die gereinigten Fraktionen vereinigt und ihre Reinheit nochmals mittels analytischer
Umkehrphasen-HPLC kontrolliert. Durch den Einbau der Flavinnucleobase hat man den
Vorteil, dass man die Striinge bei drei verschiedenen Wellenlidngen (260, 360 und

460 nm) detektieren kann. Bei Detektion bei 460 nm bzw. 360 nm sieht man nur

diejenigen Oligonucleotide, die einen Flavin-Baustein enthalten.

300+
1004
2004 00
. 504
17 a u. 1907 I/ a. .
el i
()*--; ' ‘K’\-/\&_‘,‘__,%__: 0 : : - l ‘ l
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30
Hmin ——— A1 R ——

Abbildung 34 HPL-Chromatogramm des rohen und des gereinigten DNA Stranges S1 aufgenommen bei
260 nm.

Abbildung 34 zeigt das HPL-Chromatogramm eines nicht gereinigten Flavin-DNA-
Stranges, direkt nach seiner Entschiitzung, und des gereinigten Flavin-Stranges S1.
Dadurch wird die hohe Reinheit der synthetisierten Roh-DNA-Striinge offensichtlich.

Mit Hilfe des Tritylassays, der eine Kupplungsausbeute des Flavin-H-Phosphonat mit
einer Einbaurate von 99 9% bescheinigte und basierend auf den HPLC-Ergebnissen,
konnte eine Einbaurate des Flavin-Bausteins > 98 % abgeschiitzt werden. Abbildung 33
und Abbildung 36 zeigen das UV- und Fluoreszenzspektrum der Flavin-DNA-Str

S3 und S1. Alle Spektren sind identisch mit dem Spektrum von Riboflavin, was die
Anwesenheit eines intakten Flavin-Chromophors in der DNA-Doppelhelix beweist.
Zusitzlich kann die Anwesenheit eines benzyliden-geschiitzten Flavin-Bausteins in der
DNA durch MALDI-TOF-Massenspektren bewiesen werden. Diese zeigen als einzige

Signale dic korrekten und berechneten Massensignale der benzyliden-geschiitzten

61




3. Synthese von Ribotlavinnucleosiden und thr Einbau tn DNA

Flavin-Oligonucleotide. Das Massenspektrum in Abbildung 35 belegt dies exemplarisch
fiir alle Oligonucleotidstriinge. Die massenspektrometrischen-Daten zusammen mit den
HPLC-Resultaten belegen, dass die Benzylidengruppe nicht withrend den DNA-
Synthese-Zyklen abgespalten wird. Dies hiitte unter Umstiinden durch die Behandlung

des Harzes mit Dichloressigsiure withrend der Tritylentschiitzung passieren konnen.

i 3613 0,2
JOO ‘
1 0,14
counts / a. u. 3007 ‘ I/ a. u.
[ " . .MJVL 0,0- WNMN
2000 3000 4000 5000 300 400 500
M7 P o1 ——

Abbildung 35 MALDIL-TOF-Massenspektram und Absorptionsspektrum von 83

Kurze Behandlung der Benzyliden-geschiitzten Flavin-DNA-Stringe mit Ameisensiiure

<&

bewirkte eine schnelle Abspaltung der Benzylidengruppe und crgab die ungeschiitzten
Flavin-Striinge. Diese Reaktion wurde auch mit Hilfe von Umkehrphasen-HPLC
verfolgt und ergab eine klare Edukt-zu-Produkt-Umwandlung. Jedoch mussten
Ausbeuteverluste vermutlich wegen der grossen Siurelabilitit der Flavinriboside in

o

Kaut genommen werden

3.4 Eigenschaften von Flavin-Coenzym enthaltender DNA

Das Fluoreszenzspektrum des Flavins in der DNA-Umgebung hiingt schr stark von
seinem Umfeld ab (Abbildung 36). Die charakteristische Flavin-Fluoreszenz bei 520 nm
konnte nur beobachtet werden, wenn ke Guanin in der nitheren Umgebung des Flavins

vorhanden war, Die Flavin-Fluoreszenz wurde fast vollstindig in Striingen, wie z. B.

7“0



3. Synthese von Ribotlavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

S3, geldscht, wahrscheinlich durch einen  Elektronentransfer vom  Guanin zum

: e . : S, : oy 92,123,127, 147
lichtangeregten Flavin unter Bildung eines G-Radikalkations (G* ) J

1,4x10°7
1,2x10"
1,0x10"
8,0x10°1
I /a. u. 6.0x107]
4,0x10°

2 0x10°1 ;
0,0 T v T ¥ T — 1
500 0 600 650 700

A/ nm e -

a

O
e

Abbildung 36 Fluoreszenzspektrum von (a) ST und (b) 83, Die Fluoreszenz in (b) wurde geltscht durch
einen Elektronentranster vom Guanin zum lichtangeregten Flavin unter Bildung eines G-Radikalkations.

Bemerkenswert ist weiterhin, dass. obwohl mehrere Arbeitsgruppen L9 S, e T
lichtinduzierte DNA-Strangbriiche (nach Behandlung mit Piperidin) in Gegenwart von
Flavinen beobachtet haben (moglicherweise durch eine zwischenzeitliche Bildung cines
G™). in keinem der synthetisierten Flavin-enthaltenden DNA-Striinge S3, S2 und S1
eine solche Zersetzung aufgetreten ist. Es konnte keine DNA-Spaltung oder Zersetzung
von Flavin-enthaltenden Oligonucleotiden im  Labor unter normalen Bedingungen
beobachtet werden. Es wurden auch einige der bestrahlten DNA-Stringe, die ein Flavin
und ein T=T-Dimer enthalten. mittels MALDI-TOF-Massenspektrum und HPLC
tiberpriift. Hierbet konnten keine Schiidigungen der DNA festgestellt werden. Dieses
tiberraschende  Ergebnis  erlaubte  die  genavere  Untersuchung  der  Basen-
Paarungseigenschaften von Riboflavin und Benzyliden-versteiften Flavinnucleobasen.
Es ermoglichte weiterhin dic Untersuchung ihrer katalytischen und Fluoreszenz-

Eigenschaften in einem Oligonucleotid-Umteld.
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3.5 Reparaturexperimente

DNA-Photolyasen nutzen Lichtencrgie (Sonnenlicht), um die Reparatur von hoch
SR - [3. 176, 177
mutagenen Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer-Schiden einzuleiten. ™ 7 Die Basis dieser

Reparatur, die viele Insekten. Fische \mphxbun und Pflanzen yom UV-induzierten

178
USESehiitze, in hichtinduzierter Elekironentransfer vom

[179]

Zelltod und vor Mutagenese

eduzierten und deprotonierten Flavin-Coenzym zum DNA-Schaden Der Schaden
erleidet eine spontane (27 + 2r)-Cycloreversion als  Radikal-Anion  zu  seinem
korrespondiercmien Monomeren.™” Obwohl  der generelle  Mechanismus  des
lichtinduzierten Reparaturmechanismus bekannt ist, gibt es zur Zeit keine Informationen
iiber den Elektronendonor-Prozess vom Flavin-Donor zum Dimer-Akzeptor im DNA-

33, 0134) 1 ¢ .
U333 10y Besonderen wird die Fi rage diskutiert, in welchem Ausmass der DNA-

Strang.
Doppelstrang in der Lage ist, Elektronen durch den Basenstapel zu transportieren
(Abbildung 371" Diese Frage ist direkt mit den Untersuchungen iiber den
Elektronen-Loch-Transports in der DNA verkniipft. Der Loch-Transport (engl.: hole
hopping) findet tiber relativ grosse Distanzen im ungestorten DNA-Doppelstrang statt,

1o
Neuste L\[mum nte lieferten den Beweis, dass es

wie kiirzlich gezeigt wui wde.
sich beim  distanzabhiingigen-Elektronentranster in der DNA um cinen Hopping-
Mechanismus handelt (siehe 1.5.2.2). Bei diesem Prozess dienen Guanine, die zu
Guaninkationen 1‘%agieren, als Sprungbretter fiir den Hopping-Prozess in der DNA

(/\bbl (hl /) 199, 121, 123,127 133]

i~
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oxidativer Lochtransfer  reduktiver Elektronentranster

LT
l}]:::::f}l (T?,:::::(!) l:::::C])
CI):::::(IE“ Cl):::::C!S (I):::::(]';‘,
(I):::::C[;‘. Cﬁ:::::({) @:::::C})
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Abbildung 37 Loch-Transfer-Prozesse {oxidativer Lochtransfer) iiber Guanosinbasen und der postulierte
reduktive Elektronentransfer, der zur Selbstrepavatur der DNA fihrt

Fiir ein besseres Verstindnis oxidativer Schidigung in DNA und fir das Design von auf
DNA basicrenden bioanalytischen Geriiten ist es dusserst wichtig, den Transport von

IR0, 18]

Elektronen und Lochern durch die DNA-Doppelhelix aufzukliren.! Aus diesem

Grund haben wir DNA-Stringe synthetisiert. die neben einem Flavin-Baustein auch

, ) R (82, 1831
noch ein Cyclobutan-Thymidindimer enthalten.l'®> 1%

Diese doppelmodifizierten
DNA-Striinge zeigen lichtinduzierte Selbst-Reparatur und erlauben zum ersten Mal,
einen Einblick in die Fihigkeiten der DNA zu erhalten, einen reduktiven Elektronen-

transfer mit tiberschiissigen Elektronen zu unterstiitzen.

3.5.1 Synthese der Oligonucleotide

Dic Oligonucleotide S4. S5, 86 und S7 (Abbildung 38) wurden synthetisiert, um den

reduktiven Elektronentranster in der DNA-Doppelhelix, der zu einer Selbstreparatur des
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DNA-Stranges fiihrt, zu untersuchen. Alle DNA-Striinge haben als zentrale Einheiten
ein Riboflavin-Coenzym 16 und ein Thymindimer 18a als DNA-Schadensanaloga. Es
wurden zur Kontrolle des Reparaturprozesses auch die entsprechenden Referenzstriinge
S8, ST (enthiilt nur eine TT-Sequenz) und 89 synthetisiert, die die reparierte T¢T-Einheit

18b besitzen.

o
\lf“”'LLNH
Fla: TiT: [\ A
0 _ NSO o
P A RO .0 )
( o NH | /I\S
X Q N/go i 0 N° 0O
—— \07 oo
0.
R
10 18h
5 5 —d (GCGCA-F] a-T=TAACCCE) -3
4 "GCGT- T ~A ATTGOGC) -5
a-T=TAACGCG) ~3 "
85 } AL AL A
-A ATTGCGC) ~-hH'
Fla-AT=TACGCG) -3
S6 T -TA ATGCGC) -5

CA-Fla-AT=TACGCG) -3
GT- C -TA ATGCGC) -5

g7 5'-d(ce
S8 5 -d(GCGCA-Fla-T TAACGCG) -3
S1 5'-d(GCGCA-Fla-TTAACGCG) -3

89 5'-d(GCCCA-Fla-AT. TACGCG) -3

Abbildung 38 Elektronentransfer-initiierte Cycloreversion eines Thymidindimer-DNA-Schadensanaloga.
Rz DNA-Strang 84, 85,86 und 87, Flavin und Dimer modifizierte DNA-Doppelstringe. 88, ST und 89
Referenzstriinge.

Der Thymidindimer-Schaden und das Flavin-Coenzym befinden sich im  selben
Einzelstrang, entweder direkt nebencinander oder durch cin Adenosin getrennt. Durch
diese Anordnung besteht die Moglichkeit. die Abstandsabhiingigkeit des reduktiven
Elektronentransters in DNA zu untersuchen. Die Synthese und der Einbau von beiden
Bausteinen in dic DNA Konnte nach dem entwickelten Phosphoramidit/H-Phosphonat-

Protokoll in sehr guten Ausbeuten vorgenommen werden"™ Bei der Kupplung des

i
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Thymindimer-Schadens wurde die Kupplungszeit leicht erhdht (10 min), um hohe

Einbauraten des sterisch anspruchsvollen Dimers zu erhalten

3.5.2 Charakterisierung

3.5.2.1 Schmelzpunktstudien

Um festzustellen, ob die neuen DNA-Striinge. die das Flavin-Coenzym und den Dimer-
Schaden enthalten, auch stabile DNA-Doppelstringe  bilden  konnen, wurden
Schmelzpunkt- und Fluoreszenz-Studien ;mget’er\'igt. Es hat sich schon bei den
Lochtransport-Studien von Giese und Mitarbeiter!”" ' aezeiat, dass die Bildung eines
intakten DNA-Doppelstranges die entscheidende Voraussetzung fir die Durchfiihrung
dieser Experimente ist. Die Integration der Thymindimer-Einheit in den DNA-
Doppelstrang ist  bereits  durch  NMR-Studien  von in der DNA  eingebauten
Thymindimer-Schiden. belegt worden.!"™ " Die Schmelz zpunkt-Studien wurden unter
Standardbedingungen durchgefiihrt (cpva = 3 pd. 150 mar NaCl, 0.01 M Tris/HCI
pH 7.5).

Bei den Schmelzpunktkurven bei 275 nm ist deutlich zu erkennen, dass S6 ein ganz
normales Schmelzpunktverhalten zcigt. bei dem es zwischen Aufheiz- und Abkiihlkurve
keine Hysterese gibt (Abbildung 39), Das Aufschimelzen der DNA konnte auch im
Absorptionsspektrum bei 460 nm, einer Wellenlinge, bei der nur das Flavin-Coenzym
i der DNA absorbiert, beobachtet werden. Hierfiir war es jedoch notwendig, die
Konzentration an DNA um das 10fache zu erhéhen. Auf Grund dieses Hyperchromic-
Effektes st anzunchmen, dass sich das Flavin-Coenzym wirklich in der DNA-

Doppelhelix befindet! ™
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1.55+
$6 (Fla...T) 0,901 88 (Fla...T)
1.504 bei 275 nm bei 460 nm o
1 45 0,88 ”
1.40- _
Aufheiz- und 0.86
H Ja u.y 5] Abkuhlkurve H /la u.
/ 0,84 .
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Abbildung 39 Schmelzpunktkurven von S6 mit Fla...T bei 275 nm und S8 Fla...'T" bei 460 nm (cpny = 3
uM, 150 md NaCl, 10 mM Tris/HCL pH 7.5). Bet S8 (Fla.. ) bei 460 wurde die Konzentration an DNA
auf 30 uM erhoht, um die Schmelzpunktkurve aufnchimen zu kénnen. H: Hyperchromie.

Der bei 460 nm Wellenkinge beobachtete Schmelzpunkt (7)) der DNA-Doppelhelix
liegt allerdings bei allen Oligonucleotidstriangen tiefer als die entsprechenden Werte bei
275 nm. Dies kann u. a. dadurch begriindet werden, dass durch Erhchung der
Konzentration an DNA, ohne die Salzkonzentration zu erhdhen sowie bei der Detektion
bei einer anderen Wellenlinge. es zu einer Verschiebung der 7T —Werte kommt. Ein
weiterer Grund, wieso der Schmelzpunkt bei der Absorption von 460 nm Wellenlinge
tiefer liegt als dic entsprechenden bei 275 nm konnte am speziellen Paarungsverhalten
des Flavins liegen. Das wiirde bedeuten, dass das Flavin schon bei einer Temparatur
von 40 °C (fiir S8) aus dem Doppelstrang herausgedreht wird. Dieses Ergebnis
beeinflusst jedoch die Reparaturstudien nicht. da dicse bei einer Temperatur von 20 °C

unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt wurden.

Der Schmelzpunkt der Flavin-enthaltenden Oligonucleotide war weiterhin abhiingig von
der gewiihlten Gegenbase (X) des Flavins (Fla...X) im DNA-Strang (Uberblick:

Tabelle 3). Die hochsten Schmelzkurven im Fall der Sequenz S10 mit 58 °C und 56 °C
wurden fiir Thymin (Fla... Ty und Cytosin (Fla...C) als komplementire Basen zum Flavin
gemessen. Diese Werte wurden mit Schimelzpunkten von Referenzstringen (im Fall von
S10 mit SLL) verglichen. bei denen das Flavin durch ein Thymin ersetzt wurde und die
kein T=T-Dimer enthielten. Dic gefundenen 7,-Werte fiir STO mit Fla.. A liegen nur

4 °C unter den entsprechenden 7, -Werten von ST (T...A: 62 °C). Diese Temperatur-

AR
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differenz entspricht der erwarteten [)N/—\{)ol')pclhdiX—Dest‘,abilisiemng durch das
Thymindimer (entspricht einer Fehlpaarung). U Dieses iiberraschende Ergebnis zeigt,
dass das Flavin, bei geeigneter Wahl der Gegenbase nicht zu einer Destabilisierung der

DNA-Doppelhelix fiihrt. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Pfleiderer und
Mitarbeiter gemacht, die bei manchen Lumazinderivaten (die in die DNA eingebaut
wurden) vermutlich durch m-n-Stapehwechselwirkungen sogar eine Stabilisierung der
[60]

DNA-Doppelhelix beobachtet haben (siche 1.4.3).

Fiir die Purin-Gegenbasen Adenosin und Guanosin, wurden bei S10 signifikant
niedrigere T-Werte gefunden (Fla...G: 51 °C und Fla..A: 53 °C). Dies ist nicht
tiberraschend, da die grossen Purinbasen Adenin und Guanin wahrscheinlich aus
Platzgriinden nur schlecht oder gar nicht mit dem ebenfalls grossen Flavin paaren
konnen. Fiir die Reparaturmessungen der modifizierten DNA-Doppelstringe wurde auf
eine ,,intakte™ DNA-Doppelhelix geachtet: aus diesem Grund wurden die Basen Thymin

und Cytosin als Flavin-Gegenbasen ausgewihlt.

Die Schmelzpunktstudien konnten aut Grund von technischen Schwierigkeiten, bedingt
durch den Umzug von der ETH Zirich an dic Universitit Marburg und der
Fokussierung aut den Reparaturprozess der modifizierten DNA-Striinge, noch nicht
vollstindig abgeschlossen werden. Die fehlenden Messungen und weitere Unter-

suchungen werden zur Zeit durchgefiihr
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Sequenz

S10

S11

S13

57-d(GCGCAA-Tla~-T=TACGCG) -3

37-d(CECETT~ X -2

57 -d (GCGCAA-T-TTACGCG) -~

3 -d (CECETT~X~AATGCGC) -5

5’ -d(GCGCA~Fla-AT=TACGCGE) -3’

3/-d(CGCET- X -TA

57-d (GCGCA-T-ATTACGC

]

‘4)
I

g

37 ~d (CGCET-X~TAATGCGC) -5

Gegenbase (X)

ATGCGC) -5

Fla...A 53
Fla...C 56
Fla...G 31
Fla...T 58
T...A 62
T. C 55
T .G 58
T...T 56
Fla...A -
Fla...C 54
Fla...G

Fla...T 34
T...A 61
T...C 53
T...G 57
T...T 54

Tabelle 3 Uberblick iiber die 7,-Werte bei Flavin-Coenzym und Thymindimer-enthaltenden DNA-
Doppelstriingen. Die Genauigkeit fiir die Bestimmunyg von T, ist £ 1.5 °C. cpny = 3 1M, 150 mM NaCl,
10 mM Tris/HCL pH 7.5,

3.5.2.2

Ein weiterer Bewels, dass das Flavin in der

konnten

Fluoreszenzstudien

mit  Hilfe von Fluoreszenzstudien

DNA-Doppelhelix eingebaut wurde,

erhalten  werden. Hierfiir  wurden

Fluoreszenzspektren mit 3 pM DNA-Losungen aufgenommen. Das Besondere an S10

mit Fla...G war, dass zu Beginn der Messung die Fluoreszenz des Flavin-Chromophors

in der DNA-Doppelhelix durch das

o

acgentiberliegende Guanin fast vollstiindig geldscht
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wurde  (Abbildung  40). Der Grund fur diese Fluoreszenz-Loschung  ist cin
lichtinduzierter Elektronentransfer von der dem Flavin-Coenzym gegeniiberliegenden
Guanosinbase auf das Flavin. Dadurch ergibt sich zwischenzeitlich ein [G™..Fla™ |-
Zwitterion. Dieser Elektronentransfer ist nur maoglich, wenn sich beide Heterocyclen in
unmittelbarer Nihe zueinander befinden. d. h. dass sich das Flavin im DNA-
Basenstapel  befinden muss.  Erst durch  das  Erhitzen der Losung bei  den
temperaturabhiingigen Fluoreszenzmessungen findet mar, analog der
Schmelzpunktkurven, im  Bereich der  Schmelzpunktstemperatur ein  plitzliches
Ansteigen der Fluoreszenz (Abbildung 40). Diese Beobachtung ist ftrotz des

gcgenliufigen Effekts, dass die Fluoreszenz des DNA-Stranges normalerweise mit

oV &

(T.

-
&

zunchmender Temperatur abnimmt, in guter Ubereinstimmun

500
300

1/ a. u.qpo

450 500 550 800 850
A/ nm e

S o

Abhildung 40 Temperaturabhiingige Fluoreszenzspektren von DNA-Doppelstrang S1O mit Fla...G.

Zusammenfassend kann gesagt werden, duass die Hyperchromie, die in den UV-
Schmelzpunktexperimenten  und  den  temperaturabhiingigen  Fluoreszenzdaten
beobachtet wurde. ein starker Himweis {tr die Annahme ist, dass sich das Flavin-

Coenzyme in der DNA-Doppethelix belindet.
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3.5.3 Reparaturmessungen

3.5.3.1 Durchfithrung

Um den reduktiven Elektronentransfer vom Flavin zum Dimer-Schaden durch den
DNA-Basenstapel genauer zu erforschen, wurden die DNA-Stringe S4, 85, S6 und 87,
sowie die entsprechenden Einzelstringe S10 und S12 niher auf ihre Eigenschaft,
tiberschiissige Elektronen zu vermitteln, untersucht. Hierfiir wurden die Einzel- und
Doppelstringe in Tris/HCl-Puffer (pH = 7.5) und NaCl (150 mp) gelost, in
Fluoreszenzkiivetten liberfithrt und diese mit einem Septum verschlossen. Diese
Losungen wurden im Wasserbad auf 90 °C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur
abgekiihlt, damit sich bei den Stringen S4. S5, S6 und S7 der DNA-Doppelstrang
bilden konnte. Die Fluoreszenzkiivetlen wurden anschliessend in das Spektrometer
gestellt und auf 20 °C gekiihlt. so dass alle Experimente unter einheitlichen dusseren
Bedingungen durchgefiihrt wurden. Die Kiivetten wurden daraufhin im Dunkeln 10 min
mit Stickstoff gesittigt und anschliessend unter Lichtausschluss  reduziert und

s}

deprotoniert (pK, = 6.8).

Fiir die Reduktion des Flavin-Coenzyms in der DNA-Doppelhelix wurden mehrere

Moglichkeiten untersucht.

Reduktion mit Dithionit:

Die Dithionitldsung musste fir jede Messung frisch angesetzt werden, da sich das
Dithionit in Losung nach einiger Zeit zersetzte. Beim Ansetzen der Losung war daraufl
zu achten, dass das Dithionit in eine mit wissriger NaOH-Losung alkalisch zubereitete
Losung cinwogen wurde und dann mit Wasser verdiinnt wurde. Eine solch zubereitete
Losung war lber lingere Zeit (> 1 h) stabil. Wurde die NaOH-Losung erst spiiter

zugegeben, fand innerhalb kurzer Zeit eine Zersetzung des Dithionits statt, die Losung

&

verfiirbte sich braun und der pH-Wert sank (pH < §). Durch Zugabe der Dithionitlosung
zur sauerstoltreien, gepufferten Flavin-DNA-Losung wurde diese schlagartig entfirbt

(reduzicrtes Flavin), was mittels Fluoreszenzmessungen nachecwiesen wurde. Die
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Aufoxidation des reduzieren Flavins erfolgte durch die Zufuhr von Luft unter Schiitteln.

Das Flavin konnte auf diese Weise beliebig oft reduziert und oxidiert werden.

Reduktion mit EDTA:

Die Reduktion mit EDTA war nur moglich, wenn die Fluoreszenz des Flavins nicht
geloscht  war,  Ansonsten  stellte  die Reduktion mit EDTA  eine sehr sanfte
Reduktionsmethode dar. Die Reduktion fand in Abwesenheit von Sauerstoff mit Hilfe
von Licht statt. Das Flavin wurde nach Zugabe von EDTA-Losung innerhalb von
einigen Minuten (2-5 min) vollstiindig reduziert. Leider konnte dadurch der Startpunkt
einer lichtinduzierten Reaktion nicht exakt bestimmt werden, was zu Problemen bei der

Auswertung der Experimente fihren kann.

Reduktion mit NaBH ;:

Die Reduktion der Flavin-DNA mit NaBH, 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 NaBH, zu einer starken Triibung der

DNA-Losung.

Reduktion mit Pd auf BaSO:

Die Reduktion mit Pd auf BaSO, war auch nicht erfolgreich. Das Flavin konnte zwar
reduziert werden, allerdings fanden auch mit dieser Methode irreversible Prozesse statt,
so dass das Flavin nicht wieder vollstiindig aufoxidiert werden konnte. Ausserdem (rat
sehr leicht eine Tribung der Reaktionslosung auf, die sich bei der anschliessenden

Messung storend auswirkte.

Fir dic Reduktion der Flavin-DNA wurde nach Abwigung aller Methoden die
Dithionit-Methode verwendet. Die frisch hergestellte Dithionitlosung wurde mit einer
Mikroliterspritze unter Lichtausschluss durch das Septum in die mit Stickstoff gesiitticte
Flavin-DNA-Losung gespritzt. Dadurch wurde das Flavin-Coenzym in Sekundenbruch-
teilen reduziert und die gelbe Losung farblos. Bei der Reduktion verschwand die fiir das
Flavin charakteristische  Fluoreszenz bei 520 nm: auch withrend der gesamten

Bestrahlung konnte keine Fluoreszenz betr dieser Wellenliinge detektiert werden.

~1
i
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Die Kiivetten wurden mit Licht von 360 nm Wellenlinge bestrahlt. Wihrend der
Bestrahlung wurde langsam sauerstoffreier Stickstoff durch die DNA-Lisung geleitet,
um homogene Bestrahlungsbedingungen zu ermdéglichen. Wihrend des Experiments
wurden in bestimmten Zeitabstinden kleine Proben aus der DNA-Lésung mit Hilfe
einer Mikroliterspritze enthommen und sofort durch Schiitteln und durch Zufuhr von
Luft wieder oxidiert. Die Entnahme und die 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 Umkehrphasen-HPLC zeigte, dass der Thymidin-
Dimer-Schaden in der DNA-Doppelhelix vollstindig repariert wurde. Es wurde jeweils
nur das Auftreten eines neuen Oligonucleotids detektiert, das mittels Co-Injektion und
MALDI-TOF-MS als reparierter Oligonucleotidstrang (S8, bzw. §9) identifiziert wurde.
Aus Abbildung 41 wird deutlich. dass die Lichtreaktion die Selbst-Reparatur des
geschidigten DNA-Stranges zum intakten Oligomer bewirkt. Es konnten auch keine
weiteren Oligomere nachgewiesen werden, was Nebenreaktionen in der DNA oder
Strangbriiche ausschliesst. Die vollstindige Selbstreparatur des geschidigten Oligomers
wurde je nach Strang in weniger als 30 min erreicht. Es wurde keine Reparatur des
DNA-Schadens in Abwesenheit von Licht beobachtet. Ausserdem belegen weitere
Kontrollexperimente, dass ein Flavin-enthaltender DNA-Strang, in Anwesenheit eines
nicht komplementiren DNA-Stranges, der ein Thymidindimer enthiilt, keine Reparatur
zeigt. Alle Kontrollexperimente belegen. dass der Selbst-Reparatur-Prozess eine

lichtinduzierte  intramolekulare  Reaktion innerhalb  des  DNA-Doppel,  bzw.

-Einzelstrang ist.
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. O
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Abbildung 41 HPL-Chromatogramme der wihrend der Bestrahlung von 87 entnommenen Proben. Man
sieht einc volistindige Umwandlung des T=T-Dimers in die reparierten T'T-Monomere, ohne Bildung von
Nebenprodukten. It Intensitit, 1 Zeit,

Um einen Einblick in die Fihigkeit der DNA zu bekommen, einen Elektronentransfer
zu ermoglichen, wurden vier verschiedene DNA-Doppelstringe S4, S5, 86 und S7, die
entweder ein Fla..'T' oder cine Fla..C-Basenpaarung aufwiesen, sowie die beiden
entsprechenden  Einzelstringe S10 und S12, mit zwei unterschiedlichen Flavin-
Coenzym  Thymidin-Dimer-Abstinden, auf ihre Selbstreparatur-Eigenschaften hin

untersucht. Die Reparaturdaten sind in Tabelle 4 (S.78) zusammengefasst.

/5
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3.5.3.3 Bestimmung der Quantenausbeute der Spaltungsreaktion

Die Quantenausbeute (M) einer Reaktion ist definiert als Quotient der Anzahl der
umgeselzten  Molekiile  (deg/dt) und der Anzahl der von der Reaktionslosung

absorbierten Photonen (I) (Gleichung (3)).

dep/dt = Op - I (3)

Um letztere zu bestimmen, muss der Photonenfluss des auf die Kivette treffenden
Lichtstrahls berechnet werden. Der Photonenfluss durch die Kiivette des verwendeten
Fluorimeters konnte mittels eines  Zwei-Kanal-Optometer  von  United Detektor

Technology bestimmt werden.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten & der Spaltungsreaktion wurden die
Flichen unter den Edukt- bzw. Produkt-Signale im HPL-Chromatogramm bei einem
bestimmten Zeitpunkt durch Integration ermittelt. Aufgrund von Lichtintensitiits-
schwankungen des Detektors der HPLC-Anlage wurden die relativen Werte bestimmt,
d. h. die Flichen von Edukt und Produkt wurden durch die Gesamtfliche (Edukt +
Produkt) geteilt. Die auf diese Weise standardisierten relativen Konzentrationen wurden
gegen die  Zeit aufgetragen.  Monoexponentielle  Abnahme der untersuchten

geschidigten DNA-Striinge bestitigen einen Reaktionsverlauf erster Ordnung.
Die Berechnung der Quantenausbeute der  Spaltungsreaktion lisst  sich  aus

Gleichung (3) herleiten, da im vorliceenden Fall Edukt (E) und Produkt (P) der

Reaktion den gleichen Extinktionskoeffizienten aufweisen (s. nichste Seite).

-~y
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deg/dt = Umsatz von E
@ = Quantenausheute der Photoreaktion
hv [ = Extinktion
- Iy = Lichtintensitit beim Auftreffen auf die Kuvette
I = Lichtintensitit beim Verlassen der Kuvette
lgp = insgesamt absorbierte Lichumenge
I = Die von I absorbiertie Lichtmenge
ep-cp = Extinktionskoef{fizienten von Edukt und Produkt
cp.Cp = Konzentrationen von Edukt und Produkt
¢y = Ausgangskonzentration des Edukts
d = Schichtdicke der Kuvette
Kk = Geschwindigkeitskonstante der Photoreaktion
V = Volumen des Reaktionslosung
Lambert Beer: E=log (Iy) = ep- cpd + epcpd
= I=1,- 10"
= Tgp=ly- 1= 1o (1100 = (110" - BB

-E
= I() . (‘L“}LQ"‘“> . (CE‘ CE’d + eP‘CP'd)

: 1-10°F
= Iy =y ("‘"‘g“"") cep cpd

deg Coep -V Kocg-V
i—;—(}l = k. Cg Vo= (DE . IF ) (:DF - W = -
. !

Sonderfall: ep=epicg=cptep = E=ep cpd+epcpd=epcyd

. l\tr\' k‘c('ﬂv
) Pr = i e
el Lo-(1.10€ECoC
I\‘; ) LLQM . QE, CE'd [\) 1 10 ])

eprcgd

Setzt man alle bekannten Grossen in Beziehung ('™ ein, so ergibt sich fir die
Geschwindigkeitskonstante & der jeweiligen Reaktion, mit ¢ = 40.0x107, I,(366) =

fass

-6 L » N , < - .

108X 10" molmin™, e = 4900 1 mol™ em™, ¢ = 02 em, V = 150x10° 1 cine
genauen Werte sind in Tabelle 4 aufgettibrt. Dieser Wert ist ca. 1000 mal hoher als die
Quantenausbeuten, die bisher in Spaltungsexperimenten von T=T-Dimeren in der DNA

mit kovalenten Akzeptorkomplexen gemessen wurden (in dicsem  Konzentrations-

ﬂﬂﬂﬂﬂ
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bereich). Verglichen mit den Experimenten mit interkalierten Akzeptorkomplexen sind

. : . , . N 13
die gemessencn Quantenausbeuten immerhin noch um einen Faktor 10 ardsser.! !

3.5.3.4 Diskussion

Um die Fihigkeit der DNA. einen Elektronentransfer entlang ihrer Helixachse, bzw.
entlang des Einzelstranges zu ermoglichen. wurden alle vier DNA-Doppelstringe S4,
S5, S6 und S7 und die jeweiligen Einzelstringe (S10 und S12), dic entweder ein Fla...T
oder ein Fla..C Basenpaar und zwei verschiedene Flavin-Dimer Distanzen enthalten,
auf ihre Selbst-Reparatureigenschalten untersucht. Die Reparaturdaten sind in Tabelle 4

zusammengestellt,

Die Daten zeigen, dass die Doppelstringe 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-
Dimer liegt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gegenbasen sind bei S4 und 8§
sehr gering, im Fall von S6 und 87 betriigt dic Differenz 8 %. Wieso bei S6 und 87 die
Reparaturgeschwindigkeit stiirker von der dem Flavin benachbarten Base abhingt als im

Fall von 84 und S5 wird zur Zeit runtersucht

Auffillig ist weiterhin, dass die Reparatur der Doppelstriinge S84 und S5 nach 5 Minuten

35 % betrdgt. Dies ist gerade einmal ein Faktor von zwei effizienter verglichen mit
den Werten die im Falle von S6 und S7 (bei denen ecin A..'T Basenpaar das Flavin vom
Thymindimer trennt) gemessen wurden. die nach 5 Minuten eine Reparaturrate von 12
bzw. 20 % aufweisen. Das ist ein sehr tberraschendes Ergebnis, da die Distanz
zwischen Flavin und Thymindimer von 11 (in S4 und S6) auf 17 (in S6 und S7)
Einzelbindungen zunimmt. Im Falle des oxidativen Lochtransfers in der DNA bewirkt
ein zusitzliches AT Buasenpaar zwischen dem ,.Elektronenloch™ und dem niichsten

- . _— I
Guanin-Donor eine Zunahme der Elektronentransferrate um einen Faktor von 10117
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DNA-Doppelstrang Reparaturausbeute Quantenausbeute
(bc min) (D)

S4 57 -d(GCECA-Fla~
37-d{CGCET- T ~A ATTGCGC) -5

TAMCGCG) -3 5% 0.004

§5 57 -d{GCGCA-Pla-T=TAACGCG) -3 34 9 0.004
30-d(CGCET~ C A ATTGCGC) -5

8¢ 5/ -d{(GCCCA-Fla-AT=TACGCG})~3" 12 9% 0.002
37-d(CGCET- T ~TA ATGCGC) -5

S7 5 -d(GCGCA-Fla-AT=TACGCG) -3/ 20 % 0.003
37-4(CGCET- ¢ ~TA ATGCGC) -5

§10 5/ ~d(GCGCA-Fla-T=TAACGCG) -3 35 % 0.004

S12 5/-d(GCGCA~-Fla-AT=TACGCG)~3" 18 % 0.003

Tabelle 4 Repararurausbeuten (£ 10 %) und Quantenausbeuten (£ 50 %) des lichtinduzierten
Reparaturprozesses in den DNA- Du;\p@l%"ﬁnwm S4. S5, S6 und S7 und der beiden entsprechenden
Einzelstriinge S10 und S120 (cpyy = 40 pdl 360 nm. 150 md NaCl, 25 mM Tris/HCE pH = 7.5, Die
Lichtintensitit wurde mit einem Zwel-Kanal-Optometer von United Derekior Technology gemessen,
EplwinH = 4900 1 M : C!ﬂﬂg),

Interessanterweise st die Reparatur in den Einzelstringen S10 und S12 fast genauso
schnell (35 % bzw. 18%) wie in den entsprechenden Doppelstringen. Dies ist eine
iiberraschende Beobachtung, dic genauer untersucht werden muss. Es gibt vergleichbare
Untersuchungen fir den oxidativ Elektronentransfer in DNA, bei dem auch
festgestellt wurde, dass die Elektronentransferraten zwischen Einzel und Doppelstrang
kaum variieren. Dies wurde mit unterschiedlichen Hopping-Prozessen je nach Strangart

hegriindet.
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3.6 Weitere Eigenschaften

Auffillig ist weiterhin, dass das Fluoreszenzverhalten des Flavins abhiingig von der
dusseren Umgebung ist. Wie schon in Abschnitt 3.5.2.2 besprochen wurde, ist die
Fluoreszenz des Flavins, wenn ¢s im DNA-Einzelstrang neben einem Guanin eingebaut
ist (S3. Abbildung 42A Kurve b) im Vergleich zu einem Flavin in einem poly T-Umfeld
(S2, Abbildung 42A Kurve a) fast vollstindig gequenscht. Dieser Effekt ist auf einen
lichtinduzierten Elektronentransfer des  benachbarten  Guanosin  auf  das  Flavin
zuriickzufiihren. Dadurch ergibt sich zwischenzeitlich ein [G"..Fla~ ]-Zwitterion.
Dieser Elektronentransfer ist nur moglich. wenn sich beide Heterocyclen in
unmittelbarer Nihe zueinander befinden, d. h. dass sich das Flavin im DNA-
Basenstapel befinden muss (Abbildung 40). Dieser Effekt lisst sich auch beobachten,
jedoch etwas weniger stark ausgeprigt., wenn sich die Guaninbase im Gegenstrang
befindet (Abbildung 42B Kurve ¢). Tauscht man die Guaninbase gegen ein Adenin
(Thymin oder Cytosin) aus (Abbildung 42B Kurve d). kann man zwar auch eine
Abnahme der Fluoreszenz im  Vergleich zum  korrespondierenden  Einzelstrang
(Abbildung 42B Kurve ¢) feststellen, diese ist jedoch dadurch zu begriinden, dass der
Einzelstrang immer eine hohere Absorption (im Vergleich zum Doppelstrang) besitzt,

was bei den Experimenten zur Bestimmung des Schimelzpunktes ausgenutzt wird.
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Abbildung 42 Fluoreszenzverhalten von 82, 83 im Einzelstrang (A) und S1 im Einzelstrang, sowie S1
mit A und G als Gegenbasen im Doppelstrang (I3).

Dieses sehr tiberraschende Fluoreszenzverhalten der  Flavin-enthaltenden DNA-
Einzelstringe 812, 89, S10 und S8 konnte auch durch HPLC-Experimente bestitiot
werden. Hierfiir wurde eine Mischung S12. 89. S10 und S8 iiber eine Umkehrphasen-
HPLC aufgetrennt und anschliessend  mittels  eines  Absorptions- und  eines
Fluoreszendetektors untersucht (Abbildung 43). Durch den direkten Vergleich von
Absorptions- und Fluoreszenzchromatogrammen konnten Konzentrationsfehler (oder
Ungenauigkeiten) ausgeschlossen werden. S12 und S9 bzw. S10 und S8 sind die jeweils
korrespondierenden DNA-Einzelstriinge mit und ohne T=T-Dimer. Auffillig hierbei ist
dass, falls das Flavin-Coenzym durch ein A T-Basenpaar vom T=T-Dimer getrennt ist
(512 und 89), seine Fluoreszenz sehr stark verringert wird. Dieser Effekt wurde bisher

bei keinem der anderen Flavin-enthaltenden DNA-Striinge beobachtet
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Abbildung 43 Absorptions- (A) und Fluoreszenz- (B) Verhalten der DNA-Striinge S12 (a), S9 (b), S10

(¢) und S8 (), gemessen mit zwel Detektoren mittels Umkehrphasen-HPLC (Absorption: 460 nm;
Fluoreszenz: Anrcgung: 366 nm, Emission: 320 nm) in einer 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
fiir die Verringerung der Flavinfluoreszenz verantwortlich sein kann. Bei diesen beiden
Striingen wurde weiterhin beobachtet, dass sie sich zwar sehr leicht reduzieren lassen,
jedoch ist die Aufoxidation des reduzierten Flavins in beiden Fillen im Vergleich zu
den analogen Striingen ST0 und S8 um einen Faktor von fiinf langsamer. Dies ist ein
weiteres Indiz dafiir, dass sich im Fall von S12 und §9 das Flavin-Coenzym in einer Art
Tasche befindet, die  durch die  benachbarten  Adeninbasen aufgebaut  wird.
Interessanterweise liegt das Flavin in der Photolyase als FAD-Coenzym (Abbildung 44)
in der reduzierten und deprotonierten Form vor. Es ist denkbar, dass die besondere U-
formige Anordnung von Adenin und Flavin beim FAD, daftir ausschlaggebend ist, dass
das Flavin in der reduzierten Form im Enzym stabil ist. Auch Stuchbrukhov und
Mitarbeiter haben in ihren Modellstudien herausgefunden, dass beim Elektronentranster
in der DNA vom Flavin der Photolyase auf das geschidigte T=T-Dimer wahrscheinlich

das Adenin des FAD involviert ist."

pel
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3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

Abbildung 44 Detail der DNA-Photolyase mit den beiden Coenzymen (links FAD, rechts Deazaflavin).

Bine weitere Besonderheit ist, dass die Fluoreszenz (Abbildung 45) bei den Pyrimidin-
Dimer-enthaltenden Stringen (S12 und S10) mindestens um einen Faktor zwei stirker
ausgepragt ist, als bei den entsprechenden intakten Striangen (S8 und S9). Dies ist eine
weitere  iberraschende  Beobachtung, die  vielleicht  durch  einen  oxidativen

Elektronentransfer vom T=T-Dimer auf das Flavin-Coenzym zurtickzufiihren ist.
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' 500 550 600

A/ N —

Abbildang 45 Fluoreszenzverhalten  von  Flavin-Coenzyin  enthaltenden DNA-Einzelstringen. [
Intensitiit, A: Wellenliinge.

3.7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Eigenschaften von Flavin-Nucleosiden
untersucht und erste Flavin-enthaltende DNA-Striinge synthetisiert, die in der Lage
sind, UV-induzierte-DNA-Schiiden mit Hilfe von Licht als Energicquelle selbst zu
reparieren. Diese Ergebnisse lefern uns wichtige Informationen iiber die Funktion der
Photolyase. Weiterhin liefert diese Forschung die Basis fiir die Untersuchung des bisher
nur sehr wenig erforschten reduktiven Elektronentransfer durch DNA. Die ausserge-
wohnlichen Eigenschaften der Flavinnucleoside und die erzielten Ergebnisse sind die

Grundlage fiir einc weitergehende Forschung auf diesem Gebiet:

o Beim reduktiven Elcktronentransfer in DNA war Gberraschend, dass der T=T-

Dimerschaden sclbst dann noch repariert wurde, wenn das Flavin-Coenzym durch
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ein dazwischen liegendes Basenpaar (tiber 17 Einzelbindungen) vom T=T-Dimer
getrennt war (S6). Die Geschwindigkeit fiir den Elektronentransfer nahm nur um

einen Faktor von 2-3, im Vergleich zu dem dem Schaden benachbarten Flavin
Coenzym ab (S4). Es konnte auch kein Unterschied zwischen Einzel- und
Doppelstrang-DNA festgestellt werden. Fur das Verstandnis dieser iiberraschenden
Ergebnisse sind weitere Untersuchungen erforderlich, bei denen der Abstand
zwischen Donor und Akzeptor weiter schrittweise erhoht wird (S14 und S15,

Abbildung 46).

5 3' 5' 3 5 3
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Abbildung 46 DNA-Swiinge {ur die  Untersuchung  des  abstandsabhiingigen  reduktiven
Elektronentransfers in DNA,

Interessant 1st auch. ob dus dberschiissige  Elektron auf den dem Flavin
gegentiberlicgenden Strang dibertragen werden kann. Bis jetzt wurden nur DNA-
Striinge untersucht. bei denen Elektronen-Donor (Flavin) und -Akzeptor (T=T-
Dimer) im selben Strang liegen. Wird der Schaden auch im Gegenstrang repariert

und kann das Elektron somit auch in den komplementiren Strang gelangen?

(It



3. Synthese von Riboflavinnucleosiden und ihr Einbau in DNA

Das Flavin-Coenzym zcigt in einer Oligonucleotid-Umgebung aussergewdhnliche
Eigenschaften: Befindet sich das Flavin in Nachbarschaft zu einem Guanin, ist seine
ausgepriigte Fluoreszenz bei 520 nm Wellenlinge (Anregungswellenliinge: 360 nm)
fast vollstindig geloscht. Aus den Absorptionsmessungen zur Bestimmung der
Schmelztemperatur der DNA-Doppelstringe wissen wir auch, dass das Flavin
unterschiedlich gut mit seinen gegeniiberliegenden Basen paart. Dies sind sehr gute
Voraussetzungen, dass je nach Paarungspartner sich das Redoxpotential des Flavins
dndert (vgl. 1.4.4) . Diese Eigenschaft der Flavin-Coenzyme konnte man sich fiir die
Entwicklung neuartiger DNA-Chips zu Nutzen machen. Hierbei konnte in den hot-
spot Regionen der aus medizinischer Sicht interessanten DNA-Sequenzen Flavin-

Coenzyme (19) eingebaut werden, die diber einen Thiollinker mit einer

Goldobertliche verbunden sind (Abbildung 47).

Yt
%

T

Au

Z

Abbildung 47 DNA-Doppelstringe mit unterschiedlichen Gegenbasen gegeniiber dem Flavin-
Coenzyms (19). Das Flavin-Coenzym ist iiber einen Thiollinker auf einer Goldaberfliche befestigt.

Dadurch  kann das  Redoxpotential des  Flavins  je  nach  komplementiiren
Doppelstrang individuell gemessen werden und ohne grossen technischen Aufwand
zur Auswertung herangezogen werden. Die iibliche, aufwendige Markierung der
Patienten-DNA und die kostspieligen Analysemethoden wiiren in diesem Beispicl

vicht notwendig.

Fir die  Untersuchung der Funktion der Photolyase gibt es zahlreiche
Modellverbindungen. in denen man versucht, die Anordnung der Coenzyme (Flavin
und  Deazaflavin)  zum  geschiidigten  Pyrimidinschaden nachzustellen.  Diese

Verbindungen versuchen u. a. dariiber Aufschluss zu geben, ob der grosse Abstand
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3. Synthese von Riboflavinnuclcosiden und ihr Einbau in DNA

10 aus dem  literaturbekannten Ribodeazaflavin 25 aufgebaut werden kann

(Abbildung 48).

0
Cr
HO ™ N7 NTO

QL o
HO ""OH
OH
24 25

Abbildung 48 Weitere Deazaflavinbausteine 24, 25, dic es ermoglichen, das Deazaflavin in die DNA
analog 10 einzubauen.
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

4 SYNTHESE UND EIGENSCHAFTEN VON FLAVINRIBO-

NUCLEOSIDEN

4.1 FEinleitung

DNA und RNA sind die Triger der Erbanlagen aller lebenden Organismen auf der
Erde.!"™ Bausteine fiir diese Makromolekiile sind die Nucleoside Adenosin, Cytidin,
Guanidin, Thymidin und Uridin. Im Fall der DNA greift die Natur fiir den
Zuckerbaustein, auf die p-D-27-Desoxyribose  zuriick, wihrend bei der RNA
ausschliesslich die f-D-Ribose zu finden ist. Jeweils zwei DNA-Striinge formen einen
antiparallelen Doppelstrang, in dem die Sequenz der vier Basen die genetische

Information codiert (Abbildung 49,1101

NH,
N7 |

)

dA dC dG dT

Abbildung 49 Die DNA-Bausteine Adenosine Cytosin, Guanosin, Thymidin.

Die RNA kommt meistens cinzelstringig vor und hat z. T. katalytische Eigenschaften.
Durch  Faltung kann es auch zur Doppelstrangbildung kommen. Schon lange
beschiiltigen sich Wissenschaftler mit der Suche nach Indizien. dass die biochemische
Grundlage fiir die DNA auf einer pribiotischen RNA-Welt beruht."”"'" Hier werden
der  RNA  nicht nur phenotypische (Katalytische) Eigenschaften, sondern auch
genotypische (informationscodierende) Eigenschaften zugeschrichen.!'”® ™7 Fiir die
RNA-Welt Theorie, nach der die RNA in der Evolution noch vor der DNA und den

Proteinen entstand und dort die alleinige Hauptrolle spielte, oibt es viele Indizien:
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4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

e Dic Gene einiger Viren bestehen aus RNA (z. B. Tabakmosaikvirus). Bei speziellen
Retroviren (z. B. Imunschwiichevirus HIV-1) wird die genetische Information von

der RNA auf die DNA {ibertragen, statt wie iiblich von DNA auf RNA. 198-2

o 1983 fanden Cech und Altmann, dass RNA-Molekiile, genau wie Proteine, als
Enzyme wirken konnen. Spezielle RNA-Molekiile, die Ribozyme, sind in der Lage,
die genetische Information zu prozessieren und chemische Reaktionen zu

: : 201204
katalysieren.! ]

e Die Desoxyribose und die Thymineinheiten der DNA werden durch Modifikation
von Ribonucleotiden gebildet. Im  Gegensatz dazu entsteht kein  bekanntes

o . . . , 1897
Ribonucleotid aus einem Desoxyribonucleotid.!'™

Zusammenfassend besagt die .RNA-Welt*-Theorie, dass die Evolution des genetischen
Systems eine Phase durchschritt. in der die RNA-Molekiile die genetische Information
codierten, ihre eigene Replikation Katalysierten und cin Repertoire von enzymatischen
Aktivititen entwickelten. Diese Fihigkeiten wurden dann withrend der Evolution durch
[192. 205

grossen Selektionsdruck optimicrt und differenziert. P T den letzten Jahren hat

sich deshalb ein grosses Interesse entwickelt, Ribozyme zu finden oder auszuwiihlen,

. . ) . 204
dic neue und interessante katalytische Eigenschaften besitzen.™™!

Im Hinblick aufl die Schliisselfrage — wic man eine katalytische Funktion in einer
Oligonucleotid-Umgebung realisieren kann — ist  besonders die Coenzym-enthaltende
RNA von Interesse. Coenzyme sind kleine organischen Molekiile, die chemische
Reaktionen in der aktiven Tasche von bestimmten Enzymen katalysieren. Das Protein
bringt das Coenzym und das Substrat in unmittelbare Nihe und unterstiitzt, durch 7-n-
Stapel-Wechselwirkungen  und  Wasserstoffbriickenbindungen,  dic  katalytischen
Eigenschaften des Coenzyms. Einige der wichtigsten Coenzyme wie Riboflavin (FAD),
Ribodcazaflavin (Fy0), Nicotinamid (NAD) oder gewisse Folatderivate enthalten einc
von der Ribose abgeleitete Ankergruppe und verfiigen iiber H-Donor- und H-
Akzeptorgruppen, vergleichbar mit denen der herkommlichen Nucleobasen. Diese

Hauptmerkmale  sollten es  diesen  Coenzymen im Prinzip  erlauben, als
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informationstragende Nucleoside mit potentiellen katalytischen Eigenschaften in einem
Oligonucleotid-Umfeld zu wirken. Bei Ribose-enthaltenden Coenzymen wird deshalb in
Erwidgung gezogen, dass sie fossile Zeugen eines auf Coenzym-RNA basierenden

Stoffwechsels sind 103 1641

Von grosser Bedeutung sind in diesem Kontext auch die Arbeiten von Eschenmoser und

[193.2006. 2

. . ) -
Mitarbetter T Er hat sich intensiv mit der Fragestellung nach dem Ursprung des
Lebens beschiiftict. Hierbei hat er sich auch nachdriicklich mit der Frage befasst, ob es

sich bei der /)—RNA um einen ehemaligen Konkurenten oder gar Vorldufer unser
heutigen Nucleinsiuren handelt. Die p-RNA besteht aus den gleichen Bausteinen wie
die RNA und 1st somit ein RNA-Konstitutionsisomer. Sie unterscheidet sich von der
RNA dadurch, dass der Ribose-Baustein in der Pyranosyl- statt in der Furanosylform
vorliegt. Experimentell konnten Eschenmoser und Mitarbeiter nachweisen, dass es sich
bei der p-RNA im Vergleich zur in der Natur vorkommenden RNA nicht nur um das
stirkere, sondern (mit Bezug auf den Konstitutionsmodus der Basenpaarung) auch um
das selektivere  Paarungssystem  handelt.  Auch  beziiglich der Fihigkeit zur
Selbstreplikation weisen die neusten Experimente auf cine Uberlegenheit der p-RNA
gegeniiber der RNA aul chemischer Ebene hin: p-RNA-Basensequenzen kdnnen durch

templat-kontrollierte  Ligation  von  Teilsequenzen unter potentiell  natiirlichen

Bedingungen replikativ kopiert werden.

Zur Klirung der Frage. wie man eine katalytische Funktion in einem Oligonucleotid-
Umfeld realisieren kann, haben wir uns mit der Synthese und den Eigenschaften von
Coenzym-enthaltenden Nucleobasen und Coenzym-DNA und -RNA beschiiftigt. Von
besonderem Interesse war hierbei die Frage, ob DNA oder RNA in der Lage sind, die
katalytischen Eigenschaften von eingebetteten Coenzymen so gut abzustimmen wie ¢s
in der Proteinhiille eines coenzymabhiingigen Enzyms maglich jsg,t70 102 168, 208, 209]
Coenzyme wie FMN (Flavinmononucleotid) katalysieren eine Vielzahl von wichtige

Elektronen- und Sauerstofftransferrcaktionen. Der wichtigste Bestandteil von FMN ist

[158-160}

das Riboflavin. Es verfiigt iiber das gleiche Wasserstoffbriickenmuster wie die

DNA- bzw. RNA-Basen Thymidin und Uridin und konnte auch iber seine 3°.5-

Ribitylkette in  Oligonucleotide  eingebaut  werden.  Um  die  konstitutionellen
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Unterschiede zu  den  Standard-Nucleobasen herauszufinden, haben  wir  die
Verbindungen 26, 27. 28, 29 und 30 als potentiell katalytisch aktive Nucleobasen fiir

DNA, RNA und pyranosyl-RNA (p-RNA). synthetisiert (Abbildung 50).

26 B = OH 28: H1 QH Hj =H
57'R = H 29' R, = H, R, =H
30: Ry = H, R, =F

Abbildung 30 Zielmolekiile.

Alle Verbindungen sind schr nahe Homologe der RNA-Base Uridin. Sie kénnen auch

e - ST 210, 211] o N
als priibiotischer Vorliufer des Riboflavins betrachtet werden."! ! Binbau aller 5
Flavin-Derivate in DNA, RNA und p-RNA kénnte dic Synthese von Oligonucleotiden

(z. B.: Coenzym-p-RNA) ermoglichen, die vollig neue optische, katalytische und
7.

205,207, 212]

Redox-Eigenschaften besitzten kdnnten (Abbildung 51). .

Im folgenden wird die Synthese von sechs Flavin-Coenzym-Derivaten beschrieben. Die
beobachteten chemischen Eigenschaften dieser Verbindungen erfauben zum ersten Mal
eine Einschiitzung ihrer Funktion als mogliche Buasenpaarungspartner in RNA und p-

RNA.

09"
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Abbildung 51 Coenzym p-RNA mit Flavinpyranosid-Bausteinen,

4.2 Synthese und Eigenschaften von Flavinribopyranosiden

4.2.1 Synthese eines Flavinribopyranosids

In der Literatur wurden Flavinriboside™'™ erstmals 1937 beschrieben.”™" Kuhn und
Mitarbeiter synthetisierten. nachdem thnen 1932 die Entdeckung und Charakterisierung
von Vitamin B, gelang, mehrere Flavinriboside. die sie charakterisierten und wegen der
nahen Verwandschaft zum Riboflavin auf ihre Eigenschaften hin untersuchten 21
Die Herstellung dieser Verbindungen erwies sich jedoch als ausserordenlich schwierig.
was auf die sehr grosse Sidurcemptindlichkeit der tiber das N(10) verkniipften

R . . . .
£ Die ersten Synthesen. bei denen D-Ribose (31)

Flavinriboside zurtickzuftihren s
direkt mit Nitroxylidin  (2-Nitro-3 4-dimethylanilin, 32)  glycosidiert wurde und

anschliessend zum Flavin umgesctzt wurde. scheiterten. Es gelang ithnen nur auf
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.. [215]

Umwegen, iiber die acetylierten o-Nitroxylidin-Glycoside, zum Ziel zu kommen.

Dariiberhinaus gelang es der Gruppe zu der damaligen Zeit nicht, die Konstitution und
Konfiguration der Flavinriboside aufzukliren. Zu Beginn dieser Arbeit stand deshalb
nicht fest, welche der moglichen Zucker-Konstitutions- und Konformationsisomere
tatsichlich erhalten werden konnen. Kuhn und Mitarbeiter postulierte fiir den
Zuckerbaustein der gefundenen Verbindung eine furanosidische Form, die iiber eine /-
glycosidische Bindung mit dem TFlavin verkniipft ist. Diese Annahme konnte im
Verlaufe dieser Doktorarbeit berichtigt werden. Es handelt sich beim Kuhnschen ,,10-D-
Ribosido-6,7-dimethylflavin®™ um ein Nucleosid der Pyranose-Reihe, bei dem die Base
f-glycosidisch mit dem  Zucker verbunden ist. Dies konnte mit Hilfe einer

Rontgenstrukturanalyse eindeutig nachgewiesen werden.

Um einen synthetischen Zugang zu Flavinribosiden zu erarbeiten, wurde zuniichst die
Kuhnsche Synthese nachvollzogen. Im ersten Schritt wurde D-Ribose (31) mit einem
grossen  Uberschuss an  Nitroxylidin -~ (32) und  katalytischen Mengen an
Ammoniumchlorid in absolutem Ethanol erhitzt (Schema 9). Man erhielt das intensiv

orangefarbene Nitroxylidinribosid 33 nach Filtration tiber Celite als eine 1:1 Mischung

% 200,215
von a-und S-Isomer.! E
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CHO
H—|—on  Nitroxylidin, | (CH,C0),0, ?
H 0 EtOH7 NHLLC‘ HO' N T O\ =] Py”dim e L\O/ N O
-—O0H e T : AN i
H——0OH 61 % OH OH w \H 44 %
i - PN o) HN
CH 2() H ()ZN e \\ \( 0 /< \(l
31 33 O,N
une 34 R = NQ, = .
{ecund B) R=NO, 1. PO, EtOAG,
35 R=NH, . |H:N(EY;
2. Alloxan, \Y,y //,L
B(OH)s, o F =
CH,COOH SN MeOH,NH, .
3% 1L Y N C4 CH Ny~
- i N — ;“"’* ) /./\/O 7/ |],\]
| cooH ot || F
, I
26 0

Nitroxylidin:

Schema 9 Synthese von 26 nach Kuhn

Die beiden Isomere wurden nicht isoliert. Durch die Acetylierung der freien OH-
Gruppe in 33 mit  Essigsidureanhydrid  in - Pyridin und  anschliessende
Saulenchromatographie wurde 34 als reines ¢-Isomer in Form von feinen gelben
Kristallen erhalten. Mittels NMR und Rontgenstrukturanalyse (Abbildung 52) des
acetylierten Ribosids 34 konnte gezeigt werden, dass die neue Verbindung in der
Pyranose-Form vorliegt und tiber eine a~glyeosidische Bindung mit dem Nitroxylidin

verkniipft st
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Abbildung 52 Rontgenstrukturanalyse von 34 in der Pyranose-Konfiguration.

Die thermodynamisch weniger begiinstigte a~Konfiguration wird vermutlich vor allem
durch eine gegabelte intramolekulare Wasserstoftbriicke zwischen N(1)H als H-Donor

und den H-Akzeptoren am O(4) und O(9) begiinstigt, die in der f-Konfiguration nicht
moglich ist. Durch nachfolgende Reduktion der Nitrogruppe von 34 mit Wasserstoff
und PtO; als Katalysator zur Aminogruppe in 35 und sofortige Umsectzung der
instabilen Verbindung 35 mit einer Suspension aus Alloxanmonohydrat und Borsiure in
Eisessig wurde ein neues Flavinribosid (36) in 50 % Ausbeute erhalten. NMR-
Untersuchungen bestiitigten fiir das neue Flavin-/-Ribopyranosid die erwartete Struktur
36. Die vollstindige Umwandlung des reinen - Konfigurationsisomer 34 in das /-
Konfigurationsisomer 36 lisst Schliisse auf einen Reaktionsmechanismus tiber ein
offenkettiges Imin-Intermediat zu. Das saure Medium withrend der Synthese von 36
erlaubt  scheinbar  die  Ringdffnung  des  N.O-Acetal-Intermediats  zu  dem
korrespondicrenden Imin, so dass sich wihrend der Reaktion ein o/ f-Gleichgewicht
emstellen kann. Bei der Kondensation von 35 mit Alloxan scheint bevorzugt das /-
konfigurierte Produkt zum Produkt 36 zu reagicren. Dieses enthiilt den grossen
tricyclischen Flavingrundkorper sowie zwei der drei Acetatgruppen am Zucker in der
thermodynamisch bevorzugten dquatorialen Stellung. Bei der Flavinsynthese entstehen
noch zwei weiterce Flavine, die jedoch aut Grund der geringen Menge nicht isoliert und

charakterisiert werden konnten. Im letzten Schritt konnte die Ziclverbindung 26 durch

06



4. Synthese und Eigenschaften von Flavinribonucleosiden

Abspaltung der noch vorhanden Acetatschutzgruppen mit ammoniakalischer Methanol-
Losung analysentein als stabiles gelbes Pulver in 48 % Ausbeute erhalten werden. Zur
eindeutigen Identifikation der Kontiguration der glykosidischen Bindung und um die
potentiellen Maoglichkeiten von 26 als katalytisch aktive Base in einer p-RNA zu
untersuchen, wurde eine Rontgenstrukturanalyse angefertigt. Die  Kristallstruktur,

abgebildet in Abbildung 53, zeigt fiir 26 eine f-ribopyranosidische Struktur, die in der

erwarteten,  thermodynamisch  glinsticen  Sesselkonformation  vorliegt.  Der

Torsionswinkel der glycosidischen Bindung ist —122.1° (anti). Diese anti-Konformation

der Base, in Bezug auf den Zucker. ist unbeding at notwendig, wenn 26 als cine mogliche
[193.207,212]

Standardbase im p-RNA Doppelstrang partizipieren will.

Abbildung 53 Réntgenstrukturanalyse von 26 in der Pyranose-Konfiguration.

NOE-Experimente (mit 26 in CDCly) zeigten. dass dic erforderliche anti-Konformation
des Flavin-f-D-ribopyranosids 26 auch in Losung dominiert. Wenn man in die
Resonanzfrequenzen von C(9)-H einstrahlt, erhiilt man einen starken NOE-Effekt der
axial orientierten Protonen C(27)-H und C(47)-H. Es gab keine Signalvergrosserung im
Falle des C(17)-H-Signals. Diese NOE-Experimente, zusammen mit der Rontgen-

strukturanalyse, zeigen deutlich, dass das Flavin-A-ribopyranosid 26 (a) die korrekte

Pyranosyl-Konstitution (b) die erforderliche A-Konformation an der glykosidischen
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Bindung und (c) ebenfalls dic gewlinschte anti-Konfiguration der glykosidischen
Bindung besitzt. Diese drei besonderen Eigenschaften sollten es 26 ermdglichen, als

s . ) . . . . . . 205
informationstragende Nucleobasee in ciner p-RNA-Doppelhelix mitzuwirken. ™!

4.2.2 Synthese eines Flavindesoxyribopyranosids

Die Synthese des 3’-Desoxyribopyranosylflavins 27 war erforderlich, da sie einen
einfacheren Zugang zur p-RNA im Vergleich zu 26 ermoglicht. Ausschlaggebend
hierfiir ist die Tatsache, dass 27 durch die fehlende OH-Gruppe in der 3-Position der
Ribose leichter mit den fiir die DNA (oder RNA) Synthese notwendigen Schutzgruppen
modifiziert werden kann. Bei 26 ergibt sich im folgenden das unausweichliche Problem,
dass drei gleiche, sekundire OH-Gruppen unterschiedlich modifiziert werden miissten.
Der Erfolg einer solchen Strategie ist nicht vorherzusehen und geht in den meisten
Fillen mit erheblichen Ausbeuteverlusten einher. Dieses Risiko und die auf jeden Fall
in Kauf zu nehmenden hohen Ausbeuteverluste kann man umgehen, wenn man von
vornherein eine Verbindung herstellt, in der nur die fiir den Einbau in ecin
Oligonucleotid notwendigen zwei Verkniipfungsmaoglichkeiten bestehen, wie es bei 27
der Fall ist. Fiir den spiiteren Einbau in Oligonucleotide hat dies zudem den Vorteil,
dass keine sterischen Probleme bet der DNA-Synthese aufgrund der ansonsten

notwendigen Schutzgruppe an der nicht benotigten OH-Gruppe auftreten kdnnen.

Ausgangspunkt fiir die Synthese von 27 (Schema 10) ist die 1,2:3.5-Bis-0-
isopropyliden-a-D-xylofuranose  (37).  Diese wird mit einer Mischung aus

AcOH/HCOOH/H-O einfach entschiitzt und man erhilt 28 in 84 % Ausbeute. Die freie

primire OH-Gruppe wird mit Triphenylmethylchlorid unter basischen Bedingungen
geschiitzt und 39 kann in guten Ausbeuten (90 ) isolicrt werden, wenn die Reaktion

unter absolut wasserfreien Bedingungen durchgefiihrt wird. Aus diesem  Grund
empliehlt sich die Zugabe von aktiviertem Molekularsieb withrend der Reaktion. Die
freic 3°-OH-Gruppe wird anschliessend mit CS, und Methyliodid in alkalischem

Medium in das Xanthogenat 40 tiberfiihrt.
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AcOH/HCOOH/H,O

(CeHs)2CCl,

Q_-
kk/ov\ (10:4:3) HO- o Pry
AN (e o o ! - 9.’,/.“....‘--,__,,

37 O O-—}r 18 OH Q“‘\T P

2. AIBN, (Bu)aSnH, Toluol
86 %

\ “..
39 RaH  —
1. DMSO, CS,, CH4l
40 R=CSCH, ~—
Nitroxylidin
HO~ :
HCOOH 80 % O EtOH, NH,CI
55 % OH 53 %
42 OH
Pyridin, i H o X
(CH,C0),0 Ao N €
8% » TUNH
45, 46 O”’/\ 1 /
O,N
O H 1\% CH,OH
,/LL - \/HO 7\/ \N NHQ .
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Schema 10 Synthese von 27,
Bet der folgenden Desoxygenierung von 40 zu 41 mit
Toluol ist auf mehrere Punkte zu achten.

bzw. nur zu einer

Yy

41
{4\ H.Q
HO™\
OH ™NH _
I
3 A<
43, 44 0N’ o

1. Pd/C (10 %), H,
2. Alloxan, CH,COOH
B(OH),
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unvollstindigen Reaktion kommen kann

10 %

hydrid und AIBN in
dieser Reaktion zu keiner,
uf zu
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achten, dass das Tributylzinnhydrid vor der Reaktion frisch destilliert wird, zum
anderen sollte das AIBN frisch umkristallisiert werden und weiterhin ist noch wichtig,
dass das Toluol vollstindig entgast ist. Tribuylzinnhydrid kann auch problemlos durch
Tris(trimethylsilyDsilan  ersetzt  werden. ™' "1 Die komplett entschiitzte 3’-
Desoxyribose 42 wird durch mehrstiindiges Rithren von 41 in 80 % Essigsidure bei 80

- - : - : 218220
°C erhalten. Diese Schritte sind soweit auch literaturbekannt. 1

Im Folgenden wurde 42 mit cinem orossen Uberschuss an  Nitroxylidin und
katalytischen Mengen an Ammoniumchlorid in absolutem Ethanol erhitzt. Man crhielt
die intensiv orangefarbenen Nitroxylidinriboside 43 und 44 nach Filtration iiber Celite
in guten Ausbeuten (53 %) als eine Mischung von e~und fS-Isomer. Die beiden Isomere
konnten fir dic Charakterisierung durch mehrfache Kristallisation aus Aceton getrennt
werden. Durch die Acetylierung der freien OH-Gruppen in 43 und 44 mit
Essigsiureanhydrid in Pyridin und anschliessende Siulenchromatographie wurden die
beiden acetylierten - und f-Isomere 45 und 46 erhalten. Nach nochmaligem
Umkristallisieren aus Ethanol konnte das f-Tsomer 46 in Form gelber, feiner Nadeln
isoliert werden, withrend das ¢a~Isomer 45, trotz mehrfacher Versuche, immer nur in

Form eines gelbes Pulvers erhalten wurde.

Abbildung 34 Ortep-Plot von 46.

Mittels NMR und Rontgenstrukturanalyse des acetylierten f-Ribosids 46 konnte gezeigt
werden, dass die neue Verbindung in der Pyranose-Form vorliegt und iiber eine f-

glycosidische Bindung mit dem Nitroxylidin verkniipft ist. Bei dieser Verbindung findet
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man ein statistisches  Gleichgewicht zwischen o und  f-lsomeren und nicht
ausschliesslich die thermodynamisch ungiinstigere @-Verbindung, wic im Fall von 34.
Beim o-Isomer 45 entfillt, durch die fehlende 3°-Substitution der Ribose, die
Maglichkeit zur Ausbildung einer stabilisierenden gabelférmigen WasserstofThriicken-
bindung. Aus diesem Grund stellt sich ein Gleichgewicht zwischen den Isomeren ein.
Die Ausbeute dieser Stute war mit 38 % schlechter als bei analogen Reaktionen. Als
Grund hierftir kann die Spaltung der N-glykosidischen Bindung von 45 und 46 wiihrend
der Reaktion angefiihrt werden, die in dieser Form nur bei der Synthese von 34
beobachtet wurde, obwohl die Reaktionen unter basischen Bedingungen ausgefiihrt
wurden. Als Nebenverbindung konnte deshalb bei dieser Reaktion immer das 17,274~

Triacetylribopyranosid in grosseren Mengen isoliert werden (Abbildung 55).

Abbildung 535 ", 2°, 4'-Triacetylribopyranosid.

Durch nachfolgende Reduktion der Nitrogruppe in 45 und 46 mit Wasserstoff und PtO,
als  Katalysator zur  Aminogruppe und sofortige Umsetzung  dieser instabilen
Verbindung mit emer Suspension aus Alloxanmonohydrat und Borsiure in Eisessig
wurde cin neues Flavinribosid 47 in 5 % Ausbeute erhalten. Die geringe Ausbeute im
Vergleich  zu 36 ist  gegebenenfalls  darauf zurtickzufiihren, dass  das /-
Isomerengemisch 45 und 46 nicht durch eine gabelformige Wasserstoltbriickenbindung
wie beim a-Isomer der Ribose 34 bei der Hydrierung stabilisiert wird und aus diesem
Grund die Zersetzung der Verbindung beschleunigt wird. NMR-Untersuchungen
bestitigten Tiir das neuc Flavin-/g-Ribopyranosid die erwartete Struktur 47.  Fiir die
weiteren Untersuchungen muss die Ausbeute von 47 gesteigert werden und die
verbleibenden  Schutzgruppen  mit  ammoniakalischer Methanol-Losung  entschiitzt
werden. Nach der  Einfilhrung der fiir die  Oligonucleotid-Synthese relevanten
Schutzgruppen kann 27 als potenticll katalytisch aktiver Baustein fiir eine RNA-Welt

eingeselzt werden.
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4.3 Synthese und Eigenschaften von Flavinribofuranosiden

Fiir die Synthese des Flavin-/-D-riboturanosid 28 wurde der Ribose-Vorlidufer in der
Furanose-Konfiguration fixiert. Dies gelang nach einer Vorschrift von Heyns und Lenz
Hierbei wurde dic D-Ribose am C(-OH benzyvhert (s. erster Syntheseschritt in Schema
1.

(48) erhalten und was von weit grosserem Interesse war, ausschliesslich in der

[221, 222]

Bei dieser Reaktion wurde ausschhiesslich das 1'-Benzyl-f-D-ribofuranosid

furanosidischen Konstitution. Ausgehend von dieser Verbindung wurden anschliessend
zwei alternative  Reaktionswege, mit unterschiedlichen  Schutzgruppenstrategien,

verfolgt.

4.3.1 Synthese eines Flavinribofuranosids via Acetylschutzgruppen

Der Ribofuranose-Vorliufer 48 wurde zuerst mit Essigsiiureanhydrid in Pyridin in das
Acetyl-geschiitzte Ribofuranosid 49 umgewandelt (Schema ). Anschliessend wurde
die Benzyl-Schutzgruppe mit Wasserstoff und Pd/C als Katalysator entfernt, und man
erhielt quantitativ 50 als Ausgangsverbindung {tir ein aul Ribofuranose basierendes
Flavinnucleosid. Das Ribofuranosid 50 wurde anschliessend mit einem Uberschuss an
Nitroxylidin in absolutem Ethanol erhitzt und man crhielt 51 in 55 % Ausbeute. NMR-
Untersuchungen des Produkts 31 zeigten, dass das anomere Zentrum der Ribose a-
konfiguriert war. Wichtigstes Kriterium fiir diese Feststellung, dass es sich um das -
Konfigurationsisomer handelt. ist ein NOE-Signal zwischen dem C(17)-H und dem
C#7)-H des Zuckers. Die Nitrogruppe in Verbindung 51 wurde mit Wasserstoft in
Gegenwart von PtO> reduziert und die Reaktionslosung direkt tiber einen Filter in eine
Losung von Alloxan und Borsiure in Eisessig gegeben. Das gewiinschte Flavin 52

konnte je nach gewihiten Reaktionsbedingungen mit einer Ausbeute zwischen 5-20 %

isoliert werden.
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Benzylalkohol, HO AN (CH4CO),0,
% HCI \LW Pyridin

30 % - quant.
OH OH
31 48
0.0
H,, Pd/C 10 %, j Nitroxylidin,
MeOH EtOH, NH,CI
quant. B 55 9% -

1. P10,, EtOAc, H,
2. Alloxan, B(OH)5
CH,COOH

Y

50%

MeOH, NH,

y

OH OH
28

Schema 11 Synthese von 28 vig Acetyischutzgruppen,

Die unterschiedlichen Reaktionsbedinaungen, die fiir die Optimicrung der Synthese von
52 ausprobicrt wurden, sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Falls die Reduktionszeit
wiihrend der Hydrogenicerung sehr kurz gewiihlt wurde (1-3 min bei 2 bar Wasserstoft)
konnte das neue Flavin 52 nach Reinigung tber eine priparative HPLC in Ausbeuten

bis zu 20 % als leuchtendes gelbes Pulver erhalten werden. Lingere Reduktionszeiten
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(bis zur kompletten Entfiarbung der Reaktionslosung) verringerten die Ausbeute an

Flavin 82 bis auf 5 % .

L /M\WN\ e

N / N NH

Ox_O. N

N\

7 /"O’\:"’H N ke
0y, 0 0.0

32 = A: f-lsomer, gewlinschtes

Hauptprodukt
54 = B: a~Isomer

o)

o
N
j\jf\jdj%f\llgo

-

HO [
T

O

7

O

53 = C:offenkettige Verbindung

Ansatz, LM Katalyst Base  Extras Zeit Zeit  Produkte  Ausbeute
(mg) (10 (H>, min) (Alloxan,  (Flavin, (%)
eq) min) Verhiltnis
[A:B:CDH
100 EtOAc PO,  N(Eoy - 20 60 3[4:1:1] 8
100 EtOAc  Pd/C 10% N(E; 10 45 3112:11:5] 8
100 EtOAc PtO, N(E); 10 (20 314:0.5:1] <5
100 EtOAc PtO; N(E); [0 10 I (+Edukt) 6
100 EtOAc  Pd/C 10% N(EUs  Proton- 20 45 nur BEdukt -
Sponge
100 EtOAc  Pd/C 10% N(EU S 45 2117:1:0] 17
100 EtOAc  Pd/C 10% N(Eb); 4 45 I (+Edukt) 14
100 rBuOAc Pd/C 10% N(ED; 19 45 I 7
160 EtOAc  Pd/C 10% N(ED) 23 45 I (+Edukt) 13
100 EtOAc  Pd/C 10% N(Eh; 16 10 I (+Edukt) I8
100 EtOAc  Pd/BaSO; N(ED 21 4 I (+Edukt) 8
Tabelle 5 Optimicrungsversuche fiir dic Synthese von 52.
Wurde die Base. die in einem grossen Uberschuss der Hydrierung zugesetzt wurde,

weggelassen, konnte man in schr guten Ausbeuten ein Derivat des Riboflavins isolieren,

,,,,,,
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das der offenkettigen Verbindung 53 entsprach. Diese Beobachtung lisst sich mit

folgenden Reaktionsmechanismus erkliren (Schema 12):

PtO,, EtOAC, Hy

C

@)
I

NN
OoN o~ |
i PN
| | : TN N‘ N0
i - p Alloxan, B(OH)3.
E.\ re \\/ L
o CH,COOH
e \L R: O-Schutzgruppe; H
0/ o
e

53 R: OAc

Schema 12 Mogliche Reduktion zum Imin.

Als weitere Nebenverbindung konnte das a-Flavinribofuranosid (54) in Ausbeuten

zwischen 2-5 % isoliert worden.

Spezielle NMR-Un ichungen des Hauptprodukts 82 wurden vorgenommen, um die
Konfiguration des anomeren  Zentrums und die  Konformation der Base zur
alycosidischen Bindung zu kliren. Der eindeutigste Hinweis, dass es sich um cine /-
Konf’iguration am anomeren Zentrum handelt, ist ein starker NOE-Effekt zwischen
C(1")-H und C)-H. Ein starker NOE-Effekt zwischen C(9)-H am Flavin und C([")-H
an der Ribose, sowie nur schwache Wechselwirkungen zwischen C(9)-H und C(27)-H
sowie C(37)-H zeigen. dass das Flavin 532 bevorzugt in der syn-Konformationn vorliegt.
Die syn-Konformation der glycosidischen Bindung wiirde es dem Flavin 52 erschweren
als Base mit Paarungseigenschaften in cinem DNA- oder RNA-Doppelstrang
mitzuwirken.

Dic Abspaltung der Acetylschutzgruppen von 52 wurde unter milden Bedingungen

(z. B. Ammoniak in absolutem Methanol) vorgenommen. Jedoch schlug der Versuch,
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alle Acetylgruppen abzuspalten, fehl. Die Verbindung 28 konnte nicht isoliert werden.
Dies ist ein starker Kontrast zu dem ansonsten gleichen Pyranosid-Konstitutionsisomer,
bei dem dies ohne Schwierigkeiten und in guten Ausbeuten gelang. Wir haben bei allen
Entschiitzungsversuchen festgestellt, dass sich die Verbindung 28 sehr schnell zersetzt.
Wihrend  der  Entschiitzungsreaktion  wurde  immer  die  Entstehung  von
Dimethylalloxazin als Zersetzungsprodukt beobachtet. Die Reaktion wurde zudem
durch das Einwirken von Licht beschleunigt., Die schrittweise Abspaltung  der
Acetatgruppen, einschliesslich der C(27)-H konnte mittels DC verfolgt werden. Es
gelang nicht, die Zielverbindung 28 zu isolieren (auch unter Lichtausschluss und unter
Inertgas). Dics lisst sich vielleicht auf einen moglichen H-Transfer von der syn-

stindigen Flavinbase zum Zucker zurtickftihren (Schema 13).

opoHt g OHOH 5

o
> N A

T

’/k\‘i - N'/):;E\N"’/\\\O

. H T Zersetzung
HO

\‘\<9‘:?7
OHOH

Schema 13 Maglicher Zersetzungsmechanismus von 28 unter aneroben Bedingungen.

4.3.2 Synthese eines Flavinribofuranosids via TIPS- und Acetylschutz-
gruppen
Bei dieser Syntheseroute wurde versucht, durch die  Einfiihrung  einer TIPS-

Schutzgruppe am C(57)-OH von 48, eine nachtriigliche Umwandlung der Furanose- in

10A
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die Pyranoscform der Ribose zu vermeiden (Schema 14) um dadurch womdoglich auf

. : ) 223,224 v s e Frterhiif
weitere Schutzgruppen verzichten zu konnen.™ Y Dies wiirde die Entschiitzung von

55 unter anderen, milderen Bedingungen ermoglichen.

TIPSCI, Imidazol,

23%/:1zgléallkoho!, DMAP. THE
30 %% : 36 %
OH OH
48
H,, PA/C 10 9% Nitroxylidin,
O/\[’ﬁ MeOH - EtOH, NH,CI
= quant. 36 %

(CH@CO)/)O,
Pyridin
................ ._».;
76 %

S8 59
@]
W I/ﬁ N \\[/U\ NH

PO, EtOAG, Hy, —\ ¢
2 Alloxan, B(OH), %
CH,COOH

OH  OH

35 28

Schema 14 Synthese von 35 via TIPS- und Acetatschutzaruppen.

Ausgehend vom Ribofuranose-Vorliuter 48 wurde die primire C(57)-OH-Gruppe mit
TIPSCL unter basischen Bedingungen bei Raumtemperatur geschiitzt. Man  erhielt
hierbei nach siiulenchromatographischer Reinigung 56 in 36 % Ausbeute als farblose,
viskose Fliissigkeit. Die Benzyl-Schutzgruppe von 56 wurde anschliessend durch

katalytische Hydrierung entfernt und man erhielt quantitativ §7. Das Ribofuranosid 57

1037
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wurde anschliessend mit einem Uberschuss an Nitroxylidin in absolutem Ethanol erhitzt
und man erhielt 58 in 36 % Ausbeute als gelbes Ol NMR-Untersuchungen des Produkts
58 zeigten, dass das anomere Zentrum des Hauptproduktes a-konfiguriert war. Als
»Nebenverbindung® erhielt man das S-Isomer (< 15 %), das nicht vom Hauptprodukt
abgetrennt werden konnte. Der Nachweis der Konfiguration des anomeren Zentrums am
Zucker gelang durch COSY- bzw. NOE-Experimente. Die Nitrogruppe in Verbindung
58 wurde mit Wasserstoff und  katalytischen Mengen PtO, reduziert und die
Reaktionslosung direkt tiber einen Filter in eine Losung von Alloxan und Borsiiure in
Eisessig gegeben. Das gewlinschte Flavin 55 konnte jedoch auf diesem direkten Weg
nicht isoliert werden. Es konnten zwar Flavine isoliert werden, diese verfiigten jedoch
iiber keine Ribofuranose mehr. Zur Erkliarung dieses Sachverhalts sei auf die frithen
Experimente von Kuhn und Mitarbeiter verwiesen, die mit dhnlichen Verbindungen die
gleichen Erfahrungen gesammelt haben und diese auch nicht erkliren konnten. Da sich
der Versuch der direkten Umsetzung von 58 zu 55 als unmoglich erwies, war die

Einfiihrung von Schutzgruppen am C(27)-OH und C(37)-OH der Ribose unverzichtbar.

Aus diesem Grund wurde der Umweg iiber eine Acetylierung mit Essigsiturcanhydrid in
Pyridin zu 59 beschritten. Man erhielt die acetylierte Verbindung 39 als gelbes Ol. das
in 76 % Ausbeute als a-Tsomer erhalten wurde und mit Spuren des f-Isomers (< 5 %)
verunreinigt war. Die Nitrogruppe von 59 wurde mit Wasserstofl zum Amin reduziert
und die Reaktionslosung direkt tiber einen Filter in eine Losung von Alloxan und
Borsiure in Eisessig gegeben. Das gewtinschte Flavin konnte in 10 %iger Ausbeute

isoliert werden, Die Reaktionsbedingungen wurden nicht weiter optimiert, da bei dieser
Syntheseroute keine wesentliche Verbesserung der Ausbeute gegeniiber der Acetylroute
zu erwarten waren. Die Verbindung 55 konnte als reines f-Isomer nach Reinigung
mittels MPLC isolicrt werden. Charakteristisch ist auch hier ecin starker NOE-Effekt
zwischen C(17)-H und C(+47)-H der Ribofuranose, der nur in der A-Konfiguration
moglich ist. Ein NOE-Effekt zwischen C(57)-Hy und C(9)-H am Flavin weist auf eine
syn-Konformation am glycosidischen Zentrum hin. Auffillig ist auch, dass das Signal
fiir das aliphatische C(1")-H sehr stark tieffeldverschoben ist (7.2 ppm), was darauf

hindeutet, dass das Proton im Ringstrom des Flavinaromaten befindet
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Die Abspaltung der Acetylschutzgruppen von 55 wurde unter milden Bedingungen
(z. B. Ammoniak in absolutem Methanol) vorgenommen. Jedoch schlug auch dicser
Versuch, die beiden Acetylgruppen abzuspalten, fehl und die Verbindung 28 konnte
nicht isoliert werden. Wir haben bei diesen Entschiitzungsversuchen festgestellt, dass
sich die Verbindung 28 sehr schnell zersetzt. Wiihrend der Entschiitzungsreaktion
wurde immer dic Entstehung von Dimethylalloxazin als Zersetzungsprodukt beobachtet.
Diese Reaktion wurde ebenfalls durch das Einwirken von Licht beschleunigt. Die
schrittweise Abspaltung der Acetatgruppen einschliesslich der C(27)-OAc konnte auf
dem DC verfolgt werden, es gelang jedoch nicht, die Zielverbindung 28 zu isolieren

(auch nicht unter Inertgas, vegl. Schema 13).

4.3.3 Synthese eines I'lavinribofuranosids via Acetonidschutzgruppe

Um die Moglichkeit auszuschliessen, dass die Instabilitit von Verbindung 28 auf die
basischen Entschiitzungsmethoden, die bei der Verseitung der Acetat-Schutzgruppen
notwendig waren, zuriickzufiihren ist, wurde die siurelabile Acetonid-Schutzgruppe
eingefithrt, um die Ribose zu schiitzen. Der Vorteil ciner Acetonid-Schutzaruppe ist
weiterhin, dass sie wie eine Klammer die D-Ribose in der Furanose-Form hilt (Schema

15).
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1, NH,CI,

HO
O~ .OH
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OH OH
Aceton, H.S0,,
90 %
o OH
60
0.0
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Nitroxylidin, EtOl
66 %
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{CH,C0),0, e
Pyridin,
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e L
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Os_ O
ﬁ 1ot
0.0

1. P10,, EtOAC, H,
2. Alloxan, B(OH)g,
CH;COOH

63

Schema 15 Synthese von 64 vig Acetonid-Schutzgruppe.

Die Synthese der C{2)-Ci3") geschiitzten Ribose 60 kon

[l

Mitarbeiter in sehr guten Ausbeuten nachvollzogen werden.™”

Ribose 60 mit Nitroxvhdin zu 61 nach einer Vorschrift

OH OH

nte nach Nishimura und
' Fiir die Umsetzung der

von Kuhn, musste auf
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wasserfreie  Bedingungen geachtet werden, da ansonsten keine Umsetzung  zu
beobachten war und im weiteren Reaktionsverlaut die Zersetzung des Zuckerbausteines
auftrat. Die Zugabe von Molekularsieb withrend der Reaktion erwies sich als hilfreich.
Wurde das Molekularsicb allerdings schon zu Beginn der Reaktion zugegeben, konnte
keine Umsetzung von 60 beobachtet werden und es konnte auch nach mehr als
sechsstiindigem  Kochen nur  das  Edukt  (quantitativ) isoliert werden. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass fiir das Starten der Reaktion Spuren
von Wasser notwendig sind. Im weiteren Reaktionsverlauf erreicht man durch Zugabe

coewicht auf die Seite des Produkts

von Molekularsieb, dass das Reaktionsgleichg
verschoben wird. Es wurde 61 als a-Tsomer. mit Spuren des f-Isomers (< 3 %) in 66 %
Ausbeute als gelbes Ol isoliert. Die direkte Umsetzung von 61 zu 62 gelang nicht, da 61
mit der freien C(57)-OH  wiihrend der Hydrierung der Nitrogruppe und der
anschliessenden Umsetzung mit Alloxan und Borsiure Nebenreaktionen einging, die es
nicht ermoglichten, die gewiinschte Verbindung 62 zu isolieren. Als Hauptprodukt bei
diesen Versuchen wurde ein Flavin erhalten. an dem lTaut NMR-Untersuchungen zwei
Ribosyl-Reste hingen. Die genaue Struktur konnte jedoch nicht aufgeklirt werden
(Abbildung 56). Dic Klirung der Frage. ob der zweite Ribitylrest wirklich iiber das
C(57)-0 des Zuckers oder aber am Flavinheterozyklus iiber N(1) oder N(3) gchunden
ist, wurde verschoben und ist im Moment Gegenstand der Forschung. Vielleicht gelingt
es an Hand dieser Verbindung den lichtinduzierten Zerfallsmechanismus  der
Flavinribosidnucleotide zu studieren und den postulierten Mechanismus in Schema 13

zu bestiitigen.
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Abbildung 56 Vermutliche Srruktur des Hauptprodukies. dass bei der Umsetzung von 61 zu 62 entstand.
Auch bei dieser Synthese war somit der Umweg iiber eine weitere Schutzgruppe
notwendig. Deshalb wurde 61 in Essigsiiureanhydrid und Pyridin verestert und man

erhielt 63 analysenrein und nahezu quantitativ als gelbes Pulver. Um Kristalle fir eine

L1l
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Rontgenstruktur zu erhalten, wurde eine kleine Menge 63 in Ethanol umkristallisiert.
Man 63 wurde in Form feiner gelber Nadeln erhalten. Die Rontgenstruktur (Abbildung
57y zeigt eine gabelformige Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem H-Donor N(IHH
und den zwei H-Akzeptoren O(2) und O(27). Das anomere Zentrum liegt in der o-

Konfiguration vor. Diese Ergebnisse decken sich auch mit den entsprechenden NMR-

Untersuchungen.

Abbildung 57 Rontgenstrukiuranalyse von 63,

Reduktion der Nitrogruppe in 63 crgab die Aminoverbindung, die sofort mit Alloxan
und Borsiure in Eisessig zur Reaktion gebracht wurde, um das Acetonid geschiitze
Flavinribofuranosid 64 zu erhalten. Diese Reaktion verlief sauber und reproduzierbar in
22 % Ausbeute und man erhielt 64 als gelbes Pulver. Laut NMR-Untersuchungen findet
auch bei dieser Reaktion eine vollstindige Konformationsumkehr des a~-Konformers 63
in das f-Isomer 64 statt. Dass es sich bei Verbindung 64 um das f-Isomer handelt wird

=

an einem starken NOE zwischen CO1U-H und C(4y-H deutlich,

Die anschlicssende  Abspaltung der Acetonidschutzgruppe in 64 erwics sich als
schwieriger als erwartet. Diese Schutzgruppe ist tiberraschenderweise in Eisessig, auch
nach vierstiindigem Riihren. stabil. Die Verwendung stiivkerer Siiuren ist, wie sich in

Vorexperimenten gezeigt hatte. nicht sinnvoll, da die Flavin-Riboside, wie schon von
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Kuhn beobachtet, aussergewohnlich sidureempfindlich sind. Die in der Literatur

[227]

IR N . . R
erl " und Lipshutz und Mitarbeiter™" zur

bekannten Methoden von Kim und Mitarbeite
Acetonid-Abspaltung, ermdglichten cs ehentalls nicht, das gewiinschte Flavin 28 zu
isolieren. In allen Fillen schlug der Versuch, die Acetonid-Schutzgruppe abzuspalten
fehl, und es wurde immer ein rascher Zerfall der Verbindung festgestellt. Der Nachweis

von Dimethylalloxazin als eines der Zerfallsprodukte legt auch bei diesen Versuchen

die Vermutung nahe, dass die glycosidische Bindung in 64 gebrochen wurde.

Die schnelle Zersetzung von Verbindung 28 unter basischen und sauren Bedingungen
ist ein tiberraschendes Ergebnis. Die beobachtete Instabilitit von N(10)-verbundenen
Flavin-Ribofuranosiden ist besonders interessant, wenn wir berlicksichtigen, dass alle
heute bekannten N(1)-verbundenen Alloxazin-Riboflavinfuranoside, dic von Pfleiderer
und anderen Gruppen synthetisiert wurden, stabile Verbindungen sind./® ' 2 Dicge
Alloxazin-Ribofuranoside  konnen  chemisch  manipuliert  werden  und  als
Fluoreszenzmarker in DNA-Einzel- und Doppelstringe eingebaut werden. Unsere
Zielverbindungen haben im Gegensatz zu den Pflleiderer-Systemen einen N(10)-
gebundenen Flavin-Chromophor, der in der Lage ist, an Einzelelektroneniibertragungen
und bei Hydrid-Transfer-Reaktionen teilzunehmen. Im Gegensatz zu den N(1)-
gebundenen Alloxazin-Verbindungen besitzen die N(10)-gebundenen Flavin-Systeme
die spezielle Reaktivitit, die fiir Flavin-Coenzyme notwendig ist. Diese Reaktivitiit ist
unserer Meinung nach fiir die hohe Instabilitit von 28 verantwortlich. Basierend auf den
bekannten Eigenschaften, dass der Flavin-Baustein in der Lage ist, ein H-Atom von
organischen Verbindungen zu abstrahieren, knnen wir spekulicren, dass eine solche H-
Abstraktion vom Ribose-Baustein (bevorzugt vom C(2M)H) die Grundlage fiir die
beobachtete schnelle Spaltung  der glvkosidischen Bindung sein konnte. Uber-
raschenderweise schiitzt das stabilere Flavinribopyranosid 26 den Ribosezucker durch

die anri-Konformation der glvkosidischen Bindung vor diesem Zerfall,
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4.4 Synthese von Desoxyribose- oder Desoxyarabinosederivaten

Das menschliche Immunschwiichevirus HIV-1 (human innnunodeficiency virus)y ist ein
Retrovirus und der allgemein anerkannte Ausloser der Immunschwiichekranheit AIDS
(acquired immune deficiency svodrome). HIV-1 zeigt, wic andere Retroviren, eine
ungewohnliche genetische Strategie: Information fliesst — anders als sonst - von der
RNA zur DNA. Durch dic Reverse-Transkriptase, eine RNA-abhiingige DNA-
Polymerase, wird die einzelstringige RNA des Virus in doppelstriingige DNA
umgeschrieben. Diese DNA wird dann in das Genom des Wirts eingebaut und dort
repliziert. ! Da menschliche Zellen nicht auf die Reverse-Transkriptase (RT), die vom
Virus eingeschleust wird, angewiesen sind, stellt dieses Enzym einen idealen

Ansatzpunkt fiir die Entwicklung eines Medikaments oder Impfstoffes dar.

Die cinzigen zur Zeit eingesetzten AIDS-Medikamente sind Nucleosid-Analoga wie
AZT (3’ -Azido-27.3 -dideosoxythymidin), ddl (2°.3-Didecosoxyionidin) und ddC
(27,3’ -Didesoxeytidiny,  die  bei  der Umwandlung  der Genom-RNA  in eine
doppelstringige provirale DNA durch die RT als Terminatoren wirken (Abbildung
58).% Diese Nucleoside werden von den Zellen aufgenommen und in  dic
entsprechenden Triphosphate tberfiihrt, die den eigentlichen aktiven Inhibitoren
darstellen. Aufgrund ihrer fehlenden 3°-OH Gruppe bewirken sie den Kettenabbruch bei

der DNA-Synthese. 12291

NH,
A
L
HO. 07 N7
0
AZT ddi ddC
Abbildung 38 Nucleosid-Analoga in der AIDS-Therapie. Diese wirken als Terminatoren bei der DNA-

Synthese.

P
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Es gibt auch eine Klasse von neuen, nicht auf Nucleosidbasis bestehenden RT-

Inhibitoren, dic cine geringere Toxizitit zeigen. Diese Inhibitoren binden an den

Untereinheiten der RT und inhibieren diese. Leider wurde hier die anfinglichen
Euphorien gedimpft. da sich in weniger als einem Monat Resistenzen entwickeln
[231]

konnen. In den letzen Jahren wurden mehrere Kokristallstrukturen (<4 A

Auflosung) zwischen der RT (bzw. einem ihrer Abschnitte der RNase H) und cinem

“()() 232233

Nicht-Nucleosid veroffentlicht U Diese Strukturdaten sollen es in der Zukunft

ermoglichen, neue effiziente Inhibitoren gegen diese Krankheit zu entwickeln.

Zur Zeit sind jedoch immer noch die auf Nucleosid-Bausteinen beruhenden Inhibitoren
die wirkungsvollsten Medikamente. Deshalb gehdrt es zu den aussichtsreichsten
Forschungsprojekten, neue Inhibitoren auf Nucleosidbasis zu entwickeln. Eine mogliche
Modifikation des bisherigen Ansatzes scheint in diesem Rahmen notwendig und sehr
vielversprechend. Die bisherigen Nucleosid-Tnhibitoren wurden von der RT eingebaut
und bewirkten einen  Strangabbruch  wihrend der DNA-Synthese. Bei liingerer
Anwendung kommt es hierbei zu Resistenzbildung, Ein neuer Ansatz wiire, wenn man
der RT die Moglichkeit giibe, ein kunstliches Nucleosid (z. B. auf Flavinbasis)
einzubauen, das withrend der Transkription oder spiiter im Genom des Wirtes falsch
oder gar nicht repliziert werden  wiirde. Dadurch kénnte die  Verbreitung  des
Virtusgenoms eingeschriinkt bzw. unterbrochen werden. Das 2°-Desoxyribosyl-6,7-
dimethylflavin (29) oder Derivate (z. B.: 30 und 65) wiiren hierfiir die idealen Bausteine
(Abbildung 59). Sie kdnnen vielleicht von der Zelle oder im voraus in das notwendige
Triphosphat tiberfiihrt werden und anschliessend mittels der RT in den DNA-Strang
eingebunden werden. Der Einbau des Flavinnucleosid sollte auferund der grossen
Fehlerrate der RT moglich sein."’! Es wiire auch denkbar ein Flavinribosid mit einer
hydrolyselabilen Gruppe am C(27)-OH der Ribose zu verwenden (z. B. 66). Im Kérper
wird diese Schutzgruppe durch Hydrolyse gespalten und die freie OH-Gruppe schiidig

fasd

anschlicssend gegebenenfalls dic Virus-DNA.
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R:H 30 Ry Ac

66

Abbildung 39 2*-Desoxyribosyl-6.7-dimethylflavine 29, 30 und 65 und ein Ribosyl-6.7-dimethylflavin
66 mit hydrolyselabiler Schutzgruppe als potentielle Medikamente fiir eine neue Strategie im Kampf
gegen AIDS.

Dic entscheidende Frage. dic nun zu kliren ist, wiire, ob es bei der Transkription oder
bei der Replikation spiiter im Genom des Wirts zu Schiiden kommt, die die Verbreitung
des Virus verhindern oder zumindest erschweren. Die Wahrscheinlichkeit, dass das
Flavinnucleosid in die humane DNA  eingebaut wird, ist wegen der hohen
Replikationsgenauigkeit eher unwahrscheinlich. Falls es jedoch doch moglich sein
sollte, wird das kiinstliche Flavinnucleotid bevorzugt in sich schnell teilende Zellen
(z. B. Krebszellen) eingebaut werden (vielleicht ein interessanter Ansatz fiir die

Krebstherapie).

4.4.1 Synthese eines Desoxyriboflavinnucleosids

In der Diplomarbeit von Richard Quaderer wurde versucht, ausgehend von 2’-Desoxy-
37.57-di-O-(p-chlorbenzoyh-D-ribofuranosyichlorid (67) das Flavinnucleosid 68 aufzu-

12341

bauen. Es gelang ihm, cinen Flavinvorliufer (69) zu synthetisicren. Diese
Ergebnisse stellten einen sehr gute Basis fiir die Synthese des Desoxyribofuranosyl-

flavinnucleosids (68) dar (Schema 16).

L1LA
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69

71

~OH
70

11 MeOH, Pyridin
L2 p-CIBzCL, Pyridin
l 3. Eisessig, HCI

f0 s

I o
5 o
Ci 67
O%’/O
t*ﬁ '/l‘
Cl Nitroxylidin,
Tetramethylharnstoff,
Silbertriflat,
5 %
OZNK\}L/ OoN._ N
L S Bog— -
O (Boo),O
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56 % )74

1. PtO,. EtOAc, H,
2. Alloxan, B(OH),.
CH;COOH

~1. PtO,, EtOAC, H,
<72, Alloxan, B{OH).
CH,COOH

O
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Schema 6 Versuch der Synthese des 27-Desoxyribofuranosyltlavinnucleosids 68.

Ausgangspunkt der

o

Synthese war dic literaturbekannte Verbindung

67, dic

dts

o

Desoxyribose (70) hergestellt werden konate, ™! Die anschliessende N-Glykosidierung

L7
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. 223, 236-239
gelang mittels einer Konigs-Knorr-Synthese, die in der Literatur bekannt ist. ' 10231

Die Reaktionsbedingungen wurden soweit optimiert, dass die Reaktion auch auf N-

Glykosidierungen mit sehr guten Ausbeuten angewendet werden konnte. Fur dic

Umsectzung von 67 mit Nitroxvhdin, Silbertritlat und Tetramethylharnstoff war es
erforderlich, unter wasserfreien Bedingungen und unter Lichtausschluss zu arbeiten. Fiir

die Aufarbeitung von 69 war es von Vorteil, das withrend der Reaktion ausgefallene
Silberchlorid mittels Filtration iiber Celite zu entfernen und das Filtrat mit sehr
verdiinnter  wiissriger NaHCOs-Losung zu waschen, um das Ausfillen weiterer
Silbersalze zu vermeiden, die die wiissrige Aufarbeitung erschwerten. Durch zweitache
Umkristallisation aus Aceton konnte 69 ohne siulenchromatographische Reinigung
vom iiberschiissigen Nitroxylidin gereinigt werden und in Form von feinen gelben
Nadeln in schr guter Ausbeute erhalten werden. Die anschlicssende katalytische
Hydrierung zum Amin verlief schr schnell (wenige Sekunden), wie man am Entfdrben
der gelben Reaktionslosung verfolgen konnte. Die sich dircke anschliessende

Umsetzung von des Amins mit Alloxan und Borsiure in Essigsiiure zum Flavin verlief

in sehr guten Ausbeuten. Es stellte sich allerdings bei der anschliessenden detaillierten
NMR-spektroskopischen Untersuchungen heraus. dass es sich nicht, um dic erwartete

Verbindung 68 handelte, sondern um das entsprechende offenkettige und reduzierte
Flavinribosid-Derivat 71. Diese Vermutung wurde durch Derivatisierung von 71
unterstiitzt. Unter milden alkalischen Reaktionsbedingungen wurden die Benzoyl-
Schutzgruppen von 71 abgespalten und man erhielt das Didesoxyribitylflavin 72. Die
freien OH-Gruppen von 72 wurden anschliessend mit Essigsdureanhydrid in Pyridin zu

73 acetyhicrt. Man erhielt dabei. das dreifach acetylierte Flavinribosid 73 (Schema 17).

5 O
% /H\NH | Sy . "
g LT EN”&\‘/ o TL\ l\\o
0
““““““ o Loh > Oﬁ/'Q \[/ ’l\o’/l;\
cl "o o”
kﬁ’ 0 ’/&O
o T 72 73

Schema 17 Dertvatisierung von 71
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Die Hydrierung des Desoxyribosid 69 liuft anscheinend nach dem gleichen Reaktions-
mechanismus wie bei der Ribose, wenn ohne Basen gearbeitet wird (Schema 12). Nach
der Ringoffnung bildet sich als Zwischenstufe ein Imin, das sehr schnell, unter den
vorhandenen Bedingungen (PtO-/H, Base). zum Amin reduziert wird. Dieses reagiert
dann mit dem Alloxan zum gefundenen Flavin 71. Diese Reaktion trat auch bei leicht
geiinderten Reaktionsbedingungen auf, bei denen entweder die Base ganz weggelassen
wurde oder durch eine stirkere Base ersetzt wurde. Um diese ungewollte Reaktion zu
vermeiden. wurde die sekundire Aminogruppe des Nitroanilins 69 Boc-geschiitzt und
somit 74 erhalten. Bei der weiteren Umsetzung von 74 konnte zwar die Entstehung, des
sonst intermedidr auftretenden Imins und dessen Reduktion zum Amin vermieden
werden, jedoch waren die Bedingungen zur Abspaltung der Boce-Schutzgruppe mit 1 ¢

TFA in Eisessig zu rigoros, so dass die Ribityleinheit vom Flavin abgespalten wurde,
was durch das Auftreten von Lumazin als Hauptprodukt deutlich wurde. Unter diesen

Bedingungen gelang es nicht, das gewitinschte Flavin 68 zu erhalten bzw. zu isolieren.

Es zeigt sich, dass das 2-Desoxyribosid im Vergleich zum Ribofuranosid viel instabiler
ist, so dass es auf diesem Weg nicht gelang, das zur Ribose analoge Desoxyribo-
nucleotid zu isolieren. Diese grossere Instabilitit ldsst sich unter anderem auf die

fehlende 27-OH-Gruppe der De soxyribose zurtickfiihren, die sich stabilisierend auf das

System auswirkt.

4.4.2 Synthese eines Fluorderivats des Desoxyarabinosylflavinnucleosids

8]

Dic Schwierigkeiten beim  Versuch der Synthese des Desoxyribofuranosylflavin-
Nucleotids 29 sind  vermutlich  aut  die  fehlende  Substitution  mit  einem
elektronenziehenden Substituenten in der C(27)-Position der Ribose zuriickzufiihren.
Dadurch wird die Verbindung tm entscheidenden Syntheseschritt, der katalytischen
Hydrierung des Nitroxylidin-Vorliufers des Flavins, destabilisiert und es kommt zur
Reduktion der Ribityleinheit (siche <.4.1). Es war aus dicsem Grund naheliegend, dass
durch Einftthrung eines elektronenzichenden Fluorsubstituenten in der C(2%)-Position

der 27-Desoxyribose das Flavin stabilisiert wird (Schema 18). Ein weiterer Vorteil der

119
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~ N y : : e e 19
Fluorverbindung gegentiiber anderen Verbindungen ist, dass man mittels des "F-NMR-
Spektrums sehr gute Aussagen iiber die Reinheit und das Isomerenverhiltnis der

Verbindungen erhalten kann.

HBr/HOAC
71 %

DAST, CH,Cl,

64 %

P
K/I 0o Nitroxylidin, 1. PtO,, EtOAC, Hp
o.F Tetramethylhamstoff, 2. Alloxan, B(OH),
0 < \ln Silbertriflat CH3COOH
] . :
o 7 54 % 12 %

o 78

I
Schema 18 Synthese eines fluorhaltigen 27-Desoxyribofuranosylflavinnucleosids 30.
Dic Synthese des Desoxyarabinose-Vorlidufers 75 konnte nach Howell und Mitarbeiter
U - T rars <oy 1240027 g , V .
in sehr guten Ausbeuten nachvollzogen werden. Durch die Umsetzung von a-D-
ribofuranose-1,3,5-tribenzoat als Ausgangsverbindung mit DAST als Fluorierungsmittel
in Methylenchlorid konnte 76 in guten Ausbeuten erhalten werden. Bei der Reinigung

von 76 war jedoch daraul” zu achten, dass die siiulenchromatographische Reinigung

"0
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nicht ausreichte und das Produkt erst durch Umkristallisation aus heissem Ethanol in
Form farbloser Kristalle erhalten werden konnte. Bei der Bromierung von 76 war ein
arosser Uberschuss an HBI/HOAc¢ (5-10 dquiv.). trockene Bedingungen (Zugabe von

aktiviertem Molekularsieb) und gegebenentalls eine leichte Temperaturerhdhung (ca

45 °C) notwendig, um 75 quantitativ zu erhalten. Bei der Aufarbeitung von 75 war
darauf zu achten. dass sehr vorsichtic mit NaHCOs-Losung gewaschen wurde. Bet der

anschliessenden Glycosidierung zu 77 mit Nitroxylidin unter leicht modifizierten
Konigs-Knorr-Bedingungen  musste  aul wasserfreie  Bedingungen  (aktiviertes
Molekularsieb) und Lichtausschluss (wegen des verwendeten Silbertriflats) geachtet
werden.™ Bei der Reinigung von 77 war darauf zu achten, dass nur mit sehr
verdiinnter wissriger NaHCO;s-Losung ausgeschiittelt werden konnte, da ansonsten
Silbersalze ausfielen, die das Ausschiitteln erschwerten. 77 konnte durch zweifache
Umkristallisation aus Aceton quantitativ. von dem im Uberschuss vorlicgenden
Nitroxylidin befreit werden und fiel analysenrein, als «//f-Isomerengemisch (1:1)

Form feiner gelber Nadeln an.

Die Abtrennung des S-lsomeren gelang durch nochmalige Umkristallisation aus
Ethanol. Reduktion der Nitrogruppe in 77 ergab dic Aminoverbindung, die sofort mit
Alloxan und Borsiure in Eisessig  zur Reaktion  gebracht wurde, um die
Flavinribofuranoside 78 und 79 zu erhalten. Dicse Reaktion verlief sauber und
reproduzierbar in einer Gesamtausbeute von 12 %. Auffillig bei dicser Reaktion im
Vergleich zu allen vorhergehenden Flavinrcaktionen war, dass in diesem Fall das o-
Isomer 78 als Hauptprodukt erhalten wurde (7 %), Bei dieser Reaktion konnte keine
offenkettige Verbindung, wic im Fall van 71 isoliert werden, was den stabilisierenden
Effekt der Fluorgruppe in C(27)-Position der Arabinose bestiitigt, In einem Vorversuch
konnten ausserdem die  beiden  Benzovischutzgruppen des  Flavins 78  mit
ammoniakalischer Methanollosung abgespalten werden und man erhielt ein neues
Flavin, das vom Lautverhalten aut dem DC und durch seine gelbe Fluoreszenz bei 366
nm der crwarteten Verbindung 30 entsprechen diirfte. Dieser Versuch muss jetzt in
grosserem Massstab wiederholt werden, um 30 in grosseren Mengen fir weitere

Versuche zugiinglich zu machen.
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4.5

Zusammenfassung und Ausblick

Die unbekannten Konfigurationen, Konstitutionen und Konformationen von
Flavinribosiden und  Flavindesoxyribosiden, die  durch  Behandlung von
pyranosidischen und furanosidischen Ribose-Vorldufern mit Nitroxylidin und
Alloxan u.a. von Kuhn und Mitarbeiter im Jahre 1937 hergestellt wurden,

konnten aufgekldrt werden.

Die  beobachteten  grossen  Stabilitiitsunterschiede  zwischen  Flavin-
Ribopyranosiden (47 und 26) und Flavin-Ribofuranosid (28) ist ein unerwartetes
Ergebnis, das den Rahmen fiir eine potentielle Funktion dieser Bausteine als
funktionelle, informationsspeichernde Nucleobasen in einem DNA/RNA oder p-
RNA Umfeld vorgibt.”"™ =" =11 Die Flaviy in-/-D-ribopyranoside 27 und 26
besitzen die notwendigen Stabilititen und die richtige anri-Konformation der
glykosidischen Bindung. Die Verbindungen 27 und 26 koénnen aufgrund dieser
Voraussetzungen funktionelle und informationsspeichernde Eigenschaften in p-
61, 62

RNA Striingen wahrnchmen. Ste werden in naher Zukunft in p-RNA

, . : (R
Einzel- und Doppelstriinge eingebaut.!'™!

Die hohe Instabilitit des konstitutionellen Furanosid-Tsomers 28 und die
bevorzugte syn-Kontormation der  glvkosidischen Bindung verringern ihr

Potential als funktionelle und informationsspeichernde Basen in DNA oder RNA

R R)

fungieren zu konnen. ™~

Eine Mdglichkeit, das Flavinriboturanosylnucleosid 28, trotz der grossen
Instabilitit zu isolieven. wire die Schutzgruppe am C(2)-O der Ribose nicht
oder erst nach dem Einbau in die DNA abzuspalten. Der Vorlidufer eines solchen
Flavinribofuranosids konnte durch Uberbriickung von C(5)-0, C(37)-0 mit

cier cyclischen Silyl-Schutzgruppe hergestellt werden (Abbildung 60).
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R Alkyl
R, Ac, CHy

3

Abbildung 60 Moglicher Vorliufer eines stabilen Flavinribofuranosylnucleosids.

Das  Flavin-Desoxyribofuranosid 68  zeigt  mit  Abstand die  grossten
Instabilititen. Unter den gewidhlten Bedingungen, war es nicht moglich ein
cyklisches Flavinribosid zu erhalten. Dies ist wahrscheinlich auf die fehlende
elektronenziehende Gruppe in der C(27)-Position der Ribose zurlickzufiihren.
Fehlt diese. tritt als Hauptprodukt das offenkettice Flavinribosid 71 auf. Dieser
Sachverhalt zeigte sich auch bei der Synthese von 52, wo 53 als Nebenprodukt
beobachtet werden konnte. Die Stabilitiit von 68 konnte entscheidend durch die
Einfihrung cines elektronenziehenden Fluorsubstituenten verbessert werden.
Dieser neue Baustein 30, auf Basis der Desoxyribose, ist nicht nur stabiler,
sondern créffnet auch neue Wege bei der Bekiimpfung des HIV-1 Virus. Ein
weiterer  Stabilititsgewinn - wilre  zu  erwarten, wenn man eine  weitere
Fluorgruppe an der 2'-Position der Desoxyribose einfithren  wiirde (65,
Abbildung 59). Diese weitere elektronenziehende Gruppe wiirde eine Offnung
der Desoxyribose withrend der Hydrierung noch unwahrscheinlicher werden
lassen, da das entstehende Kation am C(17) der Ribose extrem destabilisiert

wiirde (val. Schema 12).
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5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Angstrom (1 A= 10""m)

abs. absolut

AcOH Essigsiure

Aoc Allyloxycarbonyl

Ar Argon

ArH aromatische Wasserstoffe

ber. berechnet

Bn Benzyl

bpy’ 2,2’-Bipyridinderivat

br. breit

bzw. beziehungsweise

¢ Konzentration

ca. circa, ungefiihr

CH-Cl, Methylenchlorid

CH;Cl Chloroform

CPG controlled pore glass

d Dublett

DBU |.8-Diazabicyclo][5.4.0Jundec-7-en.
DC Diinnschichtchromatogramm
DEAD Azodicarbonsiure-diethylester
DIEA Ethylditsopropylamin (Hiinigs-Base)
dG Desoxyguanosin

DMAP Dimethylaminopyridin

dmb 5,57 -Dimethyl-2.2 -bipyridin
DMF N,N-Dimethylformamid

DMT Dimethoxytrityl

DNA Desoxvyribonukleinsiiure (deoxyribonucleic acid)
DNase Desoxyribonuklease

dppz Dipyrido(2,3-¢:27.3 -¢)phenazin
DTT Dithiothreitol

EA Elementaranalyse

EtOAc Essigsiiurcethylester

ESI Elektrosprayionisierung
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EtOH
E,O

elc.

EtOH
FAB
FADH-"
FC

Fmoc
FmocOSu
G

gcf.

8-HDF
HOACc
HRMS
IAT

J

kDa

M

M

m
MALDI
MgSO,
MeOH
min
MM
MS

5,10-MTHFE

n. a.
NHE
n.t.
NBS
NMR
8-0x0dG
Pac

Ph

Ethanol
Diethylether
et cetera

Fthanol

fast aton bombardement
Flavinadenindinucleotid
Flashchromatographic

9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Fluorenylm
Guanin
gefunden

esittigt

g2

Y

Stunden

8-Hydroxydeazaflavin

Essigsidure

Hochautlosendes Massenspektrum
lonenaustausch

Kopplungskonstante

kilo Dalton
molar
Molmasse
Multiplett

matrix assisted laver desorption ionisation

Magnesiumsulfat

Methanol
Minuten

Molecular Modelling
Massenspektrum
5,10-Methenyltetrahydrofolat

nicht angegeben

foni

Normal-Wasserstoff-Elcktrode

nicht 1soliert

N-Bromsucel

ethyloxycarbonyl-N-hydroxysuccinimid

¢ > Hy)

Kemresmmnzspekn‘um (nucleo magnetic resonanz spectroscopy)

8-Oxodesoxyguanosin

Phenoxyacetyl

Phenyl
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phen [.10-Phenanthrolin

phi 9,10-Phenanthrenchinondiimin
PPhy Triphenylphoshin

Py Pyridin

Ry Retentionsfaktor

RNA Ribonukleinsiure (Ribonucleic acid)
RNase Ribonuklease

RP Umkehrphase (reversed phase)
RT Raumtemperatur

S Sekunden

s Singulett

SCE Kalomel-Elektrode (AgCl +¢” 2> Ag +CI)
Si-H Silica-H

Smp. Schmelzpunkt

! Triplett

TFA Triflouressigsiiure

THF Tetrahydrofuran

TOF Flugzeit (rime of flight)

Tr Trityl

u. und

uv ultraviolett

Zers. Zersetzung
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Allgemeine Arbeitsmethoden

Diinnschichtchromatogramme wurden auf Fertigplatten Kieselgel 60 Frsy der Firma

Merck, sowie auf Fertigfolien Polvgram Sil G/UV 254 der Firma Macherey-Nagel
ausgefiihrt. Die Detektion der Substanzen erfolgte durch Betrachtung mittels einer UV-
Lampe (254 nm, 360 nm) und/oder durch Anfirben mit Anisaldehyd-Tauchreagens

(10 ml Anisaldehyd, 10 ml konz. Schwefelsdure, 2 ml Essigsiiure in 180 ml Ethanol).

Analytische HPL-Chromatographic wurde aut einer Knauer-Anlage (Knauer HPLC
Pumpe 04, Interface box, variabler Wellenlingen Monitor, Entgaser, dynamische
Mischkammer, manueller Injektor, Eurochrom 2000 HPLC Software) sowic auf einer
Merck-Hitachi-Anlage (L-7400 UV-Detektor, L-7000 Interface Module, D-7000 HPLC
System Manager, D-7500 Data File Conversion Utility) durchgefiihrt. Fiir analytische
Umkehrphasen-HPLC wurden eine CC-250/4 Lu/zmxplm 100-5 RP-18 Siule und eine
CC-250/4  Nucleosil 120-3  RP-18  Siule von Machery-Nagel verwendet.  Fiir
Tonenaustausch HPLC wurde eine Nucleogel Sav 1000-8/77 Siule der Firma Machery-

Nagel verwendet,

Saulenchromatographie wurde mit Kiesclgel-60 (Korngrosse 0.040-0.063 mesh) der
Firma Merck, Flash-Kieslegel (0.063-0.1 mm) oder Kieselgel-H (Silika-H) (0.005-
0.040 mesh) der Firma Fluka unter 0.3 bar Uberdruck durchgefiihrt.  Der

Siulendurchmesser und das Laufmittel werden in Klammern angegeben.

Reagentien und Lésungsmittel wurden in den kommerziell erhiiltlichen Qualitiiten
puriss. p.a.oder purum eingesetzt und stammen von den Firmen Fluka, Aldrich, Acros,

Sigma, Novabiochen, Roth oder Peninsulab. Losungsmittel fiic Extraktionen und

3y
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Siulenchromatographie  waren technischer Qualitit und wurden vor Gebrauch
destilliert. Abdestillieren und Einengen von Ldsungsmitteln in vacuo wurde mit einem

P

Rotationsverdampfer der Firma Biichi am Wasserstrahlvakuum durchgefiihrt.

Kernresonanzspektren wurden auf den Geriiten Varian Gemini 200 (200 MHz (),
50 MHz (13C)), Varian Gemini 300 (300 MHz ('H), 75 MHz (13C), 122 MHz (31P)),
Bruker AMX-400 (400 MHz ('H), 100 MHz (13C)), und Bruker AMX-500 (500 MHz,
('H), 125 MHz (13C), 202 MHz (3IP)). bei Raumtemperatur aufgenommen. In
Klammern sind jeweils die Messfrequenz in MHz sowie das Losungsmittel vermerkt.

1woskonstante J in Hz

&8
o

Die chemische Verschiebung o wurde in ppm und die Kopplun
angegeben. Die Multiplizitit der Signale wurde mit s (Singulett), d (Dublett), ¢
(Triplett), ¢ (Quartett), quin (Quintett) und m (Multiplett) abgekiirzt. Breite Signale

werden mit br. eichnet.

~

Massenspektren wurden durch den MS-Service der ETH-Ziirich gemessen. FAB-
Massenspektren wurden auf einem VG ZAB2-SEQ-Spektrometer mit 3-Nitrobenzyl-
alkohol als Matrix aufgenommen. ESI-Massenspektren wurden auf einem Finnigan
TSQ 7000 (Probenkonzentration ca. 102 M in MeOH oder MeCN, Fluss 25 pl/min,
Zerstiubergas No) gemessen. MALDIETOF-Massenspektren wurden auf einem Bruker
REFLEX-Spektrometer (Matrix: 2.4.6-Trihydroxyacetophenon (0.5 M in EtOH) / Di
ammoniumcitrat (0.1 M in H-O). Negativ-Tonen-Modus bei -20 kV Beschleunigungs-
spannung im Reflcktron-Modus) aufgenommen. Es werden die wichtigsten Signale in
m/z Binheiten angegeben, wobet die prozentualen Intensitiiten beziiglich des Basispeaks

foe;

in Kiammerm vermerkt sind. Das Molekiilion wird dabei mit M bezeichnet.

Infrarotspektren wurden mit einem Perkin Elmer 1600-FT Spektromerer durchgeliihrt

Die Proben wurden als KBr-Presslinge  (ca. 0.3%  Substanz) untersucht. Die
Absorptionen wurden in cm-! an gegeben und nach threr Intensitit durch vs (sehr stark),

so(stark), o (mittel) und e (schwach) charakterisiert, Schultern wurden mit sh

angegeben
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Rontgenstrukturanalysen wurden von Prof. Dr. Volker Gramlich am Laboratorium fir
Kristallographic der ETH Ziirich durchgetiihrt. Die Daten wurden beim Cambridge
Crvstallographic Data Centre (CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ, Email:
xziﬁpmsit@‘*ccdc«cnn‘;,acmf\') hinterlegt. 26: CCDC-130252. 34: CCDC-130253. 63:
CCDC-44113.46: CCDC- 151811

Schmelzpunkte (unkorrigiert) wurden in offenen Kapillaren mit einem Biichi Smp 20

Apparat gemessen.

Oliogonucleotid-Synthese crfolgte aut einem Pharmacia Gene-Assembler Plus it
Oliverti M 300 Personal Computer. Standard-geschiitzte Phosphoranudite stammten von
Biorad (Industriespende det BASE AG), Pac-geschiitzte Phosphoramidite  der
natiirlichen  Desoxyribonukleoside  stammten  von  Pharmacia. Die  mit  normal
geschiitzten Nucleosiden beladenen CPG-Triiger wurden bei Peninsulab bezogen. Die
verwendeten Reagentien wurden setbst hergestellt. Es wurde Acetonitril der Firma Roth
AG mit einem Wassergehalt unter 0.3 ppm verwendet und vor der Synthese 24 h iiber 4
A-Molekularsieh getrocknet. Die Synthese von natiirlichen Oligonucleotiden e rfolgte
nach den vom  Geriitehersteller entwickelten  Protokollen. Fir den Einbau von

Dinucleosiden wurde die Kupplungszeit von 1.5 aut 6 min heraufgesetzt.

UV-Spektroskopie wurde aut einem Varian Carv 5 UV/Vis/NIR Spectrophotometer
durchgefiihrt. Die Losungen wurden im Konzentrationsbereich 0.5 < ODygy < 1.0

gemessen.

o

UV/VIS-Spektren fiir  Schmelzkurvenmessungen wurden auf einem Cary 36
UV/VIS-Spektrophotonieter der Firma Varian mit Cary Temperature Controller, Sample

Transport Accessory und Multi Cell Block gemessen. Die Messung der Temperatur

erfolgte in eincr Referenzkiivette. Der Probenraum wurde withrend der Messungen mit
Stickstoft gesptilt.  Temperaturgradient: 0.5 °C/min.  Fur  dic Messung  von

Schmelzkurven  wurden  Kuvetten  mit 4 mm Tnnendurchmesser  und 10 mm

29
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Strahlengang (Messvolumen 750-1000 ul) sowie 10 mm Innendurchmesser und | mm
Strahlengang (Messvolumen 280-320 ply von Hellma verwendet. In der Regel wurden
die Schmelzpunkte 1m Konzentrationsbereich von 0.5-8.0 uM und in einem Tris/HCI-
Puffer (150 mar NaCl. 10 mm Tris/HClL pH 7.4 (Microselet Qualitit von Fluka))

bestimmt. Die Losungen in der Kiivette wurden mit Dimethylpolysiloxan tiberschichtet,

um ein Verdampfen des Wassers zu verhindern.

Schmelzpunkte (7,) von Oligonucleotidkomplexen wurden folgendermassen
bestimmt: Die Schmelzkurve wurde mit Hilfe des Programms Origin mit einer
Polynomfunktion neunter Ordnung approximiert. Durch Ableiten des Polynoms erhiilt
man den Wendepunkt der Kurve (zweite Ableitung gleich Null). Dieser entspricht

definitionsgemiiss dem Schmelzpunkt (7).

Bestrahlungsexperimente  wurden  an einem  Fluorimeter  (JASCO  FP-750

Spectrofluorimeter) mit einer 150W Xenonlampe mit einer Schlitzbreite (SW) von 20
mm durchgefiihrt. Die Temperatur wurde tber ein Peltier-Thermostat auf 20 °C
einregulicrt. Die Reaktionen wurden unter Schutzgas durchgefiihrt. Die Anregungs-
wellenlinge betrug 360 nm. Zur Messung wurde cine 400 ul Semi Micro Cell Kiivette
aus Quartzglas der Firma Perkin Elmer (4x2 mm Lichtweg) verwendet. Fiir die
Reduktion der Flavin-enthaltenden DNA-Striinge wurde dic gepufferte DNA-Losung
(cpna = 40 0 crignctpaen = 25 MM pH = 7.50 exger = 150 mm) entgast und mit

Dithionit-Losung (¢pinioni = 10 maz) versetzt,

Molare Extinktionskoeffizienten von Oligonucleotiden bei 260 nm wurden durch
Addition der ExtinktionskoefTizienten der einzelnen Basen (A: 154, C: 7.4, G: 11.5, T:

S 71T 17.4) berechnet.
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6.2 Definitionen

Unter der Beladungsdichte cines Nucleotidtriigers versteht man jene Menge an
Nukleosid, welche pro Gramm Triger kovalent an diesen gebunden ist. Die
Bestimmung der Beladungsdichte erfolgte tiber die VIS-spektroskopische Vermessung
der unter sauren Bedingungen abgespaltenen Menge des Dimethoxytriphenylmethyl-
Kations eines Aliquots Triger. Dazu wurde cine genau bekannte Menge (~5 mg) Triger
in 5 resp. 10ml 0.1 M p-Toluolsulfonsiure in Acctonitril suspendiert und die
Absorption bei 498 nm bestimmt. Die Beladungsdichte berechnet sich dann nach
folgender Formel:

ODyganm x Volumen[ml] x 14.3 [umol/i]

Beladungsdichte = — [umol/g]
Gewicht Einwaage [mg]

Unter der Hyperchromie versteht man die relative Anderung der UV-Absorption bei

Temperaturerhthung bezogen aul die minimale Absorption (in der Regel bei tiefster

Temperatur). Sie wird definiert als:

Abs (T -~ Abs(minimal)

Z%Hyperchromie = : x 100 %
Abs(minmal)

Die optische Dichte (OD) einer Oligonucleotidiosung entspricht deren Absorption bei
einer gegebenen Wellenlinge bei 10 mm Strahlengang. Optische Dichte wird hiufig
auch als Mengenbezeichnung verwendet. In diesem Fall c—:ntxpricht. sic jener Menge an

Oligonucleotid, die in I ml gelost. die entsprechende UV-Absorption besitz

Bekannte Produkte wurden mit der Literaturstelle hinter dem Namen gekennzeichnet

P31
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6.3 Kristallographische Daten’

Kristallographische Daten von 26

Gelbe Nadeln (CH30H); C17H1gN4jO¢ 2CH3OH (M 438.4). Trikline Raumgruppe
Pl,D.= 1440 g/em=3: Z =10 = 35206 (3). h = 8894 (5), ¢ = 11.103 (6) A = 93.14
(5), £=99.71(3), y=91.08 (5): V=5058 (5) A3 A= 1.54178 A Strahlung, 4.0 > 20 <
4999, 1037 unabhiingige Reflexe, 7 = 293 K. Dic Kristallstruktur wurde mit direkten
Methoden (SHELXTL PLUS) gelost und verfeinert mit full-matrix least-squares
analysis und experimental weights  (heavy  atoms  anisotropic; H-Atome  refined
isotropically). Endwert R(I) = 0.040. wR(F) = 0.100 fiir 285 variable and 1037

beobachtete Reflexe mit 7> 4.0a(F). Diftractometer; Picker-Stoe.

Kristallographische Daten von 34

Gelbe Nadeln (H>O0): CigHo3N>Og (M 424.40). Monokline Raumgruppe P2, D, =
1354 g/ em™i Z=20a = 9041 (), b = 8148 (3), ¢ = 14.365 (11) A; a= 90, P =
103,40 (5), y=90: V = 1040.8 (11) A3 2 =0.71073 A Suahlung, 2.29 > 26 < 26.54°,

2474 unabhiingige Reflexe, 7 = 293 K. Die Kristallstruktur wurde mit direkten
Methoden (SHELXTL PLUS) geldst und verfeinert mit full-matrix least-squares
analysis und experimental veights (heavy atoms  anisotropic; H-Atome  refined
isotropically). Endwert R(F) = 0.036, wR(F) = 0.087 fir 277 variable und 2330

beobachtete Reflexe > 4.05(F). Diffractometer: Picker-Stoe.

"Die Daten wurden beim Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC. 12 Union Road, Cambridge
CB2IEZ, Email: deposit@ecde.camacul) hinterfegt. 26; CCDC-130232. 34: CCDC-130253. 63:
CCDC-HT13.46: CCDC-151811.
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Kristallographische Daten von 63

Gelbe Nadeln (H>O): CigHayN2O7 (M 380.39). Monokline Raumgruppe P2, D, =
a=90, ff=

bl

1.306 g/ em3 Z=20a=9133 (1), b =9852(12), ¢ = 11.247

)
33> 2@<20.04°, 1034

{\}

10715 (8), y=90: V=967 (2) A% 2 =0.71073 A: Strahlung

, T'= 293 K. Die K ‘de mit direkten Methoden

stallstruktur wu

unabhiingige Rellex
(SHELXTL PLUS) gelost und verfeinert mit full-matrix least-squares analvsis und
experimental weights (heavy atoms anisotropic, H-Atome  refined isotropically)

Endwert R(F) = 0.030, wR(F) = 0.068 fir 249 variable und 972 beobachtete Reflexe mit

F> 4.0c(F). Diffractometer: Picker-Stoe.

Kristallographische Daten

Gelbe Nadeln (CH;OH): C17H20N>07 (M 366.37). Monokline Raumgruppe P2, D, =
1306 g/ em¥y Z=20a=4632 (7). b= 13828 (21). ¢ = 28.982 (34) A; o= 90, f=

Y

90.00, y=90; V = 1856 (43) A% 1 = 1.54178 A: Strahlung, 3.05 > 2@ < 49.99°, 1166

unabhiingige Reflexe, 7= 293 (2) K. Die K Istruktur wurde mit direkten Methoden

(9]

(SHELXTL. US) gelost und verfeinert mit full-matrix least-squares analvsis und

experimental yeeights  (heavy  atoms  anisotropicy H-Atome  refined isotropically)

ariable und 1165 beobachtete Reflexe

Endwert R(F) = 0.057, wR(F) = 0.069 fiir 240

mit F> 4.0c(F). Diffractometer: Picker-Stoe.

)
s
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6.4 Synthese von Flavinribopyranosiden

6.4.1 Synthese eines Ribopyranosylflavinnucleosids

4,5-Dimethyl-2-nitro-N-( 7 -D-ribopyranosylh)benzolamin (33)
) P A

D-Ribose (0.50 g, 3.33 mmol) wurde unter Argon in absolutem Ethanol (15 ml) gelost.
Anschliessend wurde Nitroxylidin (2.80 g, 16.65 mmol) und 0.07 g Ammoniumchlorid
zugegeben. Dic orangetarbene Rc:lktionslbgung wurde unter Riickfluss (1.5 h) erhitzt,
Nach dem Abkiihlen wurde die Suspension filtriert, auf Celite aufgezogen und durch
Filtration tiber Kieselgel (mit CHCI3 als Elutionsmittel) das iiberschiissige Nitroxylidin
abgetrennt. Das Produkt wurde mit MeOH/CHCI3 [:25 eluiert. Es wurde 33 (0.60 g, 61

%) als a/p-Isomerengemisch 1:1 erhalten.

Schmelzpunkt Zers. > 66 °C. Rf (Kieselgel, CH>Clo/MeOH 25:1): 0.13, 0.23 («, B-
Isomer). IR (KBr): 33865, 2922y, 16305, 15705, 15065, 1439w, 1411w, 1328m, 1239m,
LE94hw, 1150w, 1078m, 889w, "TH-NMR (300 MHz. CDCl3, @/Flsomere): 2.19, 2.20,
228,229 (4s, 12 H, CH3) 341417 (o, 10 HL H-C(27-57): 4.86-4.90 (m, 1 H, H-C(1"),
c-Isomer); 5.10-5.15 (m. 1 H. H-C(1"). f-lsomer), 6.78, 7.92 (2s, 2 H, Hyom, -

[somer); 6.92, 7.94 (2.

¢, 2 H, Hoom, f-Isomer); 8.14 (d, = 7.5, NH, f-Isomer);
8.86 (d. | H.J = 87, NH. ¢-lsomer). SC-NMR (125 MHz. DMSO, a/f-lsomere):
18.07, 1810, 20.14, 30.65 (CHz): 61.12. 63.66, 66.89, 67.16, 68.89, 70.01, 70.36,
70.83, 80.27, 82.04 (C(5)-C(1™ ) 115,64, 115,89, 12322, 12530, 12536, 126.1,
129.99, 130.08. 142.09. 142.60. 146.89, 147.35. ESI-MS (negativ. 5 M NH;OAc): 357
(40, [IM+OAc]), 333 (100). 335 (20, [M+CI1), 297 (52, M. EA ber. fiir Cj3H¢N>Oq

(298.30): € 5235, H 6.08. N 9.39: gef, C 5218, H3.82. N 9.11.
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4,5-Dimethyl-2-nitro-N-(2",3",5’-tri-O-acetyl-@-D-ribopyranosyl)benzolamin (34)

33 (0.80 g. 2.68 mmol) wurde in Pyridin (10 ml) gelost und Essigsidureanhydrid (3 ml)
wurde zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschliessend noch 30 min aut 50 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde das
Losungsmittel  im Vakuum  entfernt  und  der  resultierende  braune  Feststoff
sdulenchromatographisch gereinigt (Kieslgel, CH>Clh/MeOH 25:1). Als erste Fraktion
wurde das reine a-Isomer erhalten, erst bei CH-Cl»/MeOH (50:50) wurde ein
Isomerengemisch aus ¢, f-Triacetylribose-Nitroxylidit erhalten, desweiteren konnte
noch 1,23 4-Tetraacetylribose abgetrennt werden. dic als Nebenprodukt entstanden
war. Die ersten beiden Fraktionen wurden aus wenig Ethanol umkristallisiert und es

wurde in beiden Fillen 34 (0.50 g. 44 %) in Form von gelben Kristallen erhalten.

Schmelzpunkt 149 °C. Rp (Kieselgel. Toluol/EtOAc 3:1): 0.50. IR (KBr): 3378m,
294w, 17528, 1632m, 1572m, 1308m, 141 Lo, 1376m, 1227, 1027m, 879w, TH-NMR
(300 MHz, CDCl3): 2.02, 2.04 (25. 6 H, CH1): 2.21.2.29. 2.37 (35, 9 H, COCH3); 3.61
(dd, T H, J = 53, 112, H-C(5): 3.90 (r. | H. J = 11.2, H-C(5")); 5.08 (gd. | H, J =
3.2,5.2, H-C{47)): 5.16-5.30 (m. | HLH-C(27)): 5.45-5.49 (m, | H, H-C(3’)); 5.73-5.75
(m, VL J =31, H-C(I')N: 6.9 (s, T HOC6)): 7.98 (s, 1 H, C(3)): 8.93(d. | H. J = 6.8,
NH). BC-NMR (125 MHz. CDCl3): 18.68, 20.46, 20.64, 20.68, 20.86 (CH3); 55.80
(CH»); 66.06, 66.17, 67.90. 76.77 (C(3™-17): 115,53, 115.73 (CHyrom). 127.04, 131.51,
FALAT, 14742 (C), 169.56, 169.57. 170.38 (CO). FAB-MS (positiv: 3-NOBA): 425
(100, [IMH]"). EA ber. fiir CioHN-Og (42441 C 5377, H 5.70, N 6.60: gef. C
53.70, H5.72, N 6.53.
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7,8-Dimethyl-10-(2",3’,5’-tri-O-acetyl}- g-D-ribopyranosyl)benzo[ g|pteridin-2,4(3H,
10H)-dion (36)

34 (0.10 g, 0.24 mmol) wurde in Essigsiuremethylester (3 ml) gelost und Triethylamin
(0.17 g, 1.65 mmol) und Platin(IVyoxid (0.05 g, 0.20 mmol) wurden zugegeben. Die
Suspension wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstotf solange hydriert bis man
eine farblose Losung erhielt (ungefihr | h). Die Reaktionsmischung wurde unter
Lichtausschluss tiber cinen Faltenfilter direkt in eine Losung aus Alloxanmonohydrat
(0.07 g. 0.42 mmol) und Borsiiure (0.07 g, 1.07 mmol) gelost in Eisessig (30 ml)
getropft (15-20 °C). Die urspriinglich farblose Losung verfirbt sich beim Zutropfen
griin und nach kurzer Zeit tiber ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2
Stunden wurde mit Wasser (50 ml) verdiinnt und mit CHCIly ausgeschiittelt. Die
organische Phase wurde viermal mit Wasser (je 50 ml) ausgeschiittelt und iiber
Natriumsultat getrocknet, abfiltriert und unter Lichtausschluss eingeengt. Auf dem DC
konnten 3 Flavine identifiziert werden (gelbe Fluoreszenz bei 360 nm). Der Riickstand
wurde siiulenchromatographisch getrennt (Kieselgel, CH>Cl/MeOH 10:1). Von dem
auf dem DC sichtbaren 3 Flavinzuckern konnte dadurch jedoch nur das Hauptprodukt
durch priparative HPLC (Gradient: 0-25% CHCI3/MeOH in einer Stunde) sauber

abgetrennt werden. Es wurde 36 (0.60 g, 50 %) als Hauptprodukt (S-Isomer) erhalten

Schmelzpunkt 177 °C. Ry (Kieselgel, CHHCI/MeOH 25:1): 0.25. TR (KBr): 3438s.
31955, 1647m, 1553m, 14005, 124301 1089, TH-NMR (300 MHz, CDCI3): 1.75, 2.10,
230 (35, 9 HL CH3COO): 2420255 (25, 6 Ho CHz); 413424 (i, 2 HL Ha-C(5)): 4019
(gd, VHO T = 11 H-C(47)): 5.80-585 (m 2 H H-C2 300 7.69 (o L HL T = 107 H
C(17)): 7.95,7.96 (25, 2 H. H-C(6.9)): 8.63 (5. | H.NH). YC-NMR (125 MHz, CDCIR):
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19.45,20.22, 20.61, 20.90, 22.09 (3CHZCOO0. 2CHy); 64.46 (CH»); 65.77, 65.85, 67.99,
80.72 (CH. C(I”-4")); 117.65, 133.30 (CH, Cyupn)y 129.26, 134.95, 135.50, 137.27,
[48.05, 15146, 154.53, 158.97 (C); 168.97, 169.59, 170.22 (CH3COO). FAB-MS

(positiv: 3-NOBA): 501 (46, [MH[*): 405 (22): 239 (100). HRMS (FAB™) ber. fiir
CastrsNyOg (5011621, [MH]): cef.: 501.1629.

7,8-Dimethyl-10-( g-D-ribopyranosyl)benzo[g]pteridin-2,4(3H, 10H)-dion (26)

Verbindung 36 (55 mg, 0.11 mmol) wurde 3 h in absoluter ammoniakalischer MeOH-
Lsg (50 ml) gerithrt. Die Reaktionslosung wurde eingeengt und am Hochvakuum

getrocknet. Es wurde 26 (20 mg. 48 %) als gelbes Pulver erhalten.

Schmelzpunkt 187 °C. Rf (Kieselgel. Methanol) 0.66. IR (neat): 3360s, 2944m. 1721,
1667m, 1542m. 1449m, 1390m, 1275w, 10990, 1041 "H-NMR (300 MHz, CDCly):
235,245 (25, 6 H, 2 CH3): 3.69 (n. 2 Ho H-C(37 ) .04 (br, 2 H, H-C(2°.3")); 4.34,
491,515 (3 br, 3 HL 3 O 701 (do 1 Hy H-C(17)): 7.84, 7.95 (s, | H, H-C(6,9). 13C-
NMR (300 MHz, CDCIz): [8.58, 20.76, 65.67, 65.90, 66.24, 71.16, 83.13, 118.75,
12925, 13125, 134.00, 135,52, 136.86, 144.95. 151.75, 155.25. 159.44.

EST-MS (CH;OH): 787 (15, [2M+K]"): 771 (100, [2M+Nal*); 413 (25, [MK]*+; 397

(100, [MNal*): 375 (58. [MH]*). HRMS (FAB®) ber. fiir C;7H{oN On (3751304,
IMH]*): gef.: 375.1301.
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6.4.2  Synthese eines 3’-Desoxyribopyranosylflavinnucleosids

1°,2°-0-Isopropyliden-a-D-xylofuranose (38)*'"!

HO
o O S

o,
OH OA(/

In einer Mischung aus AcOH /HCOOH /H-O (10:4:3, 50 ml) wurde [,2:3,5-bis-O-
Isopropyliden-a-D-xylofuranose (37) (10 g, 43.43 mmol) geldst und withrend 35 min
gertihrt. Die Losung wurde mit EtOAc (4x100 ml) extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen wurden in vacuo eingeengt. Es wurde 38 (60.93 g, 84%) als weisses

Pulver erhalten.
Ry (Kieselgel, Chloroform/Methanol 5:1): 0.65. "H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.25 (s, 3

H, CH3). 1.45 (s, 3 H. CH3), 3.95-4.05 (0, 2 H, 2H-C(57)); 4.15 (m, 1 H, H-C(47)): 4.3
(m, VH, H-C(3)) 4.7 (d. T HL T = 373, H-C(2"): 5.95 (d, | H, J = 3.32, H-C(1")).

1°,2’-0-Isopropyliden-5"-0-trityl- -D-xylofuranose (39)°'"!

In Pyridin (70 ml) wurde 38 (6.93 g. 36.47 mmol) geldst, aktiviertes Molekularsich
zugegeben und die Losung unter Inertgasatmosphiire geriihrt. Nach einer Stunde wurde
Tricthylamin (7.7 ml, 54.71 mmol) und Triphenylmethylchlorid (11.16 g, 40.11 mmol)

zugegeben und die Losung 18 Stunden gertihit. Die resultierende orange Losung wurde
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in vacuo eingeengt und der Riickstand wurde sdulenchromatographisch (& = 7.5 cm, 15
cm Kieselgel, zuerst CHoCly dann CHCI/MeOH 7.5:1) getrennt. Es wurde 39 (14.21 g,

90 %) als weisses Pulver erhalten

Ry (Kieselgel, Chloroform/Methanol 7.5:1): 0.77. "H-NMR ¢ (200 MHz, CDCly): 5,3
H, CHy). 1.5 (5. 3 H, CHx), 3.50-3.55 (m. 2 H. H-C(5")), 4.2 (m, 2 H, H-C(3*) und H
CE@M, 4.7 (d. 1 H, J = 345, H-C(2"), 6.0 (d, | H, J =349, H-C(1")), 7.5-7.2 (m, 15
H, Ph;C).

1°,2’-0- lsopm])vhdul *-O-[(methylthio)thiocarbonyl]-5’-0-trityl- a-D-

xylofuranose ( 4()) :

Zu einem Losung von 39 (5 1.56 mmol) in DMSO (20 ml) wurden eine 5 M

e

witssrige NaOH-Losung (3 ml, 15 mmol) und Schwetelkohlenstoff (1.33 ml, 13 mmol)
zugegeben, Die Losung verfirbt sich nach der Zugabe von CS» von hellgelb iiber orange
nach rot. Die Losung wurde 30 min geriihrt und Methyliodid (0.76 mL12.18 mmol)
tropfenweise zugegeben. Es bildete sich ein gelber Niederschlag. Die Mischung wurde
noch 30 Minuten geriihrt und dann mit H-O (100 ml) versetzt. Die wiissrige Phase
wurde mit Hexan (2x50 ml) extrahiert. Der gelbe Niederschlag wurde in Hexan (200
ml) gelost und die Losung zu der organischen Phase gegeben. Diese Losung wurde mit
H-O (3x 100 ml) gewaschen. tiber CaCls> getrocknet und abhiltriert. Das Losungsmittel

wurde in vacuo entfernt. Es wurde 40 (337 2,92 %) als ein hellgelbes Ol erhalten,

Ry (Kieselgel, Hexan/Aceton 4:11: 0,31, "H-NMR (200 MHz. CDCI3): 1.3 (s, 3 H, CH;
isopr.), 1.6 (5. 3 Ho CHajoope). 277 (503 Hy SCHx), 3.25-3.50 (m, 2 HL 2H-C(57), 4.55-
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4.60 (m, I Ho H-C(47)), 4.65 (d, | H, J =4.02, H-C(2")), 5.9 (d, 1 H,J = 3.45, H-C(3")),
6.0 (d, 1 H,J =410, H-C(1")), 7.21-7.40 (n1, 15 H, Ph;C).

3’-Desoxy-1°, 2'-O-isopropylidene-3’-0-tritvl-@-D-ribofuranose (41)*'!

Zu ciner siedenden Losung von 40 (5.57 g, 10.66 mmol) in trockenem Toluol (120 ml)
wurde Azobisisobutyronitril (AIBN) (0.35 ¢, 2.13 mmol) (frisch umkristallisiert aus

Methanol) gegeben und unter Tnertgasatmosphire Tributylzinnhydrid (5.9 ml, 22.39
mmol), geldst in trockenem Toluol (170 mb. innerhalb von 30 min zugetropft. Die
Toluolldsungen  wurden  vorher jeweils 30 min  mit  Stickstoff entgast. Die
Reaktionslosung wurde 18 Stunden unter Riickfluss geriihrt. Der Reaktionsverlauf
wurde mittels DC (EtO/Hexan 3:2) verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel in vacuo entfernt. Man erhielt cinen farblosen Riickstand, dieser wurde in

~

heissem  Acetonitril geldst und mit Hexan (6x350ml) extrahiert, um das restliche
Tributylzinnhydrid zu entfernen. Die Acetonit ilphase wurde tiber Na>SOy getrocknet
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde 41 (3.81 g, 86 %) als

farbloses Pulver erhalten.

Ry (Kieselgel, Hexan/Aceton 4:1) 0.44. -NMR (300 MHz, CDCI3): 1.4 (s, 3 H, CH»),
1.6 (s. 3 H. CHz), 1.71-1.80 (m, 1 H, H-C(37)), 2.07-2.13 (m. | H, H-C(3")). 3.30-3.33
(m, 2 H, Ha-C5™)), 4.5 Gnc T HCH-Cd N 48 (dd, T HL T = 436, 4.36 Hz, H-C(2°)). 5.9
(. VHOJ = 373, H-C(1'). 7.6-7.3 (m. 13 H. Ph:O).

140
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3’-Desoxy-a/-D-ribose (42)*"!

HO;:KH

In 80 % wiissriger Essigsdure (200 mb) wurde 41 (1.07 g, 2.58 mmol) 4 Stunden bei
80 °C geriihrt. Anschliessend wurde die Losung heiss filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Es wurde mehrmals Toluol (6x50 ml) zugegeben und jeweils
abdestilliert, um {berschiissige Sédurespuren zu entfernen. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch (&9 = 5 cm. 10 cm Kieselgel, CHCI/MeOH 4:1) gereinigt. Es

wurde 42 (0.19 @, 55 %) als farbloses Ol erhalten
Ry (Kieselgel, Chloroform/Methanol 5:1): 0.34. "H-NMR: (200 MHz, D-O): 1.9-2.23

(m, 2 H, 2H-C(37)); 3.23-3.9 (m. 2 H. 2H-C(3")): 4.2-4.4 (m, | H, H-C(47)); 4.94-5.1 (m,
2 H, 2H-C(1’.2"). ESI-MS (CH;OH): 291.1 (25, [2M+Na]™); 157.1 (100, [MNa]").

N-(3’-Desoxy- o/ f-D-ribopranosyl)-4,5-dimethyl-2-nitrobenzolamin (43 und 44)

In absolutem Ethanol (15 ml) wurde 42 (0.19 g, 1.42 mmol) unter Inertgasatmosphiire
geldst. Anschliessend wurde Nitroxvlidin (1.18 g, 7.12 mmol) und Ammoniumchlorid
(0.250 g, 4.67 mmol) zugegeben. Die orangefarbene Reaktionsldsung wurde zwei
Stunden unter Riickfluss gertihrt. Nach dem Abkitihlen wurde die Losung filtriert, das
Filrat auf Celite aufgezogen und durch Filtration tiber Kieselgel mit CHCly das
iiberschiissige Nitroxylidin abgetrennt. Das Produkt wurde .\‘iiuIcnchromz'u'ogrz:lp!'li.‘x‘ch (&
=5 cm, 10 em Kieselgel. CHCl/MeOH 25:1) gereinigt. Das Produkt (0.21 g, 53 %)

wurde als o~ und flsomerengemisch (43 und 44) erhalten. Geringe Mengen des -

Pl
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Isomeren 43. sowic des f-Isomeren 44 wurden durch mehrfache Kristallisation aus

Aceton gewonnen.

Schmelzpunkt: 134-136°C (43). IR (KBr, e-Isomer): 34335, 29225, 28555, 16335,
15725, 15035, 14555, 141 1s, 13725, 13055, 12335, 1183s, 11555, 1111s, 1039y, FAB-
MS (positiv, 3-NOBA, a-Isomer): 305.0 (1.8, [MNa]") ; 283.0 (43.5, [MH[") : 167.1
(100, [M-CsHy05]h). "H-NMR: (400 MHz. CDCls, a-Isomer (43)): 213 (ddd, 2 H. J =
16.8, 14.9, 3.1, 2H-C(37); 2.17.2.27 (25, 6 H. 2CH): 378 (dd. 2 H, J = 12.34, 1.1, Ho-
C(57)): 3.94-4.03 (m, 4 H, H-C(2'und 4°), HO-C(2und 47)); 4.80 (d, | H, J = 8.3, H-
C(1)); 6.77, 7.88 (25, 2 H. CHoon): 871 (d 1 H. J = 8.3, NH). '"H-NMR (400 MHz,
CDCls, fFlIsomer (44)): 2.04-2.19 (m, 2 H, Hy-C(37)): 2,15, 2.26 (25, 6 H, 2CH3); 3.45-
3.61 (m, 2 H, H>-C(57)): 435441 (m, 1 H, H-C(4)): 4.56-4.60 (m, 1 H, H-C(2")); 5.44
(dd, V H, J =72, 45 H-C(1"): 691, 7.84 (25, 2 H. CHarom ): 8.77 (d. 1 H, J = 7.2, NH).
PCNMR: (100 MHz, CDCls, a-Isomer (43)): 18.65, 20.71 (CH;): 35.28, 70.39 (CH,);
64.71, 66.90, 82.15 (CH): 115.64, 126.31 (CHypop ) 126,40, 131.20, 141.33, 146.93 (C).
PC-NMR (100 MHz, CDCls, f-lsomer (44)): 18.64, 18.69 (CHs); 35.60, 64.35 (CHa);
T1AS, 7711, 8543 (CH): 116,16, 126.20 (CH.popm ) 12631, 131.07, 141.94, 147.21 (C).
EA (o-Tsomer) ber. fiir Cy3H¢N>Os5 (282.30): C 55310 H 6.43, N 9.92, 0 28.34; gef. C
5527, H6.55, N9.8I.

N-(3’-Desoxy-2"4’-di-O-acetyl-o/ f-D-ribopyranosyl)-4,5-dimethyl-2-nitrobenzol-

amin (45 und 46)

o
I Mo
o L2 H
H- /"“8\\[\] o~

I Pyridin (10 ml) wurde ein Gemisch aus 43 und 44 (0.33 ¢, 1.17 mmol) gelost und
Essigsiiurcanhydrid (I ml) wurde zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 2 h bei 50 °C

gertihrt. Nach dem Abkiiblen aut Raumtemperatur wurde das Losungsmittel i vacuo
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entfernt und der resultierende braune Feststoff siiulenchromatographisch gereinigt (& =
Scm, 10 em Kieselgel, Toluol/EtOAc 3:1). Anschliessend wurden dic vorgereinigten
Fraktionen der beiden Tsomere mit Hilfe einer MPLC weiter gereit (Gradient: 0-10
% Toluol/EtOAc in 60 Minuten). Es wurden die o~ und ﬂlsnmeren (45 und 46)

erhalten. Die beiden Isomeren wurden aus wenig Ethanol umkristallisiert. Das f-Tsomer

(0.16 g, 38 %) bildet feine gelbe Nadeln. withrend das a-Isomer (0.16 g, 38 %) als
gelbes Pulver anfiel.

Schmelzpunkt: 163 °C. Ry (Kieselgel. Toluol/EtOAc 10:1): 0.34. IR (KBr, S-Isomer):
33805, 29225, 2844y, 17345, 16285, 15725, 15065, 12505, 1055s. "H-NMR: (500 MHz,
CDCls, a-Tsomer): 1.33, 1.49, 2,21, 2.28 (45, 12 H, CHy); S(dg, t H, J = 13.3, 8.7,
H-C(3°)); 2.47-2.51 (m, | H, H-C(3")); 3.46-3.58 (m, 2 H, H>-C(5")); 4.88 (dd, 1 H, J =
6.7, 6.7, H-C(1"): 4.91-4.96 (m. | H. H-C(2")): 4.99-5.03 (m, 1 H, H-C(4")); 6.83, 7.3
25, 2 H, CHyom): 824 (. 1 Ho J = 6.7, NH). "C-NMR: 18.60, 20.61, 30.43, 32.26,
62.73, 6541, 6699, 78.62. 82.81. 11591, 126.28, 127.03, 131.43, 141.24, 147.22,
169.90, 169.96. FAB-MS (positiv., 3-NOBA): 367 (61.3, [MH]"); 201.1 (100, [M-
CsHoNLO- 1), EA (f-Tsomer) ber. fiir C-H»N-05 (366.37): C 55.73, H 6.05, N 7.65, O
30.57; gef. C55.73, H6.10. N 7.51,

10-(3’-Desoxy-2" 4’ -di-O-acetyl-f-D-ribopyranosyl)-7,8-dimethylbenzo[ g]pteridin-

2,4(3H,10H)-dion (47)

In EtOAc (8 ml) wurde ein Gemisch aus 43 und 46 (0.238 ¢, 0.65 mmol) gelost und

Triethylamin (0.62 ml. 4462 mmol) und Platin(IVyoxid (30 meg. 0.132 mmol) wurden

zugegeben. Die Suspension wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Hy solange hydriert bis

143
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man cine farblose Losung erhielt (30 min). Die Reaktionsmischung wurde unter
Lichtausschluss iiber einen Faltenfilter direkt in cine Losung aus Alloxanmonohydrat
(0.182 g, I.14 mmol) und Borsiure (0.182 g¢. 2.94 mmol) gelost in Eisessig (30 ml)
getropft (15-20 °C). Die urspriingliche farblose Losung verfirbt sich beim Zutropfen
griin und nach kurzer Zeit iiber cin fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 4
Stunden wurde mit H-O (30 mD verdinnt und mit CHClz (2x30 ml) extrahiert. Die
organische Phase wurde mit H-O (3x50 ml) gewaschen und mit ges. NaHCO5 (1x50 ml)
neutralisiert. Dic organischen Phasen wurden i{ber Na>SOy getmcknct und unter
Lichtausschluss cingeengt. Der Riickstand wurde siulenchromatographisch (& = 5 cm,
25 com Silica H, CHCI/McOH  30:1)  gereinigt.  Anschliessend  wurden  dic
vorgereinigten Fraktion des A-lsomeren mit Hilfe einer MPLC weiter gereinigt
(Gradient: 0-10% CHCIy/MecOH in 60 Minuten). Es wurde 47 (10 mg, 4%) als

fluoreszierendes gelbes Ol, als reines f-Isomeres erhalten

Ry (Kieselgel, EtOAc/Hexan 10:1): 0.24, IR (KBr): 3444s, 32335, 29445, 291 1s, 28565,
17345, 1683y, 1578s, 15395, 12455, 1083m. 1033m. 724m. FAB-MS (positiv; 3-
NOBA): 441.4 (14,9, [M]"), 391.4 (100. [M-C-H:0,]%). "H-NMR (500 MHz, CDCls):
180, 2,13, 2,42, 2.54 (ds, 12 Ho4CHD: 1.99-2.11 One 1 HL H-C(37)); 2.73-2.76 (m., | H,
H-C(37)); 3.69 (¢. 1 H. J = 10.8, H-C(5")): .37 (ddd, 1 H, T = 10.9, H-C(5)); 5.13-5.19
(me, 1 HLCH-C(7); 5.70-5.75 Gme 1 HCH-C2"0: 735 (d, 1 HL T = 9.7, H-C(1)); 7.94,

8.00 (25,2 H, H-C(3.6)): 8.50 (5. I H. NH). "C-NMR (125 MHz. CDCl3): 19.49, 20.48,
20.89, 22,11 (CHy); 34052 (C(37)-H2): 6525, 63.38 (C(27.4)-H): 69.44 (C(5)-H); 84.41
(CCI7)-H); 118.04, 133.20 (CH am Flavin): 129.35. 13514, 135.33, 137.43, 147.99,
151.27, 154.67, 159.02, 169.49, 170.03 (C). HRMS (FAB™) ber. fiir C»H»N,05
(4421476, [MH]") gef.: 4421477 (100. [MH]") 47

bl
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6.5 Synthese von Flavinribofuranosiden

6.5.1 Synthese eines Flavinribofuranosids via TIPS- und Acetyl-Schutz-

gruppen

57-0-Triisopropylsilyl-1’-0O-benzyl- f-D-ribofuranose (56)

/
/

A ,o?@ D

OH OH

[’-O-Benzylierte-/-D-ribose (2.00 g, 8.3 mmol) wurde in trockenem THE (30 ml) gelost
und Imidazol (1.70 g, 24.9 mmol, 3 dquiv.)) und DMAP (0.06 g) zugegeben. Innethalb

von 10 min wurde TIPSCI (1.7 ml, 10.0 mmol) in trockenem THF (10 ml) zugetropft
und unter Stickstoffatmosphiire 16 h geriihrt. Schon nach 2 h fiel ein farbloser
Niederschlag aus, der nach beendeter Reaktion abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde
zweimal mit gesiittigter NaCl-Lasung (je 100 ml) gewaschen. Die organische Losung
wurde  diber  MgSO,  getrocknet  und  eingeengt.  Das  Produkt  wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (CH-Cly/MeOH 15:1). Es wurde 56 (1.2 g, 36 %)

als farblose. viskose Fliissigkeit erhalten,

R (Kieselgel, CHyCIo/MeOH 15:1): 054 IR (neat): 3382s, 2933s, 28665, 1464m,
1383w, 1250w, 11175, 10445, 98900 930, 883w, 778w, 683w. 'H-NMR (500 MH7,
CDCI3): 1OS-1.12 (m, 21 H, SHCH(CH)2)3: 2,40 (d, T H, J = 4.1, OH): 2.66 (s. | H,
OH): 3.85 (dd. 1 H, J = 7.2.9.7, H-C(3): 3.95-3.98 (m, | H. H-C(5")); 4.00-4.04 (m,

H, H-C), 413 (do 1V HGJ = 4.6, H-C2' 0y 434437 (my 1 HL H-C(3)): 447, 4.72
(2d, 2 H. J = 1.8, CHo)e 5.03 (oo 1 HL H-COy: 7.28-7.35 (m. 5 H, arom. H)., 13C-
NMR (125 MHz, CDCl3): 1188 ((SHCHICHz)M 0 17.96 ((SHCH(CH?))3): 65.50,
7547, 73.83, 8274, 106.23 (C(5-C(17)): 69.36 (CH»); 12778, 127.97. 128.41 (arom.
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C); 13748 (C). ESI-MS (negativ, 5 M NH;OAc¢): 419 (100, [MNa]"); 414 (48,

[MNH417). EA ber. fiir Co1H3605S1 (396.60): C 63.60, H 9.13; cef. C 63.51; H9.10.

s

5’-0-Triisopropylsilyl-D-ribofuranose (37)

56 (0.70 g, 1.76 mmol) wurde in MeOH (80 ml) gelost und PA/C 10 % (1.00 @)
zugegeben und mit 4.5 bar unter Wasserstoff 24 h hydriert. Der Katalysator wurde
durch Filtration tber Celite abgetrennt und das Filtrat eingeengt. Der Riickstand wurde
siulenchromatographisch gereinigt (CH>Cl/MeOH [5:1). Es wurde 57 (0.37 g, quant.)

als farbloses Ol erhalten.

Rf (Kieselgel, CH-CIy/MeOH 15:1): 031, TH-NMR (300 MHz, CDClsy, o/f-
Isomerengemisch 1:1): 1.05-1.12 (m, 42 H, SHCH(CH3)>)3); 3.74-3.88 (m, 4 H, H»>-
C(57)); 4.16-4.19 (m. 4 H. H-C(3747)); 4.03-4.00, 4.48-4.52 (2m, 2 H, H-C(27)); 5

IH, H-COE)e 525 (o T HG T = 3.8, H-C(17),

(IR
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4,5-Dimethyl-2-nitro-N-(5"-0O-Triisopropyvlsilyl- 7/ f-D-ribofuranosyl)benzolamin
(58)

Q:Z N e 4

Aol s Iy
0]
IR

OH OH

57 (0.36 g. .18 mmol) wurden unter Argon in EtOH (15 ml) gelost und Nitroxylidin
(098 g, 588 mmol. 5 dquiv.) und NHCl (30 mg) zugegeben. Die orange
Reaktionslosung wurde 1.5 h unter Riickfluss erhitzt. (Bei geringerem Uberschuss an
Nitroxylidin ei'[’o'lglc keine Umsetzung!) Nach dem Abkiihlen zog man auf Kieselgel
auf und trennte situlenchromatographisch mit CH>Cla das itiberschiissige Nitroxylidin
ab. Das Produkt konnte dann mit CH>Cl»/McOH (15:1) von der Siule eluiert werden.

Es wurde 58 (0.19 g, 36 %) als gelbes O1 erhalten.

R (Kieselgel, CH2Clo/MeOH 15:1): 0.45. TR (neat): 3375 (br, OH), 29425, 28655,
1631s, 15708, 15068, 1461, 1327m 1248, 1127m. 1055m, 9891, 883m, 76y, TH-
NMR (500 MHz, CDCl3: a-Isomer): 1.02-1.18 (. 21 H, SHCH(CH3)»)3); 2.19, 2.26
(25, 2 H, CHR): 2,73, 314 (25, 2 H, OH): 3.85.3.97 (2.dd, 2 H, J = 5.0, 10.4, H»-C(5");
4.00-4.03 (m, I H, H-C( )0 4.35-4.37 G 1 HL H-C3M)) 440-4.43 (m, 1 H, H-C(2)):
554 (dd, I H, J = 4.8, 7.8, H-C(1")): 6.92, 7.93 (25. 2 H. H-C(6. 3)); 8.85 (4, | H, J =
7.8, NH). BBC-NMR (125 MHz, CDCly: 11.88 ((Si(CH(CH3)»)3): 17.96
((SICH(CH3)2)3); 18.65, 20.56 (CHy); 64.01, 72,98, 70.85, 81.25, 84.17 (C(5H)-C(1")

116.09, 126,40 (arom. CH): 12642, 131.42. 141.60, 146.89 (Cyom). FAB-MS (positiy

3-NOBA): 477 (15, [MNa|*), 455 (84, [MH]*™) (100, [M-(CH(CH3)»H). EA ber.
fiir CooH3gNAOgST (454.64): C S8I20H 842, N 6.16; gof, C 38.17: H 8.28, N 5.89.




6. Experimenteller Teil

4,5-Dimethyl-2-nitro-N-(2",3’-di-O-acetyl-5'-O-Triisopropylsilyl- o/ f-D-

ribofuranosyl)-benzolamin (59)

. HN' \\k
Dt

0.0 O._0

,

58 (0.10 g, 022 mmol) wurde in trockenem Pyridin (3 ml) geldst und

Essigsidureanhydrid (I ml) zugegeben. Die  Reaktionslosung  wurde 10 h  bei
Raumtemperatur geriihrt und anschliessend noch 0.5 h auf 60 °C erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wurde die Losung mit EtOH (3 ml) versetzt und Ether (10 ml) zugegeben.
Die Reaktionslosung wurde dreimal mit Eiswasser (je 50 ml) gewaschen, die organische
Phase iiber MgSOy4 getrocknet. eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Es wurde 59

(0.90 g, 76 %) als gelbes Ol erhalten.

Rr (Kieselgel, CH>Clay: 0.550 IR (neat): 3381 (br, NH). 2943m, 2867m, 1751s, 1630m,
1576m, 1507nm, 1433w, 1372w, 1327w, 12365, 1022y, 878w. 'H-NMR (500 MHz,
CDCl3): 1.O5-1.13 (m, 21 H. SHCH(CH3)2)3): 2.12, 2.28 (25, 6 H, COCH3); 2.20, 2.21
(25, 6 H, CH3z); 3.89 (¢d. 2 H. J = 2.8, 11.0. H>-C(3™); 4.10-4.17 (m, | H, H-C(4"));
540 (1, 1 HoJ = 52, H-C(2)): .57 (dd, T H, J = 2.0.5.8, H-C(3"); 5.76 (dd. | 1. J =
6.0, 8.0, H-C(17)); 6.90, 8.00 (25, 2 H. arom. H): 8.70 (d. 1 H, J = 8.0, NH). 3C-NMR
(500 MHz, CDCl3): 11.87 ((SHCH(CHz)2)3): 20.48, 20.65, 20.78 (Si(CH(CH3)»)3):
17.93, 17.95 (CH3); 63.59, 70.40, 72,23, 81.98, 82.44 (C(5)-C(17)); 115.46, 126.35
(CHapom): 126.60, 131.35. 141.56. 147.57 (Copom.). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 539
(26, [MH]*), 495 (33, [M-COCH3]H). 145 (100). EA ber. fiir CraHN>OgSi (538.71):
C 5797, H7.86, N 5.20: gef. C 57.99: H 7.75. N 5.04,

| AR
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7,8-Dimethyl-10-(2°,3’-di-O-acetyl-5’-O-Triisopropylsilyl- f-D-ribofuranosyl)-
benzo[g]pteridin-2,4(3H, 10H)-dion (55)

59 (0.08 g, 0.15 mmol) wurde in EtOAc (3 ml) gelost und Triethylamin (0.11 ¢, 1.04
mmol) und Platin(IVoxid (0.01 g, 0.05 mmol) zugegeben. Dic Suspension wurde bei 2
bar im Autoklaven mit Wasserstoft solange hydriert, bis man eine farblose Ldsung
erhielt (ungefithr | h). Die Reaktionsmischung wurde unter Lichtausschluss iiber einen
Faltenfilter direkt in eine Losung aus Alloxanmonohydrat (0.04 g, 0.26 mmol) und
Borsidure (0.04 g. 0.67 mmol) geldst in Eisessig (10 ml) getropft (15-20 °C). Die
urspriinglich farblose Losung verfirbte sich beim Zutropfen griin und nach kurzer Zeit
tiber ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2 Stunden wurde schnell mit
Wasser (50 ml) verdiinnt und mit CHCI3 extrahiert. Die organische Phase wurde je
viermal mit Wasser (je 30 ml) gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet und unter
Lichtausschluss eingeengt. Auf dem DC konnten 3 Flavine identifiziert werden (gelbe
Fluoreszenz bei 366 nm). Der Riickstand wurde sidulenchromatographisch getrennt
(Silika-H, CH->CI»/MeOH 10:1). Von dem auf dem DC sichtbaren 3 Flavinzuckemn
konnte dadurch jedoch nur das Hauptprodukt sauber abgetrennt werden. Es wurde 55 (9

mg, 10 %) als gelbes Of erhalten.

Ry (Kieselgel, CH>CIv/MeOH 10:1): 0.63. TR (neat): 34165, 2993y, 2856w, |74,
166 1m, 1578m, 1541s, 1467w, 1383w, 124 1m, 1094, 889y TH-NMR (500 MHz.
CDCI3): 104115 Gn. 21 Ho SHCHICH 230 2040 2004 (25, 6 H, COCHR); 2.20, 2.2
(25,6 H, CH3); 4.07-4.16 (m 2 HoH-C30) 31434 (. 1 HL H-C(4°); 571 (1, 1 H,
J=7.6.77 H-C3 N 392 (dd | HoJ = 5.0. 7.7, H-C2: 704 (d, LV H, T = 5.0, H-
C(17)); 7.58, 8.03 (25, 2 H.arom. H): 843 (5. 1 HoNH). IRC-NMR (125 MHz, CDCl3):

[49
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6. Experimenteller Teil

[IM+259]%), 389 (10, [MNal*), 367 (12, [MH]*), 259 (100). EA ber. fiir C1gH»,0g
(366.37): C 59.01, H 6.05; gef. C 59.05, H 5.96.

27, 3, 57 Tri-O-acetyl- o/ f-D-ribofuranose (30)

49 (1.48 g. 4.04 mmol) wurde in EtOAc (20 ml) gelost und PA/C 10 % (1.00 g)
zugegeben und mit 4.5 bar mit Wasserstoft hydriert. Der Katalysator wurde durch
Filtration {iber Celite abgetrennt und das Filtrat eingeengt. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch gercinigt (Kieselgel. CH>Clh/MeOH 15:1). Es wurde 50 (1.10

g, quant.) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Kicselgel. CH>CI/MeOH  10:1): 034, 'H-NMR (300 MHz, CDCly, o/f-
[somerengemisch 1:1): 2.07, 2,10, 2,10, 2,11, 2,13, 2.14 (65, 18 H, CH3CO0), 3.05-
3.25 (m, 2 H, OH); 4.13-4.42 (m, 6H); 5.08-5.40 (m, 6H). FAB-MS (positiv, CH»Cl»):
294 (100, [M+NH4]%), 259 (24, [MH]*).




xperimenteller Teil

,S5-Dimethyl-2-nitro-N-(2°,3",5"-tri-O-acetyl-g-D-ribofuranosyl)benzolamin (51)

50 (1.00 g. 3.62 mmol) wurde unter Argon in EtOH (15 ml) gelost und Nitroxylidin

Q.mwm,;._:::2,uME:?;::QZZLQ5.8mvN:momwc@:.Uw@o_.zzmc
Reaktionslosung wurde 2.3 b unter Riickfluss erhitzt. (Bei geringerem Uberschuss an
Nitroxylidin erfolgte keine Umsetzung!) Nach dem Abkiihlen zog man auf Celite auf
und trennte siulen-chromatographisch mit CH>Cly das iiberschiissige Nitroxylidin ab.
Das Produkt konnte dann mit CH>CI1»/MeOH (25:1) von der Siule eluiert werden. Es

wurde das c-Isomer 51 (0.85 g. 35 %), mit Spuren des f-Isomers nach dem Einengen

als gelbes Of erhalten.

R (Kieselgel, CH2Cl/McOH 10:1): 0.38. IR (neat): 3372w, [747s, 1627m,

1572m, 1506m, 1433y, 1372w, 12325, 10583, TH-NMR (300 MHz, CDCly, a-lsomer):

2,014,221, 222, 229 (65, 18 H, COCH3, CHR): 4.20-4.34 (m, 3 H, H»-, bzw. H-
) 5.27-531 (m L HOH-C(37)): 5.39-542 (m, | H, H-C(27)); 5.75-5.80 (m, 1 H,
). 695, 7.96 (25, 2 H. H-C 4 (d. 1 H, J = 7.8, NH). 13C-NMR (125
MHz, CDCl3. a-lsomer): 18.59, 20.36, 20.53, 20.58, 20.74 (3 CH;CO0O0, 2 CH37); 63.48

D 8.

(CH2): 69.75, 7145, 7891, 82.05 (C(1™-4")): 11543, 126.29 (CH,om.); 12691, 131.42,
M2, 14731 (Cyom i 16940, 16997, 17044 (CH3CO0). FAB-MS (positiv; 3-

NOBA): 424 (100, M*), 259 (871, 139 (42). EA be

CCioHhyN2Og 424,40y C

5377, H5.70. N 6.60: gef. C 53.87. H 3.78. N 6.42.

]




6. Experimenteller Teil

7,8-Dimethyl-10-(2°,3°,5’-tri-O-acetyl- -D-ribofuranosyl)-benzo[g|pteridin-2,4(3H,
101 -dion (52)

51 (0.30 g, 0.70 mmol) wurde in Essigsiuremethylester (3 ml) gelost und Triethylamin

(0.49 g, 4.90 mmol) und Platin(IV)yoxid (0.06 g. 0.27 mmol) zugegeben. Die Suspension

wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoft solange hydriert bis man eine farblose
Losung erhielt (ungefihr 1 h). Die Reaktionsmischung wurde unter Lichtausschluss
iiber cinen Faltenfilter direkt in eine Losung aus Alloxanmonohydrat (0.20 g, 1.24
mmol) und Borsiture (0.20 g. 3.17 mmol) geldst in Eisessig (10 ml) getropft (15-20 °C).
Dic urspriinglich farblose Losung verfirbte sich beim Zutropfen griin und nach Kurzer
Zeit tiber ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2 Stunden wurde schnell mit
Wasser (50 ml) verdiinnt und mit CH»>Cly extrahiert. Die organische Phase wurde
viermal mit Wasser (je 30 ml) gewaschen und diber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert
und unter Lichtausschluss cingeengt. Auf dem DC konnten 3 Flavine identifiziert
werden  (gelbe  Fluoreszenz  bei 360 nm). Der  Riickstand  wurde
siulenchromatographisch getrennt (Silika-H, CH>Clo/MceOH 10:1). Von dem auf dem
DC sichtbaren 3 Flavinzuckern konnte dadurch jedoch nur das Hauptprodukt sauber
abgetrennt  werden.  Die  Auftrennung  der  weiteren  Fraktionen  (siehe

Nebenverbindungen) gelang durch MPLC (Gradient: 0-23% CHCI:/MeOH in einer

Stunde). Es wurde 52 (24 mga. 7 %) als gelbes Ol erhalten.

Rf (Kieselgel, CH>CIy/MeOH 10:1): 0.71. IR (KBr): 34335, 2367w, 1750s, 17335,
1683m, 1633m, 15378m. 154s. 1394w, 1377w, 12335, 1030w, TH-NMR (300 MHz,
CDClR): 2,08, 2120 2,16 (35, 9 H, COCH ) 243, 2,53 (250 6 HL CHR): 4.45-4.56 (m, 3
H, Ho- bzw. F-C(3™, 47 5.80-3.85 On. | H H-C(3): 598 (dd, 1 H, J = 4.0, 6.7, H-

s
Lo
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C(2); 092 (d, I H, J = 3.8, H-C(1")): 7.51, 8.04 (25, 2 H, H-C(6,9)); 839 (s, | H
NH). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 19.37. 20.35, 20.42, 20.80, 21.86 (3 CH3COO, 2
CHjy); 62.78 (CH»y); 69.72, 71.83, 80.20, 90.11 (C(1™-4"): 11540, 133.39 (CH,om ):
129.89, 134.94, 136.47, 137.12, 147.89, 153.66. 156,10, 158.84 (C); 169.48, 170.02,
170.45 (CH3COO). FAB-MS (positiv: 3-NOBA): 301 (15, [MH]*), 393 (100). [IRMS

(FAB)" ber. fiir Co3HasN,Og (501.1622, [MH]=): gel: 501.1629,

Nebenverbindungen:

a-Isomer:

7.8-Dimethyl-10-(2°,3",5-(ri-O-acetyl-a-D-ribofuranosyl)-benzo[g]pteridin-
2,4(3H,10H)-dion (54)

Gelbes Ol. Ry (Kieselgel, CH>CIo/MeOH 10:1): 0.69. IR (KBr): 3467m, 30335, 281 1m,
17425, 16585, 15375, 1372m. 12265, 1051m. TH-NMR (300 MHz, CDCIl3): 1.94, 2.09,
213 (35, COCHzR); 2.46, 258 (25, CHR) 4.26-4.27 (m, 2 HL H--C™Y); 4.37-4.44 (m,
H, H-C40: 5.24-5.27 (m, 2 HOH-CO w3700 5.68-5.69 (m, | HL H-C(27)); 7.75, 8.08
(25, 2 H, H-C(6,9) ), 8.62 (s. | H, NH). C-NMR (125 MHz, CDCl3): 19.48, 20.62,
20.79, 2091, 21.56 (3 CH3COO, 2 CHz) 63.26 (CH>): 68420 7130, 71.84, 77.76 (4
HCC -4 11556, 133.02 (2 CH 0z 131270 135,12, 13581, 137.60, 148.79, 150.16,
[54.55, 159.07 (8 C); 169.79, 170.05, 170.1§ (CH3;COO). FAB-MS (positiv: 3-NOBA):
S03 (100, [MH>]". 1005 (350 2[MH]%. HRMS (FAB™) ber. fiir Cy3H»7N4Og
(5031778 [MH]*, reduzicrte Form (+ Hay gefs SO3.1778,

|54
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Offenkettiges Isomer:

7,8-Dimethyl-10-(5’-0-acetyl-1°,2".3’-tridesoxy-D-ribityl)-benzo| gpteridin-
2,4(3H,10H)-dion (53)

Gelbes Pulver. Schmelzpunkt 210 °C (Zersetzung). Rf (Kieselgel, CH>Cly/MeOH
10:1): 0.59. IR (KB): 3378m. 3188m, 2933m, 23565, 1717m, 16555, 15685, 1495w,
1039w, TH-NMR (300 MHz. CDCly): 1.69-1.75 (m, 2 H, H-C(3")); 1.95-2.11 (m, 2 H,
H-C(2°)): 2.12 (s, COCHy): 2,46, 2.57 (25, CHR): 4.03-4.74 (m, H, H-C(4)): 4.14-4.19
(m, 2 H, 2H-C(57)); 4.74-4.79 (m, 2 H, H-C(1"): 7.57, 8.07 (25, 2 H, H-C(6.9): 8.53 (5,
I H, NH). I3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 19.23, 19.49, 20.86 (I CH3COO, 2 CH3):
2324, 44.99, 68.60 (3 CHy): 69.43 (HCE ) 11546, 13284 (2 CHyom): 13103,
[35.05, 136.06, 137.21, 14853, 150.04. 15511, 15945 (8 C), 171.29 (CH3COO).

FAB-MS (positiv: 3-NOBA): 387 (65, [MH]*). HRMS (FAB™) ber. fiir CjoH23N4O5

(387.1668, [MH]*): gef.: 378.16068.
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6.5.3 Synthese eines I'lavinribofuranosids iiber die Acetonid-Schutzgruppe

2°,3*-0-1sopropyliden- 7 f-D-ribofuranose (60)'**!

D-Ribose (31) (5.0 g, 33.4 mmol) wurde in Aceton (150 mb) suspendiert. Bei 0 °C
wurden HySOy4 (2 ml, 37.5 mmol) zugegeben und 2 h geriihrt, wobei die Ribose nach

und nach in Losung ging. Die Reaktionslosung wurde anschliessend mit KOH (4.50 ¢

o

80.2 mmol) in MeOH (50 ml) bei 0 °C abgefangen. Zur Suspension wurde noch K2COy
(2.5 g, 18.1 mmol) gegeben und das Reaktionsgemisch 30 min schwach geriihrt. Nach
Abfiltrieren des Niederschlags (Glasfritte. Celite mit diinner Aktivkohleschicht) wurde
das  Filtrat  eingeengt und man erhielt  c¢in leicht  gelbliches Ol, das

sidulenchromatographisch mit McOH/CH>CH» (15:1) gereinigt wurde. Es wurde 60 (5.7

2,90 % (Lit.: 66 %) als farbloses O erhalten.

Rf (Kicselgel, CHAClo/MeOH 10:1)

0.49. TH-NMR (200 MHz, CDCl3): 1.30, 1.47
6 H, CH3), 3.68-3.74 (m, 2 H. Ha-C(57 4.32-440 (m. 1 HLH-C(4)), 4.56 (d, | H, T =
0.2, H-C(3): 479 (d, | H. J =
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N-(27,3"-O-1sopropyliden-a-D-ribofuranosyl)-4,5-dimethyl-2-nitrobenzolamin (61)

HO.
0. O]
\\H N \T;i?\\l g

60 (0.53 0. 2.76 mmol) wurden unter Argon in EtOH (15 ml) gelost und Nitroxylidin

(3.30 ¢, 13.8 mmol, 5 dquiv.) und NHyCl (70 mg) zugegeben. Die orange
Reaktionslosung wurde 2.5 h unter Rickfluss erhitzt und nach 10 min Molckularsieb 3
A zugesetzt. (Bei geringerem Uberschuss an Nitroxylidin erfolgte keine Umsetzung!).
Nach dem Abkiihlen zog man aul Kieselgel aul und trennte siulenchromatographisch
mit CH>Cly das diberschiissige Nitroxvlidin ab. Das Produkt konnte dann mit
CH>Cl»/MeOH 15:1 von der Siule eluiert werden. Man erhielt das Produkt nach dem
Einengen als gelbes Ol das trotz mehrfacher Reinigung nicht analysenrein erhalten
werden konnte. Laut NMR wurde 61 (0.59 g, 66 %) als a/f-Isomerengemisch im

Verhiltnis 12:1 erhalten

Rf (Kieselgel, CHoCl/MeOH 25:1): 0.36. IR (neat): 3370s, 2933w, 2300w, 1627m,
[567m, 1306m, 140630, 1327w, 1272y, 12390, 1094m. 856w, TH-NMR (300 MHz,
CDCly, a-Isomer): 138, 1.59 (25, 6 HL CHz)0 2,20, 2.29 (5. 1 H, CHz am Arom.); 3.71-
377 (m. 2 Hy Ho-C(57))r 4.33-4.36 (o, T H H-C(4)) 470 (dd, F H, J = 25,59, H-
C3N: 492 (ded, VH, = 19,61 H-C(2' 0545 (dd, 1 HoJ = 1.5,9.5, H-C(1")); 6.96,
7.93 (25, 2 H, arom. T, 835 (. HL T = 9.1, NH). BCNMR (100 MHz, CDCl5,
Isomer): 18.59, 20.57, 2492, 26,13 (CHx) 63.29 (C(57)); 79.66, 81.43, 81.45, 84.36
(CO=47) 110.09, 12629 (CH o TS0 126.390 13132, 14128, 146.91 (C). FAB-
MS (positiv: 3-NOBA): 677 (7. 2[MH|). 391 (33), 362 (28, [MNalt), (100),
(IMHT)
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N-(5’-0-Acetyl-2’,3'-O-isopropyliden- @-D-ribofuranosyl)-4,5-dimethyl-2-nitro-

benzolamin (63)

-
/

61 (0.86 g, 2.53 mmol) wurde in Pyridin (10 ml) gelost und Essigsdureanhydrid (3 ml)
zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 8 h bei 50 °C gertihrt. Es wurden EtOH (10 ml)
und Ether (100 ml) zugegeben und dreimal mit Wasser (je 100 ml) gewaschen. Nach
dem Einengen erhiclt man einen gelben Feststoff, der am Hochvakuum 2 Tage
getrocknet wurde, und anschliessend ohne weitere Reinigung in die niichste Stufe
eingesetzt wurde. Laut NMR handelt es sich bei 63 ausschliesslich um das a-Tsomer.
Fiir die Rontgenstrukturanalyse wurde cin kleiner Teil aus Ethanol umkristallisiert. Es

wurde 63 (0.95 g. 98 %) in Form von feinen gelben Nadeln erhalten.

Schmelzpunkt 157-161 °C. Ry (Kieselgel, CHACl>/MeOH 10:1): 0.73. IR (neat): 3367m,
2933m, V7425, 1627m, 1567m. 1508m, 1433w, 1372y, 12395, 1094m, 1033m, S61m.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.4 1.68 (25, 6 H. CH3): 1,14 (s, 3 H, COCHz); 2.20.
229 (25, 6 H, CH3) 4 13-4 16 (mc | HOH-C3™ 4.31-4.40 G, 2 HL H-C(4°, 57)); 4.73
(dd, 1 H, J = 1.8, 6.6, H-C(3")): 4.89 (dd. | H,J = 3.3. 4.9, H-C(2')); 5.49 (dd., | H, J =
4.8,7.6, H-C(1"): 6.93, 7.95 (25, 2 H, H-C(6.9)), 8.77 (d. | H, J = 7.5, NH). I3C-NMR
(100 MHz, CDCl3): 18.64, 20.53, 2096, 25.16, 26.19 (CHz): 63.87 (C(5")); 79.27,
79.49, 81.57, 84.20 (HC(I'-4"n: 116,18, 126.33 (CH.pom): 114.79, 126.59, 131.50,
141.08, 146.99 (C): 170.58 (CO). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 381 (34, [MH]*), 289
(4D, EA ber. fiir CygH>yN->O7 (380.40): C 56,83, H 6.36. N 7.36; gef. C 56.86, H 6.36,
N 7.36.
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10-(5°-0-Acetyl-2",3"-0-isopropyliden-g-D-ribofuranosyl)-7,8-dimethyl-benzo| g]-
pteridin-24(3H,10H)-dion (64)

63 (0.30 g, 0.79 mmol) wurde in Essigsiduremethylester (9 ml) gelost und Triethylamin
(0.59 ¢, 5.533 mmol) und Platin(IV)yoxid (0.07 g, 0.31 mmol) zugegeben. Die Suspension
wutde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstolf solange hydriert bis man eine farblose
Losung erhielt (ungefihr 1 h). Die Reaktionsmischung wurde unter Lichtausschluss
tiber einen Faltenfilter direkt v eine Losung aus Alloxanmonohydrat (0.22 g, 1.40
mmol) und Borsiiure (0.22 g, 3.58 mmol) gelost in Eisessig (30 ml) getropft (15-20 °C).
Die urspriinglich farblose Losung verfiirbte sich beim Zutropfen griin und nach kurzer
Zeit tiber ein fluoreszierendes gelb nach gelb/braun. Nach 2 Stunden wurde schnell mit
Wasser (50 mb verdiinnt und mit CHCI3 extrahiert. Die organische Phase wurde
viermal mit Wasser (je 50 ml) gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet und unter
Lichtausschluss cingeengt. Aut dem DC konnten 3 Flavine identifiziert werden (gelbe
Fluoreszenz bei 366 nm). Der Rickstand wurde sidulenchromatographisch getrennt
(Silika-H, CH>CIh/MeOH 10:1). Von dem auf dem DC sichtbaren 3 Flavinzuckern
konnte dadurch jedoch nur das Hauptprodukt sauber abgetrennt werden. Es wurde 64

(80 mg, 22 %) als gelbe, kristalline Verbindung erhalten.

Schmelzpunkt 142 °C. Ry (Kieselgel, CHACl/MeOH 10:1): 074, IR (neat): 3178w,
2033y, 281 L, 1717, 1657m, 13785, 13425, 1393m, 1256m, 1156y, 10780, TH-NMR
(300 MHz. CDCly): 1.38, 1.63 (25, 6 Ho CHz): 2.04 (s, 3 H, CHCHz): 244, 255 (25,6
H, CHz)r 4.47-4.57 (m, 3 H. Ho- bzw, H-C(37, 47 541 (dd. V H, J = 4.0, 6.3, H-
CO3NM 357 (ded, T H T = 12,65, H-C(2)) 6,68 (5. | H, H-C(17)): 7.66, 8.05 (25, 2 H,
H-C(6,9)). 8.35 (s. 1 H.NH). 'HC-NMR (125 MHz, CDCI3): 19.40, 20.81, 21.64, 25.27,
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27.25 (CH3COO, 4 CH3); 64.60 (CHo): 82,77, 84.24, 88.35, 92.83 (C(1°-4)); 114.97,
133.08 (CHyom )y 114679, 130,75, 135.03, 136.72, 137.18, 148.42, 149.03, 153.40,

[58.87 (C); 17048 (CH3COO). DEI-MS (CH>Clo): 456 (1, M™), 243 (100). HRMS

(FAB)* ber. fiir C>7Ha5N407 (457.1723, [MHTH); gef.: 457.1727.

6.6 Synthese von Desoxyribose- oder Desoxyarabinosederivaten

6.6.1 Synthese cines Desoxyriboflavinnucleosids
) o . N » [ 235]
1’-Choro-2’-desoxy-3",5"-di-O-(p-chlorbenzoyl)-@-D-ribofuranose (67)*!

Cle_~

In absolutem Methanol (190 ml. iiber Molekularsieb gelagert) wurde 2°-Desoxy-D-
ribose (70) (10.07, 0.08 mol) gelost und mit HCI, gesiittigtem Methanol (10 ml)
versetzt. Diese Losung wurde 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und dann mit
trockenem Pyridin (50 mD) neutralisiert. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und
zum Riickstand wurde Pyridin (25 ml) gegeben und anschliessend das Losungsmittel,
mit verblichbenen Spuren Methanol, wieder entfernt. Der Riickstand wurde in trockenem
Pyridin (60 ml) geldst. bei Raumtemperatur langsam p-Chlorbenzoylchlorid (25 ml, 193
mmol) zugetropft und 16 h gertihrt. Beun Abkiihlen auf 0 °C fiel cin farbloser
Niederschlag aus. Wasser und CH>Cly wurden hinzugegeben, die organische Phase
abgetrennt und zweimal mit gesiittigter NaHCO3-Losung (je 150 ml). Wasser und kalter
AN H2SOy und wiederum mit Wasser gewaschen. Die organische Phasen wurden

abgetrennt, mit MaSOy getrocknet, abfiltriert und das Lasungsmittel in vacuo entfernt.

A0
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Der Riickstand wurde in Ethanol (75 ml) gelost und abfiltriert. Bisessig wurde mit HCI
gesiittigt und danach mit einem Eisbad gekiihlt. Das ethanolische Filtrat wurde ebenfalls
gekiihlt und zugegeben. Unter Eiskiihlung und intensiven Riihren leitete man HCly ein.
Nach ca. 5 min. fiel das gewiinschte Produkt aus. Die Gaseinleitung wurde noch 5 min
fortgesetzt. Das Produkt wurde abfiltriert. mit kaltem E(OH gewaschen und am
Hochvakuum 2 Tage getrocknet. Es wurde 67 (18.0 g, 56 % (Lit.: 46.7-51.4 %)) in
Form eines farblosen Pulvers erhalten. Es wurde ohne weitere Reinigung in der

nichsten Stufe eingesetzt.

Schmelzpunkt [31-133 °C. Ry (Kieselgel, Toluol/EtOAc 5:1): 0.90. IR (KBr): 34135,
3089w, 2956y, 1713, 1593m, 1489w, 140400, 143 1m, 1122m. 1092s, 1014m, 761m.
TH-NMR (200 MHz, CDCl3): 2.72-2.86 (. 2 H. H»-C(2°)): 4.64 (dd, | H, J = 12.0.
20.3, H-C(57)): 4.60 (dd, 1 H.J = 12.0. 18.7, H-C(5"); 4.86-4.92 (m, | H, H-C(4")):
5.52-5.58 (m, | H, H-C(3")): 6,48 (d. | H, J = 4.6, H-C(1"); 7.40-7.48 (m, 4 H, p-
CIBzO-C(57)); 7.91-8.12 (m. 4 H. p-CIBzO-C(3")).

N-(2’-Desoxy-3",5’-0-di-(p-chlorbenzoyl)- S-D-ribofuranosyl)-4,5-dimethyl-2-

nitrobenzolamin (69)

)
Cl

Zu einer Losung von 67 (428 mg. I mmaob) in trockenem CH>Cl> (10 ml) wurde unter

Argon Nitroxylidin (332 mg. 2mmol), Tetramethylhamnstoff (349 mg, 3 mmol) und
Silbertriflac (565 mg. 2.2 mmol) zugegeben. Die Losung wurde 4 h unter

faos

Lichtausschluss bei 0 °C geriihrt and anschliessend noch | h bei RT. Die Suspension
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wurde iiber Celite filtriert, mit wissriger NaHCO3-Losung gewaschen und iiber Na»SO,
getrocknet. Man erhielt ein gelbes Pulver, das durch zweifaches Umkristallisieren aus
Aceton vom liberschiissigen Nitroxylidin gereinigt wurde. Es wurde 69 (0.30 g, 54 %)

in Form feiner gelber Nadeln erhalten.

Schmelzpunkt 168-170 °C. Ry (Kieselgel, Toluol/ EtOAc¢ 5:1): 0.79. IR (KBr): 3378w,
3065w, 2960, 1720s, 1631m, 1393m, 1575m. 1304s, 1432w, 1404m, 1325m, 1270s.
1091s, 1041m, 953m. TH-NMR (300 MHz. CDCl3); 2.20, 2.29 (25, 6 H, CHz): 2.41 (d,
Jo= 147, 1 H-C(2M)); 2.72-2.81 (m, 1 H, H-C(27)); 4.53-4.56 (m, 1| H, H-C(4™)); 4.60-
4.66 (m, 2 H, H>-C(57)): 5.62-5.83 (m, | H. H-C(3")); 581 (dd. 1 H, J = 6.6, 6.7, H-
C(17)); 7.04 (s, 1 H, H-C(6)): 7.43, 7.48 (2d. 4 H. J = 8.8, p-CIBz); 7.94 (s, | H, H-
C(3)); 8.09, 8.58 (2d, 4 H, 0-CIBz), 8.58 (d, | H. J = 7.6, NH). 3C-NMR (125 MHz,
CDCl3): 18.64, 20.63 (CHx): 38.72, 64.59, 76.19, 82.04, 84.02 (C(3°-1")); 115.74,
[126.33 (CHypom s 12676, 12742, 12822, 128,87, 129.01, 131.03 (C); 141.42, 147.23
(CO); 13127, 131.33. 139.76, 140.24. 165.36. 16549 (CH). FAB-MS (positiv; 3-
NOBA): THO (17, [2M+H]"): 559 (84, [MH]*): 393 (34). EA ber. fiir Co7H>4N>O7 Cl»

(559.40): C 58.02, H4.24. N 4.99. C1 12.68: gef. C 58.02. H4.24, N 4.99, CI 12.38.

10-(1°,2°-Didesoxy-3",5"-0-di-(p-chlorbenzoyl)-D-ribityl)-7,8-dimethyl-benzo| g]-
pteridin-24(3H, 10H)-dion (71)

69 (1.12 ¢, 2.0 mmol) wurde in Essigsituremethylester (20 ml) geldst und Triethylamin

(140 g, 10 mmol) und PlatintIVioxid (0.15 g. 0.66 mmol) zugegeben. Die Suspension
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wurde bet 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoff solange hydriert bis man eine farblose
Losung erhielt (ungefithr 1 h). Die Reaktionsmischung wurde unter Lichtausschluss
tiber einen Faltenfilter dirckt in eine Losung aus Alloxanmonohydrat (0.54 g, 3.4 mmol)
und Borsiure (0.56 g, 9.06 mmol) gelost in Eisessig (40 ml) getropft (15-20 °C). Die
urspriinglich farblose Losung verfirbte sich beim Zutropfen gelb und geht nach kurzer
Zeit in ein dunkles griin tber. Nach 2 Stunden wurde schnell mit Wasser (50 ml)
verdiinnt und mit CHCl3y ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde viermal mit
Wasser (je 50 ml) gewaschen und tber Na>SOy getrocknet und unter Lichtausschluss
eingeengt. Auf dem DC konnten 3 Flavine identifiziert werden (gelbe Fluoreszenz bei
366 nm). Der Riickstand wurde sidulenchromatographisch — getrennt  (Silika-H,
CHoCla/MeOH 10:1). Von dem auf dem DC sichtbaren 3 Flavinzuckern konnte
dadurch jedoch nur das Hauptprodukt durch priparative HPLC (Gradient: 0-23%
CHCI3/MeOH in einer Stunde) sauber abgetrennt werden. Es wurde 71 (0.72 g, 60 %)
als gelbes Ol erhalten.

Rf (Kieselgel, CH>Clo/MeOH 10:1): 0.55. IR (KBr): 3383w, 17195, 1636m, 1591m,

1574m, 1502m. 141w, 1324w, 1274m, 1246w, 109 1m, 1014w, 947w, 846w, 758m. TH-
NMR (300 MHz, CDCI3): 2.21-2.56 (m. 8 H. 2 CHz, Hy-C(27)); 4.39-4.50 (m, 2 H. Ho-
C(57)); 4.59-4.92 (m, 3 H, Ha-C(1). H-C(H ) 5.30-5.37 (my | H, H-C(37)); 7.32-8.04
(m, 8 H, p-Cl-Bz): 8.89-8.95 (m, | H, NH). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 637.2 (100,

IMH[*). HRMS (FAB") ber. fiir C31HagCLNGO7 (6371251, [MH]H): gef.: 637.1257.
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10-(1°,2’-Di-desoxy-D-ribityl)-7,8-dimethylbenzo[g|pteridin-2,4(3H , 10H)-dion (72)

O
SR N\1 [L NH

N

{
HOI “OH
OH

71 (55 mg. 0.11 mmol) wurde 3 I in absoluter ammoniakalischer MeOH-Lasung (50
ml) geriihrt, wobei das Produkt austiel. Die Reaktionslésung wurde cingeengt und am

Hochvakuum getrocknet. Es wurde 72 (30 mg. 77 %) als gelbes Ol erhalten.

Rf (Kiesclgel, CHACIy/MeOH 10:1): 0.12. IR (neat): 31465, 2940m, 1718m, 1654m,
[579m, 15445, 10855, 10205, TH-NMR (300 MHz. Pyridin): 2.18, 2.22 (25, 6 H, CHy);
2.47-2.53, 2.84-2.89 (2m. 2 H, Hh-C(2)): 4.30-4.51 (m. 4 H, H-C(3*, 4°); Hy-C(5)):;
5.00-5.27 (2m1, 2 H, H>-C(17)); 6.40, 6.67. 6.93 (3s. 3 H, OI); 7.96, 7.98 (25, 2 H, H-
C(6,9)), 13.42 (Is. | H, NH). ESI-MS (H>0. ca. | % NHz): 399.1 (18, [MK]*); 383,
(100, [MNal*); 361.0 (98, [MH[*). HRMS (FAB") ber. fiir C7H,;0sNy (361.15118.
[MH]+); gef.: 361.1498.
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10-(1,2°-Di-desoxy-3",4°,5 -tri-O-acetyl-D-ribityl)-6,7-dimethylbenzo[g]pteridin-

2,4(3H, 10H)-dion (73)

=]

72 (0.01 g, 0.03 mmol) wurden in trockenem Pyridin (3 ml) gelost und
Essigsdureanhydrid (1 ml) zugegeben. Die Reaktionslosung  wurde 10 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung mit EtOH (3 ml)
versetzt und Ether (10 ml) zugegeben. Die Reaktionslosung wurde dreimal mit
Eiswasser (je 50 ml) gewaschen, die organische Phase iiber MgSOy4 getrocknet,
eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Es wurde 73 (13 mg, 87 %) als gelbes Ol

erhalten.

Rf (Kieselgel, CH2Clo): 0.67. IR (neat):): 31465, 2940m, 17175, 1628m, 1654m, 1579m.
[544s, 10855, 1020s. TH-NMR (500 MHz. CDCI3): 2.06, 2.15, 220 (35, 9 H,
CH3COO): 2,46, 2.57 (25, 6 H, CH3); 2.08-2.18 (m, 2 H, Ha-C(27)): 4.13-4.36 (m, 2 H,
Ho-C(57)): 4.63-4.93 (m, 2 HL H-C(37 ) 5.07-5.27 (i, 2 HOHH-C(1)): 7,43, 8.07 (25,
2 H, H-C(6, 9)); 8.50 (s, | H. NH). FAB-MS (positiv: 3-NOBA): 487.1 (100, [MH]*).
HRMS (FABY) ber. fiir Co3H>7N Og (4871829, [MH|*): gef.: 487.1825.
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6.6.2 Synthese eines Fluorderivats des Desoxyarabinosylflavinnucleosids

2’-Desoxy-2’-tfluoro-1°,3°,5’-tri-O-benzoyl- a-bD-arabinose (76)**!

a-D-Ribofuranose-1,3,5-tribenzoat (5.00 g, 10.8 mmol) wurde in CH»Cl» geldst und auf
0 °C abgekiihlt. DAST (5.00 g, 0.30 mol) wurde iiber cinen Zeitraum von 10 min
zugegeben. Man liess die Reaktionslosung auf Raumtemperatur erwiirmen und erhitzte

sie dann 16 h aut 45 °C. Nach dem Abkiihlen wurde die braune Losung mit MeOH (10
ml) abgefangen und zweimal mit gesittigter NaHCO5-Losung (je 100 ml) und zweimal
mit gesittigter NaCl-Losung (je 100 ml) gewaschen. Das organische Losungsmittel
wurde im  Vakuum entfernt  und man erhielt  ein braunes Ol, das
siiulenchromatographisch gercinigt wurde (CH>CI). Das resultierende Ol wurde aus

heissem Ethanol umkristallisert. Es wurde 76 (3.6 g, 71 % (Lit.: 62.8 %)) in Form von

farblosen Kristallen erhalten

R (Kicselgel, CH2Clo): 0.38. TH-NMR (300 MHz, CDCI5): 4.70 (m, 2 H, H-C(5)); 4.77
(g, 1 H, J= 3.3, H-C(4)): 536 (d. | H, J =48, H-C(2)): 5.62 (dd, t H.J = 19, 3.3, H-

C(3); 6.74 (d, | H, J = 8, H-C(1)): 7.45-7.35 (m, 6 H, m-Ar-H); 7.65-7.50 (m, 3 H, p-
Ar-H); 8.05 (m, 6 H, o-Ar-H).
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1’-Brom-2’-desoxy-3",5"-di-O-benzoyl-2’-fluoro- -D-arabinosc (75)"*"

®

76 (1.00 g, 2.15 mmol) wurden in 50 ml trockenem CH»>Cly geltst und HBi/HOAc (1.2
ml, 4.3 mmol, 33 %) zugegeben und 16 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde in vacuo
entfernt, der Rickstand mit CH»Cly aufgenommen und zweimal mit gesittigter
NaHCO3z-Losung (je 50 mlb) gewaschen und iiber MgSO.4 getrocknet. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt, das zuriickbleibende Ol am Hochvakuum

getrocknet. Es wurde 75 (0.89 g, 98% (Lit.: 98 %)) als farbloses O erhalten.

IH-NMR (300 MHz, CDCI3): 4.75 (. 3 H, H-C(4.5)): 5.50 (dd, | H, J = 22, 3, H-
C(3)); 5.6 (d, | H, Tgay.p = 50, H-C(2)): 6.7 (d. 1 H. T ypyp = 11.9, H-C(1)); 8.20-7.41
(m, 10 H, Ar-H).

N-(2’-Desoxy-3",5’-di-O-benzoyl-2’-tfluoro- f-D-ribofuranosyl)-4,5-dimethyl-2-

nitrobenzolamin (77)

Zu emer Losung von 75 (300 mg. 0.7 Immol) in trockenem CH>CIl5 (10 ml) wurde unter
Argon Nitroxylidin (232 mg, 1.4l mmol), Tetramethylharnstoff (248 mg, 2.13 mmol)

und Silbertriflat (401 mg, 1.56 mmol) zugegchen. Die Losung wurde 4 h unter

,,,,,
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Lichtausschluss und Argonatmosphiire bei 0 °C geriihrt and anschliessend noch | h bei
RT, unter Zugabe von wenig Molekularsich (3A). Dic Suspension wurde iiber Celite
filtriert, mit wiissriger NaHCO-Losung gewaschen und tiber Na,SOy getrocknet. Nach
dem Einengen wurde das orange Ol aus Ethanol (reines f-Isomer) oder iiber Aceton (¢
und S~ Isomerengemisch) umkristallisiert und 1im Kiihlschrank tiber Nacht aufbewahrt.

Es wurde 77 (0.21 g, 59 %) in Form feiner gelber Nadeln erhalten.

Schmelzpunkt 135 °C. Rf (Kieselgel, Toluol/EtOAc 5:1): 0.78, 0.81. IR (KBr): 3356w,
3068w, 2979w, 1717s, 1628m, 1579m, 1503m, 1279s, 1087m, 710s. 'H-NMR (300
MHz, CDCls, f-lIsomer): 2.22, 2.30 (25, 6 H, CHR); 4.55 (¢, | H, J = 3.7, H-C(4"));
4.73 (d, 2 H. J = 4.1, Hy-C(5")): 536 (d. | H. J yyp = 48.6, H-C(27)); 5.69 (dd, 1 H, J =
19, 3.4, H-C(3%)); 5.85 (dd, | H, J = 15, 8, H-C(17)); 7.03, 7.96 (2s, 2 H, H-C(3,6));
7.42-7.66 (m, 4 H, p-Cl-Bz); 8.06-8.16 (m, 4 H, p-CIBz); 8.50 (d, | H, J = 7.8, | H,
NHD). 'H-NMR (500 MHz, CDCls, o/ Isomerengemisch 1:2): 231, 2.21 (25, 6 H. CHs,
a-Isomer): 8.58 (dd, | H, J = 7.7, 2.88, NH. a-Isomer); 8.49 (d, | H, J = 7.7, NH, /-
Isomer); 2.30,2.21 (25, 6 H 3 f-lsomer); 444 (g, L H, T = 3.8, H-C(4"), a-Isomer);
4.55 (g, 1 H, J = 3.8, H-C(4"), f-Isomer): 4.72 (. 2 H, J = 3.5, Ho-C(5"), p-Tsomer);
4.78-4.62 (m, 3 H, H-C(3".5"), a-Isomer); 5.34 (ddd, | H, J = 48.6, H-C(2"), a-Isomer);
5.35(d, 1 H,J = 48.6, H-C(2"), f-Isomer). 5.70-5.63 (m, 1 H, H-C(3"), a=Isomer); 5.69
(dd, 1 H, J = 19.2, 3.4, H-C(3"), f-Isomer): 5.84 (d, . J =149, 7.8, H-C(1"), /-
Isomer); 7.65-7.55 (m. 10 H. H-C . S-lsomer): 7.95, 6.97 (25, 2 H, H-C(3.6), o~
Isomer); 7.96, 7.03 (25, 2 H. H-C(3.0), f-lsomer); 8.16-8.04 (m. 10 H, H-Cyron. @
Isomer). I3C-NMR (125 MHz, CDCl;, o/ Isomerengemisch 1:2): 18.67, 20.58 (2CH;,
B-Isomer); 18.67, 20.61 (2CH;. c~lsomer); 63.69 (C(57), f-lsomer); 63.78 (C(57), -
Isomer); 77.06, 77.52, 77.77. 79.39. 81.69, 84.00 (6C(1", 3°, 47), &, f-Ilsomeren); 87.35.
87.62 (2C(27), «.f-lsomeren): 9330, 94.82 (2CHuom. o-Isomer); 97.13, 98.16
(2CHom. A-Isomer): 115.86, 11590, 126,42, 126.50, 128.36, 128.40, 128.64, 128.74,
129.77, 129.84, 130.07, 131.71. 133,16, 133.89, 134.00 (CH, o, f-Tsomere); 127.42,
[128.29, 129.61, [31.94, 165.20, 166.23 (C, a-Isomer); 84.13, 127.48, 129.72, 133.15,
165.49, 166.28 (C, f-Isomer); 14054, 14740 (CO, f-lsomer); 140.50, 147.02 (CO, o-

1 AR



6. Experimenteller Teil

[somer). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 309.6 (45, [IMH]*). EA ber. fiir Cr7H»>sFN2Oy
(508.16): C 63.77, H4.96, N 5.51, F3.74; gef. C 63.70, H 5.29, N 5.50, F 4.01.

10-(2’-Desoxy-3’,5’-di-O-benzoyl-2’-fluoro-«/ f-D-ribofuranosyl)-7,8-dimethyl-
benzo[g]pteridin-2.4(3H,10H)-dion (78 und 79)

N“\

SPPEus
7@

o\\/o

1
]

In EtOAc (5ml) wurde 77 (100 mg. 0.197 mmol) gelést und Triethylamin (0.19 ml,
1.375 mmol) und Platin(IVyoxid (30 mg, 0.132 mmol) wurden zugegeben. Die
Suspension wurde bei 2 bar im Autoklaven mit Wasserstoff solange hydriert, bis man
eine farblose Losung erhielt (8-10 Minuten). Die Reaktionsmischung wurde unter
Lichtausschluss tber einen Faltenfilter direkt in eine Losung aus Alloxanmonohydrat
(56 mg, 0.350 mmol) und Borsiure (56 mg, 0.890 mmol) geldst in Eisessig (30 ml)
getropft (15-20°C). Die urspriingliche farblose Losung verfirbte sich beim Zutropfen
fluoreszierend gelb. Nach 3 Stunden wurde mit 50 ml H>O verdiinnt und mit CHCly
(2x50ml) extrahiert. Die organische Phase wurde mit H-O (3x50 ml) gewaschen, mit
ges. NaHCO;3 (50 ml) neutralisiert und noch mit H,O (2x50 ml) gewaschen. Die
organische Phase wurde iiber NaxCO5 getrocknet, abfiltriert und unter Lichtausschluss
eingeengt. Auf dem DC (EtOAc /Hexan 10:1 bei 360 nm) konnten 3 verschiedenc
Flavinzucker beobachtet werden. (bei 366 nm gelbe Luminescenz). Der Riickstand
wurde siulechromatographisch getrennt (&0 = 5 c¢m, 20 em Kieselgel, EtOAc/Hexan
10:1) dann mittels MPLC gesiiult (Gradient: 0-10% EtOAc/Hexan in 60 Minuten). Das
a-Tsomer 78 (8 mg, 7%) wurde als gelbes Ol isoliert und das S-lsomer 79 (6 mg. 5%)

fue

konnte, leicht verunreinigt mit dem ¢ Isomeren, ebenfalls als gelbes Ol isoliert werden.

Beide Fraktionen wurden mit Hexan ausgefillt und als gelbes Pulver erhalten.
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Schmelzpunkt: 141°C (78479). R; (Kieselgel, EtOAc/Hexan 10:1): 0.70 (78), 0.63 (78).
IR(KBr, or-Isomer): 34225, 29224, 28565, 1718s, 1583y, 1550, 14350m, 1389m, 12775,
711s. "H-NMR: (500 MHz, CDCls, erTsomer (78)): 2.43, 2.51 (25, 6 H, CHs): 4.64 (dd,
P H, J= 1245, 436, H-C(57): .78 (dd, 1 11, J = 1230, 2.96, 11-C(5")); 5.51 (¢,  H, J

= 0.9, H-C(4"); 6.13 (ddd, = 249, 7.16, 3.73, H-C(3)); 6.55 (ddd, 1 H, J =
55.72, 374, 3.74, H-C(27)): 7.02 (dd. 1 H, J = 20.54, 3.74, H-C(1")); 7.43-8.31 (m, 12
H, 10 Ar-H und 2 H-C(3,6)); 8.39 (s, | H, NH). "H-NMR: (500 MHz, CDCl;, f-Isomel
(79)): 2.43,2.50 (25, 6 H, CHy): 441 (dd, | H, J = 11.78, 4.93, H-C(5")); 4.45-4.53 (i,
FIE T-C ) 4.62 (dd, 1T J = 11.30, 2.86, H-C(57)); 5.88 (ddd, | H, J = 19.09, 7.72,
4.73, H-C(3"); 6.27 (dd, 1 H. J = 45.50, 4.86, H-C(2%)); 7.26 (s, | H, H-C(1")), 7.37-
8.12 (m, 12 H, 10 Ar-H und 2 H-C(3,6)): 947 (s, | H, NH). "C-NMR: (500 MHz,
CDCls, a-Isomer (78)): 19.40, 21.69 (2CH3), 63.84 (CH,), 78.21, 78.43, 84.53, 84.57
(4C(17-47)), 11481, 128.53 (2x), 128.85 (2x), 129.84 (2x), 130.71 (2x), 130.88, 133.33,
133.84 (CHyrom ). 13040, 13249, 133.84, 135.01, 136.72, 137.36, 148.67, 149.88,
[53.28, 158.82, 166.12, 167.76. FAB-MS (positiv: 3-NOBA. e-Isomer): 343.2 (100,
489.4 (45), 5854 (55, [MH[*). FAB-MS (positiv: 3-NOBA, f-Isomer): 477.4 (100),
483.3 (45). 585.4 (10, [IMH*). HRMS (FAB™) ber. fiir C3HsFNLO5 (585.1786, [IMHTY
gef.r 585.1788 (100, IMH]) 78. 585.1778 (88.48, [MH]")79.

6.7 Synthese eines Deazaflavins

1,5-Bisbenzyloxybenzaldehvd (23)

Q
/[J\]\/\H\
ST U =

Unter Inertgasatmosphire wurden  Benzvibromid (452 ml, 380 mmol), 2.4-

Dihydroxybenzaldehyd (25 g. 180 mmol) und K,COs (75 @) in Aceton (300 ml) 12 h
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unter Riicktluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Celite filtriert und das Filtrat
eingeengt. Das Konzentrat wurde in Ethylacetat (200 ml) gelost, mit Na.CO; (100 ml),
3 9 HCI (100 ml) und gesiittigter NaCl-Losung (100 ml) gewaschen. Die organische
Phase wurde tiber MgSO, getrocknet, abfiltricrt und eingeengt. Der erhaltene Riickstand
wurde aus einem Gemisch aus Ether/Chloroform 11 umkristallisiert. Es wurde 23

(53.2 g, 166 mmol, 92 % (Lit.: quant.) in Form von hellgelben Kristallen erhalten.

IR (CHCIy): 3026w, 286610, 167355, 16025, 'H-NMR (200 MHz, CDCl3): 5.2, 5.15 (25, 4
H, CH2); 6.6 (s, | H, CHyron )z 7.35-7.50 (m. 11 H, CHgrom): 7.8 (d, 1 H, CHyon):
(s, I H, CHO).

6-Chlor-(1H, 3H)-pyrimidin-2,4-dion (21)

0
P
/k

o~

2,4.6-Trichloropyrimidin (25 2. 0.14 mol) wurden in eine Losung von Wasser (220 ml)
und NaOH (22 g) gegeben. Die Mischung wurde | h unter Riickfluss gekocht und
anschliessend abgekiihlt. Die Reaktionslosung wurde mit konz. HCI (ca. 50 ml) auf pH
2 eingestellt und in den Kiihischrank gestellt. Nach 6 Stunden wurden die ausgelallenen

Kristalle abgenutscht und aus Wasser umkristallisiert. Es wurde 21 (16.5 g, 81 % (Lit.:

82 %) in Form weisser Kristalle erhalten.

Schmelzpunkt 290 °C (Lit.: 292-293 °(), NMR (200 MHz, DMSO): 5.8 (s. 1 H,
=CH); 1.1 (s, L H, NH); 12.0 (s, I H.NH).
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6-Amino-3-propanol-(1H, 3H)-pyrimidin-2,4-dion (22)

T
HJ\J\/ }
O// N/‘ \NH
H
HO

21 (10.0 g, 0.07 mol) wurden mit Aminopropanol (60 ml, 0.80 ml) 15 min. zum Sieden

erhitzt. Anschliessend wurde der tiberschiissige Alkohol abdestilliert, damit das Produkt
besser auskristallisieren konnte. Immer noch unter Rithren wurde Wasser zugegeben
und die abgekiihlte Reaktionslosung wurde in den Kiihlschrank gestellt. Nach 6 h
wurden die Kristalle abgenutscht und aus Wasser umkristallisiert. Es wurde 22 (10.3 g,

0.07 mol, 96 %) in Form hellgelber Kristalle erhalten.

Schmelzpunkt 223-227 °C. IR (CHCl3): 34335, 32375, 1704m, 1465m, 1333nm, 1036w,
"H-NMR (300 MHz, DMSO): 1.60 (quint., 2 H. J = 6.2, H2-C(2")); 3.02 (¢, 2 H, J =
6.2, H2-C(37)); 3.40 (n. 2 H, H2-C(27)); 4.46 (s, 1 H. CH), 4.38 (s, 1 H, OH): 6.06 (s, |
H, NH); 9.88 (s, I H. NHpgine): 10,13 (5. 1 H, NHyino). “C-NMR (125 MHz, DMSO):
3118, 38.75, 58.25, 72.40, 150.80. 154.07, 164.23. FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 186.1
(12, IMH][*), 154.0 (100). EA ber. fiir C7H [ N3O3 (185.18): C 45.40, H 5.99, N 22.69;
gef. C45.31, H5.82, N 22.68.

8-Benzyloxy-10-(3-hydroxypropyDh-deazaflavin (20)

In DMFE (100 ml) wurden 2.4-Dibenzyloxybenzaldehyd (13.4 ¢, 0.04 mol) und 22 (9.7

g, 0.05 mol) gelost und 4 h unter Riickfluss erhitzt. Das Gemisch wurde langsam auf
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Raumtemperatur abgekiihlt. Die ausgefallenen Kristalle wurden abgenutscht, mit
Methanol gewaschen und aus DMF umkristallisiert. Es wurde 20 (11.2 g, 0.03 mol, 75

90) als goldgelbe Kristalle erhalten.

Schmelzpunkt 240 °C (Zers.). IR (CHCI3): 34195, 29905, 16535, 1595m, 15225, 1406m,
1247m. "H-NMR (400 MHz, DMSO): 1.87 (quint., 2 H, J = 6.29, H-C(2")); 3.56 (¢. 2
H,J =559, Hy-C(3"); 4.41-4.69 (m, 1 H. Ho-C(17)); 4.95 (1, | H, J = 5.04, OH); 5.38 (s,
2 H, Hy-Cp): 7.23-8.12 (m, 9 H. CHyrom): 8.89 (s, 1 H, C(5):; 11.0 (s, 1 H, NH). “C-
NMR (125 MHz, DMSO): 30.25, 39.34, 58.35, 70.65 (CH>); 100.45, 115.23, 128.62
(2x), 128.77, 129.08 (2x), 134.18, 141.18 (CHyon): 10045, 112,38, 116.42, 136.34,
142,71, 158.00, 162.79, 164.62 (C). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 378.0 (45, M),
307.0 (70), 154.1 (100). EA ber. fiir C1HrgN304 (378.41): C 66.66, H 5.33, N 11.10;
sef. C 66.42, H5.41, N 11.21.

6.8 Synthese eines Coenzym-Bausteins

6.8.1 Linfach geschiitzter Weg

10-(1’-Desoxy-2",4’-0-benzyliden-D-ribityl)-7,8-dimethyl-benzo[ g |pteridin-

2,4(3H,10H)-dion (10)

ti
LL 7

\

OH

In cinem ausgeheizien Kolben wurden Riboflavin (5.0 g, 0.0l mol), PhCH(OMe)>

(2.0 g, 0.01 mol) und CSA (0.6 g. 0.005 mol) in - DMF (60 ml) suspendiert und am
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Rotationsverdampfer bei 45 °C und 60 mbar rotiert. Nach 10 h wurde NaHCO5 (2.3 g)
zugegeben, das DMFE bei 50 °C und [0 mbar abdestilliert und der gelbe Riickstand am
Hochvakuum getrocknet, um das DMFE vollstindig zu entfernen. Das gelbe Pulver
wurde in CHoCly suspendiert und fiir 10 min im Ultraschallbad beschallt. Die
Suspension wurde abfiltriert und der Riickstand (Edukt) mit CHrCly (3x100 ml)
gewaschen. Das Filtrat wurde mit Wasser (3x200 ml), mit gesiittigter NaHCO3-Losung

(200 ml) gewaschen, tiber Na»SO, getrocknet und eingeengt. Das erhaltene gelbe Pulve

wurde sdulenchromatographisch (Kieselgel, erst CH-Cly, dann CH>Clo/CH1OH 20:1)

gereinigt. 10 (0.80 g, [3 %) und als gelbes Pulver isoliert.

Schmelzpunkt 218-220 °C (Zersetzung). Rf (Kieselgel, CH>Cl»/MeOH 20:1): 0.28. IR
(KBr): 31465, 2940m, 1718m, 1654m, 1579m, 1544s, 1085s, 102s. 'TH-NMR (500 MHz,
Pyridin): 2,18, 2.31 (25, 6 H, 2 CH3); 4.28-4.30 (m, 2 H, H-C(3" u. 4)); 4.35-4.37. 4.50-
4.58 (2m, 2 H, 2H-C(57)); 4.70-4.78 (m, 1 H, H-C(27)); 5.19-5.38, 5.68-5.80 (2m, 2 H,
2H-C(17)); 5.85 (s, 1 H, CHpunrvtigen): 0.44-6.92 (m, 1 11, HO-C(57)); 7.30-7.38, 7.56~
757 (2m, 5 H, CHygor ): 7.87 (s 1 H H-C(6)): 8.14 (s, | H, H-C(9)); 8.73 (s, | H, NH);
13.43 (s, I H, HO-C(3")). C-NMR (125 MHz. Pyridin): 19.00, 20.80 (2 CHz); 47.77,
62.12 (2 CH»); 64.85, 80.40, 83.58 (3 HC(2™-4"); 100.90 (CHypiphenyien)s 118.63, 126.92,
128.34, 129.07, 131.76 (S CHyem): 13291, 13499, 136.15, 138.03, 138.87, 146.21,
151.67 (7 C); 156.83, 161.02 (2 CO). FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 465 (100, [MH]*).
HRMS (FAB®) ber. fiir CoyHosNOg (464.1774, [MH]*); gef.: 465.1776.
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10-(1’-Desoxy-3°,5’-0-benzyliden-D-ribityl)-7,8-dimethyl-benzo[ g |pteridin-
2,4(3H,10H )~dion (Nebenprodukt) (13)

Siehe Synthese von 2" 4’-di-O-Benzylidenriboflavin.

Ausbeute: 0.19 g (31 %). Schmelzpunkt >221 °C (Zersetzung). Ry (Kieselgel,

O

CH>Clo/MeOH 5:1): 0.61. IR (KBr): 341 ts, 304, 1717, 1650m, 1572m, 15445,
1405w, 1250w, 1083m, 10221, TH-NMR (300 MHz, Pyridin): 2.10, 2.15 (25, 6 H,
CH»):4.02 (1, T H,J =104, H-C(3")): 444 (d, | H, J = 9.1 Hz, H-C(3")): 4.64 (dd,

J =51, 158, H-C(57)); 4.79-4.80 (m. 1 H, H-C(4™)); 5.36-5.44 (m, 3 H, 2H-C(1") u. H-
C2'): 7A8-7.21 (m, 1T H, HO-C(27)); 7.37-7.44, 7.73-7.75 2m, 5 H, CHyom); 7.90 (s,
H, H-C(6)); 8.10 (s, I H. H-C(9)); 8.73 (s, | H, NH); 13.37 (s, | H, HO-C(4")). 13C-
NMR (125 MHz, Pyridin): 19.00, 20.80 (2 CH3): 49.11, 85.10 (2 CH»); 62.57, 69.95,

(7

72.30 (3 H-C(2°-4")); 101.61 (CHpenptigen): 118.09. 12714, 128.52, 12016, 131.75 (¢
CHaom); 13317, 135.03, 136.06, 137.85, 139.17. 146.52, 151.29 (7 C); 157.16, 161.06
(2, CO). FAB-MS (positiv: 3-NOBA): 465 (100, [MH]J*). HRMS (FAB") ber. fiir
CogHosN4Og (464. 1774, [MH]*): eef.: 465.1776.
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10-(1’-Desoxy-2",4’-0-benzyliden-5"-0- (4,4’ -dimethoxy) trityl-D-ribityl)-7,8-
dimethyl-benzo| g|pteridin-2,4-(3H ,10H )-dion (14)

//,

OCHj

In 40 ml Pyridin wurde 10 (0.6 g, 103 mmol) mit Molekularsicb eine Stunde unter
Argonatmosphire gertihrt. Nach Zugabe von Dimethoxytritylchlorid (0.74 g, 103
mmol) wurde die Supension 3 h gertihrt. Im Verlaut der Reaktion klarte sich die Losung
auf und verfirbte sich dunkel orange. Nach Ende der Reaktion wurde Methanol (5 ml)
zugegeben, das Produkt wurde einrotiert und am Hochvakuum getrocknet, um das
Pyridin vollstindig zu entfernen. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch
(Kieselgel,  CH»CI/CH;OH  20:1)  gereinigt.  Die  Produktfraktionen  wurden
eingedampft und das Produkt wurde in wenig CH»Cly gelost und 14 (0.67 g, 67 %) mit

Hexan als gelbes Pulver ausgetillt.

Schmelzpunkt 179-180°C. Ry (Kieselgel, CH>Clo/MeOH 20:1): 0.4, TR (KBr): 34715,
31805, 2920m, 1654m, 1544m, 1400s, 1086w, 1030w, 'H-NMR (500 MHz, CDCIR):
240, 243 (25, 6 H, 2 CHR): 3.77 (5, 6 H, PhOCH?y); 3.37-3.40, 3.48-3.50, 3.95-3.98,
4.23-4.29,4.90-5.01 (Sm, 7 H, H-C(17-5"): 5.64 (5, | H, CHpengliden); 6.76-6.78, 7.15-
742 (2m, 18 H, CHypon ): 7.9208.04 (25, 2 HOH-C(6,9)): 8.56 (s, | H, NH), 8.63 (s, | H,
OH). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 1947, 21.20 (CH3): 47.50. 63.77 (2 CHa, C(17 u
571 55,17 (OCH3): 6815, 80.06, 80.57 (3 CU17-4")); 86.04 (C): 100.47 (CHpiphenyien);
F13.06, 11811, 123.73, 12593, 126.71, 12772, 128.01, 128.15, 128.79, 128.87,

130.09, 130.14, 130.86, 13228, 13231, 13534, 135,39, 13595, 136.02, 137.35,

%
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[37.56, 144.95, 148.25, 149.83, 150.76, 154.08, 158.42, 159.10 (C, CHyom ). FAB-MS
(positiv; 3-NOBA): 766 (20, M%), 303 (100, DMTr). HRMS (FAB") ber. fiir
CysH3N4Og (766.3002, M*); gef.: 766.2999(M+).

10-(1’-Desoxy-2",4’-0-benzyliden-5"-0-(4,4’-dimethoxy)trityl-D-ribityl)-7,8-
dimethyl-benzo[g]|pteridin-2,4(3H 10H)-dionyl-3’-(triethylammonium-H-

phosphonat) (16)

In einem ausgeheizten und mit Argon beliifteten Kolben wurden PCly (0.088 g, 0.64
mmol) in Methylenchlorid (5 mD) gelost und anschliessend N-Methylmorpholin (0.65 g,
0.64 mmol) zugegeben und nach kurze Zeit spiiter Triazol (0.15 g, 2.17 mmol)
zugegeben. Die weissliche Suspension wurde 30 min bei RT geriihrt und anschliessend
auf 0 °C abgekiihlt und das in CH>Cly (2 ml) geloste 14 (0.10 g, 0.13 mmol) langsam
zugetropft.  Nach weiteren 30 min rihren bei 0 °C wurde dic Losung auf
Raumtemperatur erwiirmen lassen und anschliessend Pufferlosung [(ENYHCOs pH
7.8, 1 M Triethylamin in Wasser, mit CO;y auf pH 7.7 eingestellt] zugegeben und
withrend 30 min hydolysiert. Die Emulsion wurde mit CH»>Cly (100 ml) und  Puffer
(100 mD versetzt und ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde mit Na»,SO,
getrocknet und eingedampft. Das erhaltene H-Phosphonat wurde
siulenchromatographisch (Kieselgel, CH>CL/CHSOH/NEfy 15:1:0.2, dann Gradient

von CHACh/CHAOH/NE 10:1:0.2 bis 7:1:0.2) gereinigt, die Produktfraktionen wurden
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einrotiert in CH»>Cl> (100 ml) aufgenommen und nochmals mit Puffer ausgeschiittelt.
Die organische Phase wurde einrotiert in wenig CH>Cly aufgenommen und 16 (0.10 g,

90 %) mit Hexan als gelbes Pulver ausgetillt.

Schmelzpunkt 162-163 °C. Rf (Kiesclgel, CH>Clo/MeOH/NER 15:1:0.1): 0.18. IR
(KBr): 34205, 3139s, 1654w, 1345w, 14005, 1086m, 11050m, 1030m. "TH-NMR (300
MHz, CDCl13): 1.31 (1, 9 H, J = 7.5 Hz, (CH3CH»)3N); 2.43, 2,45 (25, 6 H, 2 CHy); 3.13
(q, 2 H, J =7 Hz, (CH3CH>)3N). 3.37 (dd, | H.J = 3.1, 10.3. H-C(5")); 3.53-3.56 (m, |
H, H-C(5")); 3.77, 3.78 (25, 6 H, PhOCH3): 3.92-3.96, 4.39-4.55, 4.86-4.94, 5.76-5.80
(4m, 5 H, H-C(17-47)): 543 (s, | H. CHpewsytigen)s 7.26 (d, 1 H, J = 632, PH); 6.76-6.84,
7.09-7.61 2m. 18 H, CHyo): 7.91, 8.00 (25. 2 H. H-C(6,9). 3IP-NMR (121 MHz,
CDClR): 421 (dd, J = 630, 11). ESI-MS (McOH, negativ): 829 (50, M-), 527(100).

6.8.2 Zweifach geschiitzter Weg

10-(1’-Desoxy-2°,47:3%,6°-bis-O-benzyliden-D-ribityl)-7.8-dimethyl-
benzo[g|pteridin-2, 4-(3H 10 )-dion (12)

In einem ausgeheizten Kolben wurden Riboflavin (5.0 ¢ 0.01 mol), PhCH(OMe)>
(20 ml, 0.13 mol) und CSA (0.6 g, 0.005 mol) in DMF (200 ml) suspendiert und am
Rotationsverdampter bei 45 “C und 60 mbar rotiert. Nach 10 h wurde NaHCO3 (2.3 @)

zugegeben, das DME bei 50 °C und 10 mbar abdestilliert und der gelbe Riickstand am
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Hochvakuum getrocknet, um das DMF vollstindig zu entfernen. Das gelbe Pulver
wurde in CH»>Cly suspendiert und fiir 10 min im Ultraschallbad beschallt. Die
Suspension wurde abfiltriert und der Rickstand (Edukt) mit CHrCly (3x100 ml)
gewaschen. Das Filtrat wurde vorsichtig mit Wasser (3x200 ml) und mit gesittigter
NaHCOz-Losung (200 ml) gewaschen, iiber NaoSOy4 getrocknet und eingeengt. Das
erhaltene gelbe Pulver wurde sdulenchromatographisch (Kieselgel, erst CH»Cly, dann
CH>CI>/CH30H 20:1) gereinigt. Die Produkte (12) (4.8 g, 60 %) konnten als gelbes Ol
isoliert werden. Auf grund der Komplexitit des Spektrums, wurde auf eine
Charakterisierung verzichtet. Es war zum einen unmoglich die Diastereoisomere zu
trennen, zum anderen war es nicht notwendig. da in der niichsten Reaktion eins der

Diastercoisomere wieder wegfiel.

Rf (Kieselgel, CHoClo/MeOH 10:1): 0.82. IR (KBr): 3430s, 3162s, 1663s, 1580s,
1460m, 1401s, 1068s. TH-NMR (300 MHz, CDCl3): verzichtet. 13C-NMR (125 MHz,
DMSO): verzichtet. FAB-MS (positiv: 3-NOBA): 553 (100, [MH]"), 154 (60). HRMS
(FAB™) ber. fiir C31Ha9N4Og (353.2087, [IMH ™) cef.: 553.2080.

10-(1’-Desoxy-2",4’-0-benzyliden-D-ribityl)-7 8-dimethyl-benzo| g|pteridin-2,4-

(3H,10H )-dion (11)

IT L
(/

//_Z

- C)

In Siure (Eisessig/Ameisensiure/Wasser 10:1:4, 30 ml) wurden 12 (0.50 g, 0.91 mmol)
unter Lichtausschluss gelost und 1.5 h riithren gelassen (DC-Kontrolle). Nach beendeter
Reaktion wurde Wasser (100 ml) und EtOAc (100 ml) zugegeben und die organische

fon

Phase nach der Extraktion abgetrennt. Dic organische Phase wurde noch mit Wasser

179
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(2x100 ml), mit gesiittigter NaHCO3z-Losung (100 ml) gewaschen, iiber Na»SQO,

etrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch (Kieselgel

o 3

CHgClg/McOH 20:1) geremigt. Es wurde 11 (0. 11 g, 26 %) als gelbes Pulver erhalten

Schmelzpunkt 222 °C. Ry (Kieselgel, CH>Cl/MeOH 20:1): 0.27. IR (KBr): 32505,
1659w, 15835, 15468, 1458w, 1401s, 141 Lo 1349w, 1225m. 1158m, 1070m, 1020m.
TH-NMR (300 MHz, DMSO): 2.38 (s, 3H. CH3); 2.45 (s, 3H, CH3); 3.44-3.60 (mn, 2H,
H-C(3%), H-C(57)); 3.63-3.67 (m. TH. H-C(4")); 3.72-3.78 (m, 1H, H-C(5")); 4.13-2.21
(m, TH, H-C(2")): 4.65-4.70 (m, TH, OH); 4.77-4.92 (m, , H-C(17)); ¢ -5.28 (1,
H, H-C(1)); 5.55 (5. TH. CHpentiden): 3.63-5.68 (m, TH, OH); 7.23-7.31 (m, 5H,
CHaypom)); 7.81 (s, 1 H, H-C(6™)): 8.05 (s, I H. H-C(97)); 11.51 (s, 1| H, NH). IFC-NMR
(125 MHz, DMSO): 18.63, 20.47, 46.14, 60.62, 63.25, 78.40, 81.73, 99.12, 118.17,
[25.95 (2x), 127.59 (2x), 128.40, 130.38, 131.92, 133.62, 135.60, 137.04, 13781,
145.43, 150.55, 155.29, 159.77. FAB-MS (positiv; 3-NOBA): 465 (100, [MH]™).
HRMS (FAB™) ber. fiir CaHasNyOg (4641774, [MH]): gef.: 465.1776.

10-(1"-Desoxy-2°,4’-0-benzyliden-5"-0- (4,4 -dimethoxytrityl)-D-ribityl)-7,8-
dimethyl-benzo|g]pterin-2,4-(3H,10H )-dion (15)

Synthese analog 14. 15 (0.50 ¢. 60 %) wurde als gelbes Ol erhalten.



6. Experimenteller Teil

Rt (Kieselgel, CH2ClL/MeOH 20:1): 0.6. IR (KBr): 3621w, 3009s, 1522m, 1423m,
1423m, 10465, 929m. TH-NMR (500 MHz. CDCI3): 2.33,2.40 (25, 6 H, 2 CH3); 3.06 (s,
P HL HO-C(3%)); 3.51-3.52 (m, 2 H, H-C(57)): 3.76, 3.79 (25, 6 H, PhOCH3); 3.99-4.03
(m, 1 H, H-C(3")): 4.50 (dd. 1 H, J = 7. 10, H-C(4")), 4.85-4.92 (m, 1 H, H-C(1"));
4.93-4.95 (m, I H, H-C(2M)): 5.43-546 (m. | H, H-C(1")): 5.67 (s, | H, CHpenzytigen):
6.83-6.85, 7.20-7.48 (2m, 18 H. CHaon): 7.60 (s, 1 H, H-C(6)); 8.00 (s, I H, H-C(9));
8.56 (s, 1 H, NH). I3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 19.50, 21.32 (CH3); 46.25, 64.38 (2
CHp, C(57 u. 17): 55.24, 55.19 (2 OCHg); 69.29, 75.68, 77.43 (3 C(17-4")); 86.65 (C);
103.74 (CHgiphenyten): 113.08, 11328, 113.32, 12596, 126.33, 128.00, 128.03, 128.12,
128.36, 130.09, 130.11, 132.09 (12 CHyop )i 86.60, 86.65, 132.34, 135.06, 135.76,
135.79, 13597, 136.62. 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, DMT). HRMS (FAB™) ber. fiir
Cys5H43N4Og (766.3002, M*): gef.: 766.2999(M+).

10-(1’-Desoxy-2’,4’-0-benzyliden-5"-0-(4,4"-dimethoxy)trityl-D-ribityl)-7,8-
dimethyl-benzo|glpteridin-2,4(3H,10H )-dionyl-3’(tricthylammonium-H-

phosphonat) (17)

Synthese analog 16. 17 (0.10 ¢, 95 %) wurde als gelbes Pulver erhalten.
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Schmelzpunkt 158 “C. Rf (Kieselgel, CH2Clo/MeOH/EGN 75:5:1): 0.04. IR (KBr):
34025, 31505, 1718s, 1640m, 1581s, 1537, 1509, 1401s, 1250m, 1075m. 'H-NMR
(300 MHz, CDCl3): 1.29 (1, 9 H, J = 7.5 Hz, (CH3CH»)3N); 2.33, 2.37 (25, 6 H, 2
CH3); 3.17 (¢, 2 H. J = 7 Hz, (CHACH>)3N): 3.37 (dd, | H, J = 3.7, 10, H-C(5")); 3.56-
3.58 (m, | H, H-C(57)): 3.76, 3.77 (25, 6 H. PROCHR); 4.64-4.80 (m, 2 H, H-C(1"));
4.96-4.98, 5.55-5.39, 5.62-5.63 (3m. 3 H. H-C(27-4")); 5.64 (5. | H, CHgenpyiiden): 7.03
(d, I H,J =633, PH); 6.78-6.81, 7.19-7.54 (2m, 18 H, CH,10); 7.85, 7.95 (25, 2 H, H-
C(6,9)). I'P-NMR (121 MHz, CDCl3): |4 (dd, J = 630, 9 Hz). ESI-MS (MeOH,

negativ): 829 (50, M~), 527 (100).

6.9 Einbau in die DNA

6.9.1 Oligonucleotidsynthese

6.9.1.1 Oligonucleotidsynthese via Phosphoramidit-Chemie

Die vom Geriitehersteller mitgelieferten Siulen wurden mit der entsprechenden Meng

(50 mg) des gewiinschten Triigermaterials gefiillt. Fiir die Synthesen von natiirlichen
Oligomeren verfuhr man gemiss den Protokollen des Herstellers. Am Ende der
Synthese wurde die am 5'-Ende stehende DMT-Gruppe abgespalten (DMT-OFF). Die
Siulen wurden am Vakuum getrocknet und ungedifnet in dic Entschiitzungslosung

gegeben.

6.9.1.2  Oligonucleotidsynthese via H-Phosphonat-Chemie

Die natiirlichen Basen wurden auch weiterhin nach dem Phosphoramidit-Protokoll
(s. L1y eingebaut.  Als  Aktivierungsreagenz  fiir - das  H-Phosphonat  wurde
Adamantylsiiurechlorid  (0.15 mol in Pyridin/CH3CN  1:1)  verwendet. Das H-

Phosphonat wurde im Verhiiltnis (10 1.5-1.8) zum Aktivierungsreagenz eingesetzt. Der
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Synthesizer wurde so umprogrammiert, dass fir den Einbau des H-Phosphonats der
Triager vorher mit einer Losung von Pyridin/CH3CN [:1 gewaschen wurde und
anschliessend gleiche Anteile des Aktivierungsreagenz sowie des H-Phosphonats
gepumpt wurden. Die Kupplungszeit des H-Phosphonats wurde auf 6 min heraufgesctzt.

Die Kupplungszeit der darauffolgenden Base betrug 10 min

6.9.2 Entschiitzung der synthetisierten Oligonucleotide

6.9.2.1 Entschiitzen von Pac-geschiitzten Sequenzen (Entschiitzung A)

Im Falle von sogenannten Pac-geschiitzten Oligonucleotiden (N(6)-Phenoxyacetyl-dA,
N(6)-Isobutyryl-dC, N(2)-Isopropylphenoxyacetyl-dG) erfolate die basische Entschiit-
zung (ges. NH3/H>O)EtOH 3:1 (2 ml)) mnerhalb von zwolf Stunden bei 50 °C unte

Lichtausschluss.

6.9.2.2  Wasserfreies Entschiitzen von Pac-geschiitzten Sequenzen

(Entschiitzung B)

Pac-geschiitzte Oligonucleotide wurden in frisch zubercitetem, wasserfreiem, ammonia-
kalischem Methanol bei 20 °C diber 16 h unter gelegentlichem Schiitteln und
Lichtausschluss  entschiitzt.  Bevor mit  Wasser  versetzt  wurde, wurde die

Entschiitzungslosung vorsichtig am Vakuum entfernt.

6.9.3  Reinigung der Oligonucleotide

Die Ammoniaklosung wurde ubpipel‘iert und Reste durch zentrifugieren (1000 rpm,

2:min) aus der Siiule entfernt. Die Siule wurde noch zweimal mit Wasser gewaschen.
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Die Entschiitzungslosung und die Waschlosung wurden vereint und in vacuo eingeengl.

[

Das Rohprodukt wurde in Wasser oder Puffer gelost mittels HPLC gereinigt.

Als HPLC-System wurde eine aus zwei Pumpen (Merk), die iiber ein Interface (Merk)
gesteuert wurden, einer  Mischkammer (Merck), einem Detektor und einem
Injektionsventil mit einer 2 ml-Probenschleife bestehende Anlage eingesetzt. Bei
analytischen Injektionen wurde bei 260, bzw. 460 nm detektiert. Bei priiparativen

Injektionen wurde bei 280 nm detektiert.

Es wurden folgende Siulen und Laulmittel eingesetzt:

I CC 250/4 Nucleosil 100-5 CI8, 250x5mm, 5 pm Porengrdsse von
Macherv&Nagel.
A: 0.1 M Triethylammoniumacetat in H~O, pH 7.0.
B: 0.1 M Triethylammoniumacetat in H>O. 80% MeCN pH 7.0.

ol

Fluss: 3 ml/min 0 —> 30 9 B in 40 min.

1l VP 250/10 Nucleosil 100-5 C18, 250x10 mum, 5 pm Porengrosse von
Machery&Nagel.
A: 0.1 M Triethylammoniumacetat in H-O, pH 7.0.
B: 0.1 M Triethylammoniumacetat in H>0, 80 % MeCN pH 7.0.

Fluss: S ml/min 0 —> 30 % B in 30 min.

i Nucleosil 120-5 C18, 250x5 mm, 5 ym Porengrdsse von Machery&Nagel
Al: 0.1 M Triethylammoniumacetat in H~O, pH 7.0 zum Auftragen.
A2: Wasser (Zum Wechseln von Al aut’ A2 wurde gepurgt).
B: 80 % MeCN.

-

Fluss: 3 mi/min. 3 min A1, 3 min A2, 0 - 90 % B in 30 min.

Anschliessend an die Reinigung per HPLC war es notig die Oligonucleotide noch zu

entsalzen. Dies erfolgte entweder per HPLC (Methode 1M1) oder unter Verwendung von
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SEP-PAK® C-18 Saulen (Waters Millipore) mit den Dimensionen 10x9 mm. Dazu
wurden die Siulen, die stets nur cinmal verwendet wurden, erst mit Acetonitril (5 ml)
und dann mit 0.1 M Triethylammoniumcarbonat (5 ml) oder Wasser (5 ml) gewaschen.
Auf die so vorbereitete Siiule wurde die wiissrige Oligonucleotidlosung aufgetragen und
mit Wasser (10 ml) gewaschen. Mit 30 9eiger Acctonitrillosung (10-20 ml) wurde das
Oligonucleotid eluiert. Wiissrige Fraktionen die noch Oligonucleotid enthielten wurden
nach der selben Vorschrift nochmals entsalzt. Die Acetonitril und Oligonucleotid

enthaltenden Fraktionen wurden fur den weiteren Gebrauch verwendet.,

Tab. 1: d: desoxy, r: ribo, A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymidin, Fla: Flavin, T=T: Formacetal

tiberbriicktes ¢fs-synr Thymin (2 +2) Dimer, T/T: Formacetal-tiberbriickte Thymidine.

Nr.: Sequenz umol  Entschiit - Reini- OD2g0 Masscd!

-Zung qung (Ausbeute)  (MALDD

(11 %)  2898.3 (gef)

S3 5/ -d(GCFlaAACARCG) ~3 ' 3 B 1 2 3610.7 (ber.)
(3 %) 36134 (gef)

S1 5 ~d(GCGCAAFLaTTACGCG) ~37 1.3 A I 45 4483.78 (ber.)
(20 %) 4483.82 (gef.)

S§ 5/ -d({GCGCAAFlaTfTACGCG) -3 1.3 A I 31 4433.83 (ber.)
(14 %) 4435.33 (gef)

S1 57 -d( 13 A I 49 4433.83 (ber)
(21 %) 4433.50 (gef)

S12 5/ -d(GCGCAAFlaAT=TCGCG) -3’ |3 A il 36 4433.89 (ber.)
(16 %) 443470 (gef)

§9 5’ -A(GCGCAAFLaATITCGUG) -3 13 A il 27 4433.89 (her)

(12 %) 443231 (wel)

RY . - . .
Berechnete Massen sind als Durchschnittsmasse (averaee mass) angegeben.
” Die Angaben beziehen sich nur auf den halben Ansatz. Die tatsiichliche Ausbeute ist ungefihe dappelt

o

so hoch, da nur die Hilfte entschiitzt wurde.

Tabelle 6 Synthetisierte DNA-Striinge.
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