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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Modifizierung von Biomolekiilen wie Oligonukleotide der 2°-Desoxyribose (DNA) sowie
von Proteinen ist mittlerweile ein rasch expandierendes Forschungsgebiet. Auf diese Weise
sind Strukturen zuginglich, die zum Beispiel Anwendungen in der Materialwissenschaft
finden konnen oder zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden konnen. Im Fall von
DNA-Modifizierungen spielen kiinstliche, ligandendhnliche Nukleobasen eine wichtige Rolle,
um Metallionen innerhalb eines DNA-Doppelstrangs zu koordinieren. Auf diese Art konnen
Metall-Basenpaare, d.h. Nanostrukturen mit definierten Eigenschaften, wie etwa elektrische
Leitfdhigkeit, Magnetismus oder katalytische Funktion erhalten werden. Mittlerweile gibt es
eine Vielzahl solcher kiinstlich hergestellter Nukleobasen, mit denen auch eine kontrollierte
Stapelung mehrer und teilweise verschiedener Metallionen in der DNA gelang. Das Konzept
der Metall-Basenpaare kann durch Verwendung von weichen Liganden und der damit ver-
bundenen Moglichkeit, weiche Metallionen wie zum Beispiel Pd**, zu koordinieren, erweitert
werden. Durch den Einbau von Metallionen mit NMR-aktiven Kernen besteht ferner die
Moglichkeit, die entsprechenden Oligonukleotide durch NMR-Experimente zu charakteri-
sieren. In diesem Zusammenhang sind N-heterozyklische Carbene (NHC) sowie schwefel-
haltige Liganden, etwa Dithiocarbamate (DTC) sowie deren Ester als neue kiinstliche Nukleo-
basen von Bedeutung. Aufgrund der Tatsache, dass NHC eine Schliisselrolle in der Katalyse
eingenommen haben ist eine Kombination selbiger mit DNA ein Schritt in Richtung metalli-
sierter und katalytisch aktiver DNA. Dabei ist in diesem Zusammenhang auch die Bildung
von DNA-Hybridkatalysatoren auf NHC-Basis denkbar, die via Cu' katalysierter Click
Chemie — einem unentbehrlich gewordenen Werkzeug zur Modifizierung nicht nur von Bio-
molekiilen — realisiert werden kénnen. Zwar ist mittels Cu' katalysierter Click Chemie auch
die beziiglich Selektivitit deutlich kompliziertere Modifizierung von Proteinen moglich, doch
wirken sich die eingesetzten cytotoxischen Cu" Ionen oftmals storend aus. Entwicklungen
zum Einbau von bereits unnatiirlichen und bereits modifizierten Aminosduren in Proteine,
beispielsweise mit Hilfe der Amber Suppressor Technik, haben einen wesentlichen Beitrag
zur Modifizierung von Proteinen geleistet. Damit einhergehend wurden Tiiren fiir breite An-
wendungsmoglichkeiten, zum Beispiel in der medizinischen Therapie oder in der Katalyse,

geoffnet.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl Moglichkeiten zur Modifizierung von DNA als
auch von Proteinen ndher untersucht. Zur Erweiterung des Konzepts der Metall-Basenpaare
wurde — wie in Abb. 1 gezeigt — ein Phosphoramidit 31 auf GNA-Basis synthetisiert, das eine
NHC-Vorstufe darstellt.

Br-
N
N+ s

NH,
— s ”ﬁ”
o Y e A -
N\ HBr

CN \ N3
31 38 40 46

Abb. I: Strukturen des synthetisierten Phosphoramidits 31 fiir die DNA-Festphasensynthese und der
synthetisierten Verbindungen 38, 39 sowie 46 zur postsynthetischen Modifizierung von Oligonukleo-

tiden via Cu' katalysierter Click Chemie.

Der Einbau der Verbindung 31 in Oligonukleotide gelang via automatisierter DNA-Fest-
phasensynthese. Die modifizierten DNA-Stringe wurden mittels HPLC gereinigt und mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Abb. 2) sowie enzymatischem Totalverdau charakteri-

siert.
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Abb. 2: a) HPL-Chromatogramm von gereinigter, imidazoliummodifizierter DNA sowie b) zuge-

horiges MALDI-TOF-Spektrum.
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Zusammenfassung

Durch Umsetzungen dieser modifizierten Oligonukleotide mit basischen Silbersalzen sowie
durchgefiihrte Transmetallisierungsreaktionen mit Pd**-Ionen konnte die Bildung der ent-

sprechenden Metall-NHC-Basenpaare jedoch nicht nachgewiesen werden.

Zur Bildung von NHC-Hybridkatalysatoren auf DNA-Basis wurden die Verbindungen 38 und
39 erfolgreich synthetisiert (Abb. I). Die Modifizierung von Oligonukleotiden mit diesen Ver-
bindungen via Cu' katalysierter Click Chemie verlief erfolgreich. Entsprechende Hybridkata-
lysatoren konnten — ebenfalls durch Umsetzungen mit basischen Silbersalzen sowie Trans-
metallierungen — hingegen nicht erhalten werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusétzlich
ein bislang nicht beschriebenes Thiamin-Derivat 46 synthetisiert. Dieses konnte ebenfalls

erfolgreich zur Modifizierung von Oligonukleotiden mittels Click Chemie eingesetzt werden.

Zur Entwicklung schwefelhaltiger Metall-Basenpaare konnte die Synthese eines geeigneten
Ligandosids 58 auf Basis eines sekundidren S-Methyl-dithiocarbamats (MDTC) mit carbo-
zyklischem Riickgrat ausgearbeitet werden. Diese Verbindung wurde — wie in Abb. 3 gezeigt

— als wichtige Zwischenstufe fiir verschiedene Experimente und Umsetzungen eingesetzt.

Metallkomplexe mit

/ Ag+, AU3+, pd2+

4 N\

S
S
HO HN)kSMe e HNJ\SMe
- ‘ (E)Ilri]gboar?ull?leotide
OH O\F:,N(’Pr)z

\ 58 | NC/\/O

Y 63

S

HO HNJ\NH2

Metallkomplexe mit
Ag*, AU3+, Pd2+

OH
83

Abb. 3: Verwendungsmoglichkeiten der Schliisselverbindung 58.



Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die Verbindung 58 in Wasser mit Ag'-Ionen 2:1 Komplexe
vom Typ [Ag(MDTC),]" ausbildet. In Wasser durchgefiihrte Titrationen mit Pd**-Ionen
zeigten ebenfalls die Bildung eines 2:1 Komplexes (Abb. 4). Aufgrund von 'H-NMR-Experi-
menten konnten Demethylierungen beobachtet werden, wodurch von der Bildung entsprech-
ender PA(DTC), Komplexe auszugehen ist. Allerdings konnte die Verbindung nicht mittels

ESI-MS nachgewiesen werden.
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Abb. 4: Titration von 58 mit Pd** in Schritten von 0.1 eq. Inset: Auftragung der Absorptionen bei 270

nm sowie 385 nm gegen die Aquivalente an Pd**.

Gleiche Ergebnisse wurden durch Umsetzungen mit Au**-Ionen in Wasser erhalten. Die ent-
sprechende Komplexverbindung vom Typ [Au(DTC),]* konnte ferner mittels ESI-MS nach-
gewiesen werden. Ligandosid 58 ist somit zur Koordination verschiedener Metallionen unter

Ausbildung verschiedener Geometrien befdhigt.

Die Synthese des Phosphoramidits 63 erlaubte den Einbau der S-Methyl-dithiocarbamat-
Funktion in Oligonukleotide via automatisierter DNA-Festphasensynthese. Der Einbau kiinst-
licher Nukleobasen mit zwei unterschiedlich gebundenen Schwefelatomen ist in der Literatur
bislang nicht beschrieben worden. Allerdings kam es zur Bildung weiterer Produkte, bei
denen es sich vermutlich um einen Iminothioether (Produkt A) und ein S-Methyl-thiocarba-
mat (Produkt B) handelt (Abb. 5). Die unterschiedlich modifizierten Oligonukleotide wurden
mittels HPLC gereinigt und mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie sowie enzymatischem

Totalverdau charakterisiert.
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Zusammenfassung

0,25 A
0,20 -
30,15- B
;@
2 0,10
o
k=
0,05 c
0,00 -
250 255 260 265 270 275 280
Retentionszeit [min]
I:I)NA I?NA (0] I:I)NA S
O (0] 0]
NZ >SMe HNJ\SMe HNJ\SMe
% ? ?
DNA DNA DNA
Produkt A Produkt B Produkt C

Abb. 5: HPL-Chromatogramme der durch Einbau von Phosphoramidit 63 in Oligonukleotide erhal-

tenen Produkte sowie dazugehorige Strukturvorschlige.

Durch kontrollierte nukleophile Substitution der SCH3-Gruppe mit wéssrigem NHj3; konnte
ausgehend von 58 die ebenfalls als Ligandosid einsetzbare Verbindung 83 — ein Thioharn-
stoff (TH)-Derivat mit carbozyklischem Riickgrat — erhalten werden (Abb. 3). In Wasser
durchgefiihrte Titrationen mit Ag'-Ionen zeigten, dass wie erwartet 2:1 Komplexe vom Typ
[Ag(TH),]" gebildet werden (Abb. 6). Diese Komplexverbindung konnte auch mittels ESI-MS
nachgewiesen werden. Titrationen von 83 mit Pd**-Tonen sowie Au’"-Ionen in Wasser zeigten
aber nicht die Bildung des erwarteten 4:1 Komplexes [Pd(TH)4]2+ bzw. 2:1 Komplexes
[Au(TH),]". Vielmehr stellte sich heraus, dass der Ligand 83 sehr empfindlich gegeniiber bei-
den Metallionen reagierte und deutliche Abnahmen der Absorption des Liganden bereits
durch Zugabe sehr geringer Mengen verursacht wurden. Beide Komplexverbindungen

[PA(TH)4]*" und [Au(TH),]" konnten synthetisiert und mittels ESI-MS nachgewiesen werden.
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Abb. 6: Titration von 83 mit Ag"in Schritten von 0.1 eq. Inset: Auftragung der Absorptionen bei 240

nm sowie 340 nm gegen die Aquivalente an Ag".

In der vorliegenden Arbeit wurden ferner Experimente zur Modifizierung des YFP (yellow
fluorescent protein) durchgefiihrt. Es sollte die selektive Einfiihrung von Carbonylgruppen
erreicht werden, die weitere Modifizierungen — beispielsweise Bildung von Oximen — auf
postsynthetischem Wege erlauben. In diesem Zusammenhang wurden zwei verschiedene
Moglichkeiten der Proteinmodifizierung untersucht, dementsprechend erfolgte zunéchst die

Synthese beider dafiir benotigter Molekiile, die in Abb. 7 gezeigt sind.

CHO
©; HO o
H j:N{ﬂ
o_ N CO,H HO
\[( M N3

0 NH,

91 99

Abb. 7: Zur Modifizierung von YFP synthetisierte Molekiile.

Der Einbau der modifizierten Aminosdure 91 in YFP konnte mittels Amber Suppressor Tech-
nik erfolgreich durchgefiihrt werden. Allerdings war dieser unter den getesteten Bedingungen
nicht effizient genug, um ausreichende Mengen an modifiziertem Protein fiir weitere Experi-
mente zu erhalten, wie sich anhand von Messungen mit dem Fluoreszenzmikroskop heraus-

stellte (Abb. 8).
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Abb. 8: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme nach Einbau von 91 in YFP .

Fiir die postsynthetische Funktionalisierung von YFP mittels Cu' katalysierter Click Chemie
wurde das Diol 99 (Abb. 7) eingesetzt, das nach Periodat-Spaltung einen entsprechenden Di-
aldehyd liefert, der weitere Umsetzungen und somit Modifizierungen erlaubt. Einleitende
Click-Experimente waren jedoch nicht erfolgreich, unter Verwendung der etablierten Reak-

tionsbedingungen kam es zur Prézipitation des Proteins.
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Summary

Summary

The modification of biomolecules such as oligonucleotides and proteins is a burgeoning field
of research that opens doors to new structures with possible applications in material science
and as therapeutics. In the case of modified DNA, artificial ligand-like nucleobases currently
play an important role in coordinating metal ions inside a DNA duplex. In this way, nano-
structures with particular properties, such as electric conductivity, magnetism or catalytic
properties should be obtainable. Numerous artificial nucleobases already exist and a
controlled stacking of partially different metal ions inside a DNA duplex was already success-
fully achieved with some of them. In order to expand the field of metal base pairs, soft ligands
can be used to coordinate soft metal ions, e.g. Pd**, according to the HSAB principle. Pd*" is
of particular importance in catalysis and additionally has an NMR active nucleus. NMR
spectroscopy is an additional tool for the characterization for the corresponding oligo-
nucleotide species. In this context N-heterocyclic carbene (NHC) ligands as well as sulfur
containing ligands, for example dithiocarbamates (DTC) and their esters can be used for
complexation of soft metal ions. As NHC ligands have a key role in catalysis, their combi-
nation with oligonucleotides is a step forward towards catalytically active DNA. This
approach can be realized by combining NHC ligands and DNA using Cu' catalyzed Click
chemistry. This reaction also enables specific modification of proteins, which is rather diffi-
cult. The use of Cu' is in addition often problematic due to its cytotoxicity. Therefore, novel
methods for the modification of proteins have been developed, for example the incorporation
of artificial amino acids into proteins via the amber suppressor technique. In this way,
proteins will become available that are of growing interest not only in the laboratory but also

in medicine and industry.

Within this work the possibility to modify both, oligonucleotides and proteins was investi-
gated. In order to expand the concept of metal-mediated base pairing in DNA by introducing
o-donating ligands, phosphoramidite 31, which is a precursor for NHC complexes, was

synthesized (Fig. 1).
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Fig. I: Structures of synthesized phosphoramidite 31 for automated solid phase DNA synthesis and
synthesized compounds 38, 39 and 46 for the postsynthetic modification of oligonucleotides via Cu'

catalyzed Click chemistry.

Compound 31 could be incorporated into oligonucleotides via automated solid phase DNA
synthesis. After purification of the modified strands by HPLC they were characterized using
MALDI-TOF mass spectrometry (Fig. 2) as well as enzymatic digestion.
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Fig. 2: a) HPL chromatogram of imidazolium-modified DNA after purification and b) corresponding

MALDI-TOF spectrum.

Unfortunately, reactions with basic silver salts as well as transmetallation experiments with

Pd**-ions did not lead to the desired new metal base pair.
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On the way to new DNA based NHC hybrid catalysts the compounds 38 and 40 (Fig. 1) were
successfully synthesized and attached to oligonucleotides via Click chemistry. However,
formation of the corresponding hybrid catalysts as a result of treating both NHC precursor
molecules with basic silver salts did not take place. The novel synthesis of thiamin derivative
46, which is a precursor of a natural carbene was also performed. It was possible to attach this

molecule to DNA via Click chemistry.

Concerning the development of sulfur containing metal base pairs, a suitable secondary S-
methyl DTC (MDTC) 58 was synthesized. This compound was used as an important in-

termediate for further experiments as shown in Fig. 3.

metal complexes with
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OH
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Fig. 3: Structure of compound 58 and different possibilities for its use.

It could be shown that in the presence of Ag'-ions 58 is able to form 2:1 complexes of the
type [Ag(MDTC),]" in water. This was confirmed by '"H-NMR- and IR-spectroscopy as well
as ESI-MS. UV/Vis titrations in water using Pd**-ions also showed the formation of a 2:1
ligand:metal complex (Fig. 4). By use of 'H-NMR experiments it was found that demethy-
lation reactions occured, which means that a corresponding DTC complex Pd(DTC), was

formed. However, it was not possible to confirm this complex formation using ESI-MS.
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300 400 500 600 700 800
Alnm]
Fig. 4: UV/Vis titration of 63 with Pd*" ions in steps of 0.1 eq. Inset: Plotting of the absorptions at 270

nm and 385 nm against eq Pd*".

Similar results were obtained in case of Au’*-ions. In addition, the corresponding DTC
complex [Au(DTC),]" was found in the ESI-MS spectrum. As a result, the ligand-like nuc-
leoside 58 can be used for the complexation of different metal ions including Pd**. The ability
to use different metals ions enables the formation of different binding geometries when 58 is

used.

The synthesis of phosphoramidite 63 (Fig. 3) enabled the incorporation of the MDTC moiety
into oligonucleotides via automated solid phase DNA synthesis. This represents the first
example of the modification of DNA strands with an artificial nucleoside bearing two sulfur
atoms. However, under the DNA synthesis conditions that were used, the formation of two
byproducts was found. The first byproduct may be an iminothioether (product A), the second
an S-methyl thiocarbamate (product B) as shown in Fig.5. For analysis, different modified
strands were purified by HPLC and characterized using MALDI-TOF mass spectrometry and

enzymatic digestion.
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Fig. 5: Combined HPL Chromatograms of the purified three obtained products after automated DNA

solid phase synthesis using phosphoramidite 63 and proposed structures.

A controlled nucleophilic substitution of the SCHs-moiety of compound 58 with a NH»-
moiety using aqueous NHj led to the formation of a carbocyclic thiourea (TH) derivative 83,
which is also suitable for the coordination of soft metal ions (Fig. 3). The complexation
behavior of 83 was investigated and UV/Vis titrations in water showed that in the presence of
Ag" ions (Fig. 6) a 2:1 complex of the type [Ag(TH),]" is formed, as expected. It was possible
to detect this metal complex with ESI-MS. UV/Vis titrations in water were also performed
using Pd*" ions and Au’" ions but the formation of the expected 4:1 complex [Pd(TH)4]*" and
of the 2:1 complex [Au(TH),]" was not detected. The metal complexes [Pd(TH)4]2Jr and
[Au(TH),]" were therefore synthesized and both compounds were found in the ESI-MS

spectra.
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Fig. 6: UV/Vis titration of 83 with Ag" ions in steps of 0.1 eq. Inset: Plotting of the absorptions at 240

nm and 340 nm against eq Ag".

As previously mentioned, methods for the selective modification of proteins are highly
desirable. As a goal of this work, it was aimed to introduce the carbonyl-moiety into YFP
(vellow fluorescent protein) as this would in principle enable further reactions, e.g. oxime for-
mation. In this context, two different possibilities were investigated and therefore two differ-

ent molecules (Fig. 7) were synthesized.

CHO

91 99

Fig. 7: Synthesized molecules for the selective modification of YFP.

The modified L-lysine derivative 91 could successfully be incorporated into YFP via the
amber suppressor technique. Under the tested conditions it was found however, that the effi-
ciency of the incorporation was not high enough to perform further experiments. This was

concluded from measurements using a fluorescence microscope (Fig. 8).
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Fig. 8: Fluorescence microscope measurement after incorporationof 91 in YFP.

It was also tested whether the postsynthetic functionalization of YFP is possible. For this pur-
pose diol 99, which can be converted into a dialdehyde using periodate, was synthesized and
attached to alkyne modified YFP via Cu' catalyzed Click chemistry. Although the synthesis of

99 was possible, initial Click experiments led only to precipitation of the protein.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Nukleinsiduren

Mit der Entdeckung der DNA durch Miescher! im Jahr 1869, der diese Substanz als
»Nuclein® bezeichnete, begann eine Erfolgsgeschichte, die bis heute seinesgleichen sucht.
Nachdem Kossel’ einige Jahre spiter die Nukleobasen isolieren konnte, aus denen DNA zu-
sammengesetzt ist, dauerte es jedoch weitere 50 Jahre bis Levene’ die Annahme postulierte,
DNA setze sich aus Nukleotid-Einheiten zusammen, die iiber Phosphatgruppen verkniipft
sind. Er ging allerdings davon aus, dass es sich dabei um kurze Ketten handelte, in denen fest-
gelegte und sich stets wiederholende Abfolgen der Nukleobasen vorliegen. Astbury® konnte
in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts die damals noch junge Technik der Rontgenstruk-
turanalyse heranziehen, um damit erste aber nicht endgiiltige strukturelle Eigenschaften der
DNA ermitteln. Auch die Funktion der DNA konnte bis dato nicht gekldart werden und es
dauerte bis 1944, ehe Avery, MacLeod und McCarty5 ihre essentielle genetische Funktion be-
weisen konnten. Watson und Crick® konnten, aufbauend auf Rontgenstrukturdaten von
Franklin, Gosling und Wilkins7, in bahnbrechenden Arbeiten anfang der 1950er Jahre
schlieBlich die Doppelstrangstruktur der DNA ermitteln. Neben der nach ihren Entdeckern be-
nannten Basenpaarung iiber Wasserstoffbriickenbindungen (Abb. 9) wird die Struktur maB-
geblich durch n-n-Wechselwirkungen der Nukleobasen stabilisiert. Einen wesentlichen Bei-
trag hinsichtlich der Struktur konnte auch Chargaﬂ'? leisten, indem er erkannte, dass in der
DNA stets ebensoviele Purine wie Pyrimidine vorhanden sind. Dies ist heute eine der wich-

tigen Chargaff-Regeln.

In den folgenden Jahren wurde nicht nur die strukturelle Vielfalt der DNA, die unter ver-
schiedenen Bedingungen unterschiedliche Konformationen ausbildet (Abb. 9) entdeckt, son-
dern auch die Molekularbiologie begriindet. Auch viele Jahrzehnte nach der Entdeckung der
Doppelstrangstruktur und fast eineinhalb Jahrhunderte nach Mieschers Arbeiten, ist das For-
schungsgebiet DNA noch lange nicht erschopft. Anhand aktueller Ergebnisse ist beispiels-
weise davon auszugehen, dass neben den vier Standardbasen Adenin (A), Guanin (G),
Cytosin (C) und Thymin (T) auch verschiedene Derivate von C in epigenetischer Hinsicht
eine fundamentale Bedeutung besitzen. Es handelt sich dabei um oxidierte Produkte (hmC, fC
und caC) von methyliertem Cytosin (mC).9 Obwohl DNA eine fundamentale Rolle in der Ent-
wicklung des Lebens spielt, handelt es sich dabei ldngst nicht nur mehr um einen reinen

1
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Speicher der genetischen Information. Im 21. Jahrhundert wird sie als chemische Verbindung
betrachtet, die z.B. in der Katalyse oder zur Stereokontrolle chemischer Reaktionen eingesetzt

werden kann.

a)
H H DNA
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Abb. 9: a) Wasserstoftbriicken (als Striche angedeutet) in den Watson-Crick-Basenpaaren. Farbig her-
vorgehoben sind die jeweiligen H-Briicken-Akzeptoren (rot) bzw. -Donoren (blau); b) Strukturen der

DNA-Doppelhelices A-DNA, B-DNA und Z-DNA.
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1.2 DNA und Metalle
1.2.1 Bedeutung von Metallen in der Nukleinsidurechemie

Metalle spielen eine fundamentale Rolle in der Nukleinséurechemielo, insbesondere in der
Ausbildung sowie Stabilisierung verschiedener struktureller Anordnungen von Oligonukleo-
tiden. Im Rahmen dieser Arbeit kann nur der Einfluss verschiedener Metallionen sowie
Metallkomplexe auf DNA kurz erldutert werden. Neben den in Abb. 9 gezeigten Duplex-
strukturen (A-DNA, B-DNA und Z-DNA) ist die Ausbildung von Triplex- sowie Quadru-
plexstrukturen moglich. Im ersten Fall werden zur Stabilisierung Mg2+—Ionen benotigt. Es
zeigte sich aber, dass dazu auch trans-[Pt(NHs),]*" geeignet ist.'' Na'- oder K*-Ionen sta-
bilisieren Guanin-Quadruplexstrukturen.'> Als Ergebnis intensiver Studien, die u.a. in Zu-
sammenhang mit therapeutischen Anwendungsméglichkeiten'® solcher Strukturen steht,
stellte sich heraus, dass es zur Ausbildung verschiedener Topologien kommen kann. Hierbei
iben neben den eingesetzten Kationen jedoch weitere Faktoren, wie z.B. eingesetzte Sequen-

zen oder Konzentrationen der Oligonukleotide einen starken Einfluss aus. '’

Metallionen konnen durch den Austausch von H-Atomen in DNA-Duplexstrukturen koordi-
niert werden, wie Studien von Alexandre', Lee’ und Lippertm zeigten. Auf diese Weise ist
sogenannte M-DNA (Metall-DNA) zuginglich, die im Gegensatz zu B-DNA metallische
Leitfahigkeit aufweisen konnte und somit potentielle Anwendung in der Materialwissen-
schaft finden konnte.!” Die Koordination von Metallionen an die natiirlichen Nukleobasen
kann auch zur Stabilisierung energetisch ungiinstiger und damit selten auftretender Tautomere
fiihren.'® Diese Nukleoside haben veriinderte Eigenschaften hinsichtlich ihres Verhaltens als
Wasserstoffbriicken-Donoren bzw. -Akzeptoren und ermoglichen dementsprechend verin-

derte Basenpaarungen.

In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, dass die strukturelle Vielfalt der Biologie und ihre
herausragende Fihigkeit zur Selbstorganisation zum Vorbild fiir die Nanotechnologie gewor-
den ist. Die daraus entstandene Bionanotechnologie verwendet das selbstorganisierende Sys-
tem DNA, um beispielsweise definierte Strukturen kiinstlich herzustellen.'® Die Kombination
aus natiirlichen oder modifizierten Basen mit Metallen kann die Strukturvielfalt der DNA zu-
satzlich erhohen und es kann funktionalisierte DNA mit gednderten Eigenschaften erhalten

werden. Nicht zuletzt aufgrund der gewihlten Metalle sind unterschiedliche Anwendungs-
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moglichkeiten denkbar. Hierbei kann es sich um Materialien mit besonderen elektronischen®

oder magnetischen Eigenschaften®' aber auch um Substanzen mit therapeutischer sowie kata-

lytischer Wirksamkeit handeln.

Nanostrukturen auf DNA-Basis konnen auch erhalten werden, indem beispielsweise Metall-
ionen im Inneren der Doppelhelix aber auch ausserhalb selbiger koordiniert werden. Sie
konnen auch am DNA-Riickgrat (Backbone) eingefiihrt werden. Die Realisierung dieser Fille
ist auf mehreren Wegen moglich, wie in den folgenden Abschnitten ausfiihrlicher gezeigt
wird. Neben diesen genannten Varianten gezielter Modifizierung von Oligonukleotiden wird

ferner die gegenwirtige Bedeutung von DNA in der Katalyse erldutert.
1.2.2 Das Konzept der Metall-Basenpaare
Ersetzt man die Watson-Crick-Basenpaare im Innern der Doppelhelix durch Metall-Ligand-

Wechselwirkungen, so erhilt man so genannte Metall—Basenpaarezz, in denen zwei Einzel-

strange u.a. mittels koordinativer Bindungen verkniipft werden (Abb. 10).

Abb. 10: Schematische Darstellung der Bildung von Metall-Basenpaaren.

Fiir die Ausbildung von Metall-Basenpaaren sind nicht unbedingt kiinstliche Nukleobasen

erforderlich. Sie wurden bereits auf Basis der natiirlich vorkommenden Nukleobasen dC und
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dT realisiert, an die bevorzugt Hg2+— und Ag'-Ionen koordinieren.”® Die entsprechenden
Metall-Basenpaare dT—Hg**—dT 1 sowie dC—Ag'—dC 2 sind in Abb. 11 gezeigt. Katz*
entdeckte 1 vor knapp 50 Jahren, die Struktur konnte von Kuklenyik und Marzilli bestatigt
werden.” Zumindest 1 zeigt sehr interessante Eigenschaften, etwa im Bereich Ladungstrans-
port in DNA.” Da beide Metall-Basenpaare sehr ausfiihrlich untersucht worden sind, wird fiir

) ) . . 27
weitere Informationen auf die Literatur verwiesen.

) | DNA
o) O _N NH, OYN 5
Y | SNL N | O
N-- --N N--(Q- Ny R=
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o) N0 NH, 0
R R DNA
= H92+ = Ag*
1 2

Abb. 11: Strukturen der Metall Basenpaare 1 und 2 auf Basis natiirlich vorkommender Pyrimidinbasen

dC und dT.%

Urata®® verdffentlichte unlingst, dass Ag™-Ionen auch bei Verwendung eines dT-dC Basen-
paares koordiniert wurden und zu einer geringen Erhohung der Duplex-Stabilitét fiihrten.

Ahnliche Studien von Ono kamen zu gleichen Ergebnissen.”

Um das Konzept der Metall-Basenpaare zu erweitern, wurden auch zahlreiche kiinstliche
ligandenihnliche Nukleoside synthetisiert, die erstmalig von Tor’’ als ,Ligandoside“ be-
zeichnet wurden. In Abb. 12 ist eine Ubersicht einiger modifizierter Nukleobasen, die ein 2°-

Desoxyribose-Riickgrat besitzen, gezeigt.

Bei der Entwicklung solcher kiinstlichen Nukleoside sind wichtige Aspekte zu beriicksich-
tigen. So ist von grofler Bedeutung, dass sie mit der DNA-Synthesechemie kompatibel sind
und in wissrigen Medien eingesetzt werden konnen. Das komplexierende Basenpaar sollte
zudem eine hohere Affinitdt zu den Metallionen besitzen als die natiirliche DNA und
schlieBlich sollten die Metall-Basenpaare eine dhnliche Grole wie die Watson-Crick-Basen-

paare aufweisen, damit die Bildung einer stabilen Doppelhelix gewihrleistet ist.
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Abb. 12: Ausgewihlte Beispiele kiinstliche Nuleobasen auf Basis der 2°-Desoxyribose zur Koordi-

nation verschiedener Metallionen in DNA.

Tanaka und Shionoya’ synthetisierten einen o-Phenylendiamin-Liganden 3 (Abb. 12), mit
dem Pd**-Tonen komplexiert werden konnten, wodurch die erstmalige potentielle Moglich-
keit zur Bildung von Metall-Basenpaaren aufgezeigt werden konnte. Allerdings wurde dieses
kiinstliche Nukleosid, wie auch weitere Derivate, die synthetisiert wurden, nicht in Oligo-

nukleotide eingebaut.

Schuliz’? erreichte dagegen die erfolgreiche Bildung eines Metall-Basenpaares 4, das in Abb.
13 gezeigt ist. Es handelte sich dabei um eine Kombination aus dem Pyridin-2,6-di-carboxylat
(Dipic)-Liganden S und einem Pyridin-Nukleosid 6, wodurch eine [3+1]- Koordination er-
moglicht wurde. Der Chelateffekt des dreizdhnigen Liganden Dipic hat entscheidend dazu
beigetragen, dass der Doppelstrang nach Zugabe von Cu®* deutlich stabilisiert wurde. In die-
sem Zusammenhang sollte erwihnt werden, dass Cu”* das am hiufigsten eingesetzte Metall-

ion in Bezug auf Metall-Basenpaare ist, nicht zuletzt deshalb, weil Cu** von allen Ubergangs-

6
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metallen der zweiten Reihe die hochste Komplexbildungskonstante besitzt. Andere Metall-
ionen, beispielsweise Fez+, Co*" oder Ni*" konnten zwar koordiniert werden, fiihrten jedoch
zu keiner Stabilisierung. Im Gegensatz dazu war die Verwendung von Pt**- und Pd**-Ionen
aufgrund ihrer zu groBen Ionenradien nicht moglich. Durch geringe strukturelle Veridnder-
ungen wurde ein Derivat von 4 erhalten (R"=NH"), mit dem nach Zugabe von Cu** noch
groBere Stabilisierungen erreicht wurden, wohingegen das Derivat 4 mit R’= NCH; keine
stabilen Metall-Basenpaare lieferte. Die erste Kristallstruktur eines Metall-Basenpaares in
einem DNA-Doppelstrang, die durch Verwendung des strukturell verdnderten Dipic-Py

Metall-Basenpaares 4 (R’= O") erhalten werden konnte, stammt ebenfalls von Schultz.

I:I)NA
O 1
O _ O v
R R= k 4
\ 0
\ 7
-0y
/
R R' R R'=07, NH7, NCH;~
@)
- Cu2+

Abb. 13: Metall-Basenpaar 4 mit [3+1]-quadratisch-planarer Geometrie von Schultz.**

Switzer °* * entwickelte zwei Liganden die von dC und dA abgeleitet wurden. Es handelte
sich dabei um 4-(2"-Pyrimidyl)-pyrimidinon (Pyr”) 7 und 6-(2°-Pyridyl)-purin (Pur®) 8 (Abb.
12). Die in den Positionen 1 und 4 vorhandenen lewisbasischen Stickstoffatome ermoglich-
ten die Koordinierung verschiedener Metallionen, u.a. Ni*". Dies fiihrte unter Ausbildung
einer quadratisch-planaren Geometrie zur grof3ten Stabilisierung. Tor” wihlte aufgrund seiner
hohen Stabilitit und Affinitit zu vielen Metallionen einen 2,2°-Bipyridin-Liganden 9, um
damit Cu®* zu koordinieren, wodurch eine signifikante Stabilisierung der Doppelstrangstruk-
tur erreicht werden konnte. Strukturelle Ahnlichkeiten weisen die genannten Ligandoside 7
und 8 von Switzer sowie 10 von Leumann’® auf. Allerdings wurde im letzteren Fall eine De-
stabilisierung der Duplexstruktur nach Zugabe beobachtet, wohingegen ohne Zugabe von

Metallionen eine Stabilisierung auftrat.

In der Arbeitsgruppe Shionoya® wurde das Pyridin-Nukleosid 6 (Abb. 12) gewihlt, um ver-

schiedene Metallionen zu koordinieren. Die besten Ergebnisse in Bezug auf Stabilisierung
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wurden durch Komplexierung von Ag'-Ionen erhalten. Der gewihlte Ligand erlaubte ferner

neben der Bildung von Doppelstrangstrukturen auch die Bildung von Dreifachhelices.

Miiller*® entwickelte ein Metall-Basenpaar 11, das sich aus zwei verschiedenen Nukleobasen
zusammensetzte. Es handelte sich einerseits um dT und andererseits um das kiinstliche 1-Des-
azaadenin.”® Dadurch wurde erreicht, dass neben Wasserstoffbriicken auch eine koordinative
Bindung — nach Umsetzung mit Ag'-Ionen — zu einer Erhchung der Stabilitit des Systems

beitrug. (Abb. 14).

H DNA
TN NH ....... o R o O
N __ »‘N R =
N—(D—N 0
R/N\// / :
o DNA
11 = Ag*

Abb. 14: Strukturvorschlag eines von Miiller entwickelten Basenpaares 11, das zusitzlich durch

Wasserstoffbriicken (rot) vermittelt wird.*

Carell” wihlte ein Metall-Basenpaar 12, das auf dem Salicylaldehyd-Liganden 13 beruht.
Dieses weist die Besonderheit auf, dass neben der Zugabe von Metallionen auch die Zugabe
von Ethylendiamin notig ist, um einen crosslink zu erhalten (Abb.15). Nach Zugabe von
Ethylendiamin und Cu”* konnte die bislang hochste Stabilisierung der Duplexstruktur unter
Verwendung von Metall-Basenpaaren erreicht werden. Es wurde festgestellt, dass sogar bei
einem nicht komplementidren Einbau der Salicylaldehyd-Liganden in die DNA das Salen-
Metall-Basenpaar 12 nach Zugabe von Ethylendiamin und Metallsalz ausgebildet wird, selbst

wenn dazu ein bereits bestehendes dA—dT Basenpaar aufgebrochen werden muss.*!
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EI)NA
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Abb. 15: Salen-Metall-Basenpaar von Carell.*’

Durch den Einbau mehrerer zur Komplexierung geeigneter Basenpaare kann prinzipiell eine
Stapelung der so koordinierten Ionen erreichen werden, wodurch nach deren Reduktion mog-
licherweise ein leitfihiges System erhalten werden konnte. Man wiirde dann von quasi-ein-
dimensionalen Leitern sprechen, da die Stromleitung iiberwiegend entlang der Stapelachse
erfolgen wiirde. Von grofler Bedeutung ist dabei, dass die Metallkomplexe im Doppelstrang
ausreichend kinetisch labil sind, da nur dann sichergestellt wird, dass zunichst gebildete
kinetische Intermediate aufgebrochen werden konnen. Nur durch diese Flexibilitdt kann dann
letztendlich die geeignete Doppelstrangstruktur gebildet werden. Bislang konnten mehrere

Arbeitsgruppen durch Verwendung verschiendener Liganden Metallionen in DNA stapeln.

Ono* griff zur Stapelung von Metallionen auf das dT-Hg**—dT- Basenpaar 1 zuriick, um
damit die Stapelung von drei Hg**-Ionen zu verwirklichen (Abb. 16a). Miiller” gelang eben-
falls die Stapelung von drei Metallionen, wobei es sich hier um Ag'-Ionen handelte, die unter
Verwendung des Imidazol-Liganden 14 (Abb. 12) koordiniert wurden. Durchgefiihrte NMR-
Studien und daraus erhaltene 'J ("N, 107/109Ag)—K0pplungen bewiesen die Bildung der
Metall-Basenpaare. Shionoya™ inkorporierte fiinf aufeinanderfolgende Hydroxypyridon-
Liganden 15 und stapelte damit fiinf Cu**-Ionen (Abb. 16b). Neben der ferromagnetischen
Kopplung des Gesamtsystems von 5/2 bestitigten ESI-MS-Experimente die intermolekulare
Komplexbildung. Die vielseitige Verwendbarkeit des Hydroxypyridon-Liganden 15 zeigte
sich auch in der Stapelung von bis zu vier Fe*-Tonen (Abb. 16¢), die ebenfalls in der
Arbeitsgruppe Shionoya® durchgefithrt wurde. Es kam dabei zur Ausbildung von Triplex-

Strukturen, die u.a. mittels CD-Spektroskopie nachgewiesen wurde.

In der Arbeitsgruppe Carell*® konnten zehn Mn®*-Ionen bzw. Cu**-Ionen unter Verwendung

des Liganden 13 in Kombination mit Ethylendiamin gestapelt werden (Abb. 16d). Da bei der

9
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Stapelung von derart vielen Metallionen die Problematik der nicht kontrollierbaren Verschie-
bung der Einzelstrangsequenzen (frameshift) auftreten kann, wurden zu dessen Unterbindung
zundchst Stringe mit bis zu zehn Liganden synthetisiert, die dann mit den komplementiren
Stringen hybridisiert wurden. Nach der Zugabe eines Uberschusses Ethylendiamin sowie
Mn?* bzw. Cu®* wurden die Metall-Basenpaare gebildet. Die Komplexbildung wurde zusitz-
lich erleichtert, in dem an jedem Ende der Doppelhelix fiinf Watson-Crick-Basenpaare

(dC—dQG) eingesetzt wurden.

Neben der Stapelung von Metallionen gelang es auch, verschiedene Metallionen in einer
Doppelstrangstruktur gezielt zu koordinieren. Shionoya und Carell*’ wihlten dazu Cu**- und
Hg**-Tonen. Shionoya griff fiir die Komplexierung von Cu**-Ionen auf den bewihrten
Hydroxypyridon-Liganden 15 und fiir die Komplexierung der Hg2+—Ionen auf den Pyridin-
Liganden 6 zuriick (Abb. 16¢). Im Gegensatz dazu wihlte Carell den Liganden 13, um Cu**-
Ionen sowie das dT—dT-Basenpaar 1, um Hg2+—Ionen zu koordinieren. Nach Inkorporation
beider Nukleoside konnte nach deren Hybridisierung eine stabile Doppelstrangstruktur erhal-
ten werden, die leere Koordinationsstellen aufwies und in welche die Metallionen komplexiert

werden konnten.

Dieses kontrollierte Stapeln und Mischen verschiedener Metallionen innerhalb des Doppel-
strangs kann einerseits als kiinstlicher genetischer Code aufgefasst werden, andererseits
konnen sich daraus weitere Anwendungsmoglichkeiten ergeben. Denkbar sind beispielsweise
so genannte molekulare Magnete oder Einzelmolekiilmagnete (singlemolecule magnets).

Diese besitzen enormes Potential als zukiinftige Datenspeicher oder molekulare Schalter.*®

10
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Abb. 16: Beispiele fiir die Stapelung von Metallionen in DNA.

Seit kurzem werden Metall-Basenpaare auch zur Realisierung von Logikgattern eingesetzt,
die fiir die Entwicklung etwa von Nanocomputern von essentieller Bedeutung sein konnte.
Nachdem es Urata® gelang, das dT-Hg**—dT Basenpaar 1 enzymatisch in DNA einzubauen
konnte Park’ auf diesen Ergebnissen aufbauend zeigen, dass an dT—dT- und dC—-dC-fehlge-
paarten Primern in Gegenwart von Hg**- oder Ag*-Tonen eine sogenannte ,,illusionire* Poly-
meraseaktivitdt ausgelost wird, die fiir logische Operatoren verwendet werden kann. Das Sys-
tem von Park ist jedoch dahingegen beschrinkt, dass die Basenpaare nicht enzymatisch ein-
gebaut werden, sondern nur bis zum jeweiligen Metall-Basenpaar verldngert werden. In der
Arbeitsgruppe Carell’’ konnte hingegen nicht nur das Triphosphat des Salicylaldehyds enzy-
matisch in DNA eingebaut werden, es gelang sogar, nach Zugabe von Cu”?* und Ethylen-
diamin das Metall-Basenpaar 12 zu inkorporieren und mittels Polymerasekettenreaktion

(PCR) zu amplifizieren. Zudem konnten drei Kristallstrukturen von der Polymerase Bst Pol I

11
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im Komplex mit modifizierter DNA erhalten werden. Rontgenstrukturen von Metall-

Basenpaaren wurden bislang nur von Schultz”” und Meggers®* publiziert.

Neben Metall-Basenpaaren, die ein 2°-Desoxyribose-Riickgrat aufweisen, wurden davon ab-
weichend auch solche entwickelt, die auf GNA (Glycol Nucleic Acid) und PNA (Peptide
Nucleic Acid) basieren (Abb. 17).

0] Base Y
\ Base
N
0._.0 ;
PZ o)
1O~
0 o
GNA PNA

Abb. 17: Schematische Darstellung Strukturen von GNA und PNA.

Metall-Basenpaare auf GNA-Basis wurden von Meggers53 entwickelt. Unter Verwendung der
bereits erwihnten Liganden Hydroxypyridon 15 und 6-(2°-Pyridyl)-purin (Pur’) 8 gelang die
Koordinierung verschiedener Metallionen, wie z.B. Cu**, Ag’", Ni** oder Co**. Die hichsten
Stabilisierungen der GNA-Duplexstrukturen wurden mit Cu®* (Ligand 15) und Ni** (Ligand
8) erreicht. Eine Kombination dieser beider Liganden fiihrte nach Koordination von Cu** zum
bislang stabilsten Basenpaar in GNA.> Ein aus DNA und GNA bestehendes Metall-
Basenpaar wurde kiirzlich von Miiller” publiziert. Dazu wurde neben verschiedenen Azol-
Liganden (14, 16 und 17, Abb. 12) der Dipic-Ligand 5 auf GNA-Basis gewihlt. Die
Koordination von Ag" und Au’ fiihrte zu geringfiigigen Stabilisierungen, wohingegen Cu**,
Hg”*, Ni** und Mn”" praktisch keinen Einfluss ausiibten. Mit Fe**, Zn*" und Cr’* wurden hin-

gegen geringfiigige Destabilisierungen der jeweiligen Metall-Basenpaare beobachtet.

Metallionen wurden auch in modifizierte PNA-Duplexstrukturen inkorporiert. Achim be-
nutzte dazu den 2,2”-Bipyridin-Liganden 9, um Ni** zu koordinieren™® sowie einen 8-Hy-

droxyquinolin-Liganden 18, mit dem Cu**-Ionen komplexiert werden konnten.”’

12
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1.2.3 Backbone-Metallisierung

Metallionen konnen nicht nur iiber die Nukleobasen, sondern auch iiber das Riickgrat
(Backbone) eingefiihrt werden. Hierbei wird die DNA gewissermal3en von Metallen umhiillt.
Braun®® konnte Ag'-Ionen mittels Ionenaustausch gegen Na' einfithren und anschlieBend zu
elementarem Silber reduzieren, womit die DNA ummantelt wurde. Die Zugabe weiterer Ag'-
Ionen und erneuter Reduktion fiihrte zur Bildung agglomerierter Silbercluster, wodurch eine
vollstindige Bedeckung erreicht wurde. Die Reduktion von Ag*-Ionen ist auch unter Verwen-
dung der Tollens-Reaktion moglich. Keren™ fiihrte die dazu notwendige Aldehydfunktion in
Form von Glutaraldehyd in DNA ein, wobei dies jedoch unkontrolliert erfolgte. Im Gegensatz
dazu verlief die von Carell” mittels Click Chemie durchgefiihrte Einfiihrung von Aldehyd-
funktionen selektiv, so dass nach Tollens-Reaktion und Entwicklung eine selektive Metalli-

sierung nur der modifizierten DNA erreicht werden konnte.

Die Einfiihrung von Metallionen an das DNA-Riickgrat kann auch mittels geeigneter Ligan-
den am Riickgrat erfolgen, wie schematisch anhand zweier Beispiele in Abb. 18 gezeigt ist.
Wilker®' fiihrte verschiedene Chelatliganden in das DNA-Riickgrat ein, um damit ver-
schiedene Metallionen zu koordinieren (Abb. 18a). Es handelte sich dabei z.B. um ein 2,2°-
Bipyridin-Derivat, mit dem u.a. Cu** koordiniert wurde sowie einen Dithioether, mit dem u.a
Pt**-Ionen koordiniert wurden. Die modifizierten Stringe wurden mit einem dC mis-match
hybridisiert, um Schmelzexperimente durchzufiihren. Diese zeigten, dass es durch die Ein-
fiihrung der Liganden zu einer Destabilisierung der Duplexstruktur kommt. Nach Zugabe ver-
schiedener Metallionen konnten jedoch etwas hohere Schmelztemperaturen ermittelt werden.
Sheppard®” publizierte eine templatgestiitzte Synthese eines Metall-Salen-Komplexes auf
DNA-Basis (Abb. 18b).

Neben diesen Beispielen existieren zahlreiche weitere Systeme, mit denen Metallionen an
Oligonukleotide koordiniert wurden. In diesem Zusammenhang wird auf einen ausfiihrlichen

Ubersichtsartikel von Sleiman®® verwiesen.
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Abb. 18: Komplexierung von Metallionen am DNA-Riickgrat durch Einfiihrung geeigneter Liganden.
a) Systeme von Wilker; b) System von Sheppard.ﬁl’ 62

1.2.4 Schwefelhaltige Nukleobasen

Anhand der in Abb. 12 gezeigten kiinstlichen Nukleobasen, die bislang zur Koordinierung
verschiedener Metallionen benutzt wurden, ist ersichtlich, dass es sich liberwiegend um N-
haltige Liganden handelt. Zur Einfithrung weicher Metallionen, beispielsweise Pd**-Ionen,
werden weiche Liganden bendtig. Dazu wiren schwefelhaltige Nukleoside besonders ge-
eignet. Bislang sind in der Literatur lediglich zwei Beispiele zur Koordinierung von Metall-
ionen an schwefelhaltige Liganden beschrieben, wobei es sich jedoch nicht um Pd**, sondern

um Ag" handelte. Die erhaltenen Metall-Basenpaare sind in Abb. 19 gezeigt.
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Abb. 19: Stukturen verschiedener schwefelhaltiger Metall-Basenpaare.*” **

Bei den Metall-Basenpaaren 19 und 20 handelte es sich um von Pyridin abgeleitete Thioether-
Derivate, die von Schultz® entwickelt wurden. Die Metall-Basenpaare 21 und 22, die von
Ono” eingesetzt wurden, enthielten 2-ThiodT (2SdT)- bzw. 4-ThiodT (4SdT)-Liganden.
Aktuelle Ergebnisse zeigten deutliche Stabilisierungen von 2SdT- als auch 4SdT-enthaltenden
Oligonukleotiden, sowohl mit Ag*- als auch mit Hg**-Ionen. Bei Verwendung von 2eq
Ag" waren die erzielten Stabilisierungen am héchsten. Zudem konnten 2:1 Komplexe von Ag"

mittels ESI-MS nachgewiesen werden.”

Iranzo et al.” synthetisierten u.a. 4SdT- enthaltende Dinukleotide sowie Hairpin-Strukturen
und fiihrten damit Komplexierungsstudien mit Cu”*- und Cd**-Ionen durch. Letztere ermog-
lichten die Durchfithrung von 13 Cd-NMR-Experimenten. Es stellte sich heraus, dass 4SdT in
Gegenwart von Cu** zum entsprechenden Disulfid oxidierte, wihrend in Gegenwart von cd*
1:1 Komplexe gebildet wurden. Die Koordination von Cd*" an 4SdT gelang auch bei der

Hairpin-Struktur, fithrte jedoch zu einer signifikanten Destabilisierung.

In der Arbeitsgruppe Shionoya® wurden 23 und 24, zwei in Abb. 20 gezeigte schwefelhaltige
Derivate des Hydroxypyridon-Liganden 15 entwickelt. Mit diesen wurde eine Koordination
von Pd** und Pt*" unter Bildung der entsprechenden Metallkomplexe erreicht. Diese konnten

zwar charakterisiert aber nicht in DNA eingefiihrt werden.
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Abb. 20: Schwefelhaltige Nukleobasen zur Koordinierung weicher Metallionen.®®

Schwefelhaltige Nukleobasen wurden nicht nur zur Koordinierung weicher Metallionen ein-
gesetzt. Hatano® fiihrte thiolmodifizierte Nukleobasen in DNA ein, um redoxaktive Basen-
paarung zu erhalten. Sekine® untersuchte die Fihigkeit von 2SdT, Triplex-Strukturen auszu-
bilden und Kool® zeigte, dass die Substitution von dT durch 2SdT und 4SdT deutliche Aus-
wirkungen auf das Verhalten solcher Oligonukleotide hinsichtlich Hybridisierung und Repli-
kation hat.

Obgleich in der Literatur, wie eben dargelegt, nur wenige schwefelhaltige Nukleobasen be-
schrieben wurden, ist festzuhalten, dass es sich hierbei um ein Forschungsgebiet handelt, das
entwicklungsfihig ist. Dies gilt zum Beispiel fiir deren Einbau in Oligonukleotide mittels
automatisierter DNA-Festphasensynthese, was oftmals zu Problemen fiihrt, wie in Abschnitt

3.3.5.1.1 ausfiihrlicher gezeigt wird.
1.2.5 DNA in der Katalyse

Die stereoselektive Organokatalyse hat eine wichtige Stellung sowohl in der organischen
Synthesechemie als auch in der Industrie eingenommen.”” Neben stindigen Bestrebungen,
Katalysen noch effizienter durchzufithren und in groeren Anwendungsbereichen einzu-
setzen, werden zusitzliche Aspekte wie Kostenentwicklung und Umweltvertriglichkeit (green
chemistry)’" vermehrt beriicksichtigt. Aus den genannten Griinden hat die Biokatalyse eine
zunehmend bedeutende Rolle eingenommen. Wegweisende Arbeiten stammen von Rolfes und
Feringa72, die aus einer Kombination des Biomakromolekiils DNA und einem Metall-

komplex-Katalysator so genannte Hybridkatalysatoren darstellten (Abb. 21). Mit diesen wurde
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die Chiralitit der DNA durch den katalytisch wirksamen Metallkomplex auf die zu

katalysierende Reaktion iibertragen.

Substrat (prochiral)

Produkt (chiral)

C Biomakromolekdl —( Ligand (achiral)
\

B  Anker _C katalytisch aktiver
/ Metallkomplex

Abb. 21: Hybridkatalysator aus einem Metallkomplex und einem Biomakromolekiil.”

Rolfes und Feringa fiihrten mit einem solchen Hybridkatalysator, dessen Funktionsprinzip auf
der Verwendung von katalytisch wirksamen Cu®*-Tonen beruht, Michael-Additionen”, Diels-
Alder-Reaktionen’, syn-Hydrationen von Enonen” sowie Friedel-Crafts-Alkylierungen’®
durch. Shibata’’ Katalysierte Fluorinierungen. Die Verwendung eines organometallischen
DNA-Hybridkatalysators wurde erstmals von Jéschke’® beschrieben. Dazu wurden DNA
19mere postsynthetisch mit Dien-Gruppen funktionalisiert, um damit allylische Aminierungen

in Gegenwart von Ir' durchzufiihren.

In der Arbeitsgruppe Carell konnte kiirzlich ein DNA-Hybridkatalysator auf Basis des Salen-
Liganden mittels Click Chemie synthetisiert werden’’, wodurch eine interessante Alternative
auf diesem Gebiet geschaffen wurde. Es ist ferner anzumerken, dass es fiir katalytisch wirk-
same DNA nicht zwingend Metallionen bedarf. So konnte beispielsweise Marx*’Aldol-Reak-
tionen mit prolinmodifizierter DNA katalysieren und Wang und Li*' benutzten ginzlich un-

modifizierte DNA, um Henry-Reaktionen zu katalysieren.
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1.3 Komplexchemie von ¢-Donor-Liganden

1.3.1 N-Heterozyklische Carbene (NHC)

Unter Carbenen werden neutrale, zweiwertige, hoch reaktive Kohlenstoff-Zwischenstufen
verstanden, in denen ein C-Atom zweil nichtbindende Elektronen besitzt und die nach ihrer
elektronischen Anordnung zwischen Singulett-Carbenen und Triplett-Carbenen unterschie-
den werden.®? Mit der Erkenntnis, dass sterische und/oder elektronische Effekte stabilisier-
end wirken, gelang die erstmalige Isolierung eines kristallinen Carbens durch Arduengo.”” Es
handelte sich dabei um ein so genanntes N-Heterozyklisches Carben (NHC), die sich im
Allgemeinen von Imidazol, Pyrazol oder 1,2,4-Triazol ableiten. Wanzlick® befasste sich aus-
fiihrlicher mit den Eigenschaften gesittigter und ungesittigter NHC und postulierte, dass die
6 7~Elektronen-Delokalisierung zur Stabilitit der Carbene beitridgt. Im Gegensatz dazu zeigten
jedoch theoretische Studien®, dass die Stabilitit der NHC iiberwiegend aus einer o-Ladungs-

donierung resultiert und 7-Riickbindungsanteile von geringerer Bedeutung sind.

NHC wirken als Lewis-Basen und konnen — nicht nur mit Ubergangsmetallen — stabile
Addukte eingehen. Prinzipiell existieren verschiedene Wege, um NHC-Metallkomplexe zu er-
halten, die in der Zwischenzeit eine herausragendene Bedeutung in der Katalyse einge-
nommen haben.* Da beziiglich dieser Aspekte nicht niher ins Detail gegangen werden kann,

wird auf diverse Ubersichtsartikel von Herrmann®’ verwiesen.

Hervorgehoben wird hingegegen die mittlerweile gidngige Methode, um NHC-Metall-
komplexe zu erhalten, nimlich durch Umsetzung der als Vorstufen dienenden entprechenden
Imidazoliumsalze oder Thiazoliumsalze mit basischen Silbersalzen durch sogenannte in situ
Deprotonierung (Abb. 22). Hierbei wird insbesondere AgzO88 verwendet, aber auch AgOAc89
sowie Ag,CO5” wurden erfolgreich eingesetzt. Auf diese Art sind Silber-NHC-Komplexe zu-
ginglich, die aufgrund von Silber-Silber-Wechselwirkungen und in Abhéngigkeit der N-ge-
bundenen Substituenten sowie der eingesetzten negativ geladenen Gegenionen eine breite
strukturelle Vielfalt besitzen, wie Ergebnisse vieler Arbeitsgruppen’’ zeigen. Im Ubrigen wird
auf sehr ausfiihrliche Abhandlungen mit weiteren Informationen zu dem sehr umfangreichen

Forschungsgebiet von NHC-Komplexverbindungen des Silbers verwiesen, die von Lin®’ und
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Youngs™ verfasst wurden. Ebenfalls méglich ist die Verwendung von Cu,O”, wodurch

kupferhaltige NHC-Komplexe erhalten werden.”

Rs__E basisches Rso_E N Ra
A iy e S
R, N Silbersalz R, N E7 R,
Rz Rz - Ag*
X =CI,Br, I, ..
E=S, N-R,

Ry, Ry, R, Ry =2z.B. Me, Et, 'Pr, ...

Abb. 22: Vereinfachte schematische Darstellung der Bildung von Silber-NHC-Komplexen durch in

situ Deprotonierung.

Da Silber-NHC-Komplexe labil sind, stellen sie potentielle Vorstufen ander Metallkomplexe
dar. So besteht die Moglichkeit, durch Transmetallierung beispielsweise mit Pd** die ent-
sprechenden Palldium-NHC-Komplexe zu erhalten.”® Auch Umsetzungen mit Au®, Ir" und

Rh* konnten erfolgreich durchgefiihrt werden.””*®

In aller Regel erfolgt die Synthese von Silber-NHC-Komplexen sowie etwaige Transme-
tallierungen in unpolaren Losemitteln, insbesondere in CH,Cl,. Es sind auch Beispiele zu fin-
den, in denen z. B. Methanol, Acetonitril oder DMSO, eingesetzt wurden.”” ** Dariiber hinaus
wurde vereinzelt von Synthesen silberhaltiger NHC-Komplexverbindungen berichtet, die in
Wasser durchgefiihrt werden konnten.”” *° Dies stellt insbesondere fiir die Bildung von

Metall-Basenpaaren ein notwendiges Kriterium dar.

NHC sind auch in der Natur prisent und haben in der Biochemie eine wichtige Bedeutung.
Als Beispiel kann Thiamin 25 (Abb. 23) angefiihrt werden, welches ein Cofaktor verschie-
dener Enzyme ist. In Form des Diphosphats (TDP) katalysiert es eine Vielzahl an Reaktionen,
u.a. die Decarboxylierung von Pyruvat zum aktivierten Aldehyd. Es gilt als gesichert, dass die
aktive Katalysatorspezies in basischer Pufferlosung das entsprechende 2,3-Dihydrothiazol-2-

yliden'® ist, wie von Breslow’® vorgeschlagen wurde.
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Abb. 23: Struktur von Thiamin 25.

Daneben sind auch Reaktionen beschrieben worden, in denen Thiamin oder davon abge-
leitete Thiazoliumsalze unter enzymfreien Bedingungen zur Katalyse herangezogen wurden.
Dabei handelte es sich insbesondere um Stetter-Reaktionen, wie u.a. Suzuki'® und Scheidt'”

104
[

zeigen konnten. Von Pohl'” sowie Kluger und Tittmann'® stammen ausfiihrliche Ubersichts-

artikel, auf die fiir detailiertere Informationen verwiesen wird.

1.3.2 Thiocarbonylverbindungen

Schwefel ist beziiglich seiner Komplexchemie sehr vielféltig. So sind in der Literatur neben
Verbindungen von Thiolaten oder Thioethern auch Thiocarbamate, Dithiocarbamate,
schwefelgebunde Ester der Dithiocarbamate sowie Thioharnstoffe beschrieben, um nur ei-
nige Beispiele zu nennen. Abb. 24 zeigt die Strukturen der drei letztgenannten Verbindungs-

klassen, bei denen es sich allesamt um Thiocarbonylverbindungen handelt.

S S S
Rq. R4< Ri<
e oden R
R R R,
26 27 28

Ry, Ry, Ry =2zB. H, Me, Ph, ...

Abb. 24: Strukturen von Thiocarbonylverbindungen zur Koordinierung von weichen Metallionen.

Da diese nicht nur am Besten untersucht und beschrieben wurden, sondern insbesondere fiir

die Koordinierung weicher Metallionen wie Pd*" geeignet sind, wird im Folgenden zunichst
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auf Dithiocarbamate 26 sowie deren Ester 27 nédher eingegangen. Die Verbindungsklasse der

Thioharnstoffe 28 wird im Anschluss erléutert.

1.3.2.1 Salze der Dithiocarbaminsiure und deren Ester

Als Dithiocarbamate 26 (Abb. 24) bezeichnet man die Salze der Dithiocarbaminsdure. Im
Gegensatz zur freien Sdure zeichnen sie sich durch ihre chemische Bestindigkeit sowie ihre
Moglichkeit, mit verschiedensten Metallionen stabile Komplexverbindungen einzugehen, aus.
Thre Darstellung erfolgt vorwiegend durch Umsetzung zuvor deprotonierter Amine mit CS,.""’
Schon seit lingerer Zeit sind sie Gegenstand intensiver praktischer und theoretischer For-
schungen nicht nur von Chemikern, sondern auch von Physikern und Biologen.106 Zu erwih-
nen ist, dass sich Dithiocarbamate (DTC) gerade in jiingerer Zeit als sehr vielversprechende
Liganden fiir Komplexverbindungen mit antiproliferativen Eigenschaften erwiesen haben, von

groBer Bedeutung sind hierbei Au**-Komplexe.'"’

Die Darstellung der Ester 27 kann in Analogie zur Synthese von DTC erfolgen, wobei im
Anschluss zusitzlich eine Alkylierung erfolgt, die z.B. durch Umsetzung mit geeigneten
Alkylhalogeniden erreicht werden kann.'”® Ferner kann auf thiocarbonyliibertragende Re-
agenzien'” zuriickgegriffen werden, mit dem Vorteil, dass auf die Handhabung sehr toxi-
scher Reagenzien wie CS; und Alkylhalogenide verzichtet werden kann. Obwohl die Ester der
Dithiocarbaminsiure leicht zugénglich sind und nur eine geringe strukturelle Abweichung zu
DTC aufweisen, ist diese Verbindungsklasse hinsichtlich ihres Koordinationsverhaltens auch
nicht im Ansatz so umfangreich untersucht und beschrieben worden, wie es DTC sind. Hier

10 ynd Famgliam zu nennen, die ausfiithrliche

sind besonders die Arbeitsgruppen Mattes
Untersuchungen zum Koordinationsverhalten gegeniiber Cu?* und Ni** und insbesondere
gegeniiber Pd**, Pt**, Au®* und Au’ durchfiihrten. Es sind dariiberhinaus auch Publikationen
von Fregona'’?, Sathyanarayana'" und Agarwala''* erschienen, die viele weitere Metall-
ionen wie z. B. Hg”', Ag" oder Rh*" koordinierten. Festgehalten werden kann, dass ver-
schiedene Bindungsmodi realisiert wurden und zwar sowohl in Abhingigkeit der eingesetzten
Stochiometrien als auch in der Wahl der verschiedenen Metallionen sowie der eingesetzten
Losemittel. Mit Hilfe insbesondere von IR- und NMR-Spektroskopie wurde beispielsweise

eine einfache Koordination von Pd** sowie Pt** nur iiber die Thiocarbonylgruppe in 1:1

Spezies beobachtet. Es konnten auch 1:2 Spezies (Metall-Ligand) mit trans-Geometrie,
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verbriickte Komplexverbindungen sowie Komplexe mit hoheren Stochiometrien charakteri-
siert werden. Die Vielféltigkeit der Dithioester zeigte sich ferner darin, dass nach Zugabe von
Pd**, P und Au’" in Losung Dealkylierungen auftraten, woraus entsprechende Dithio-
carbamte resultieren, die wiederum als Chelate wirken konnen. In Gegenwart von Pt
konnten jedoch lediglich Demethylierungen beobachtet werden, Deethylierungen traten bei
Raumtemperatur nicht auf. Zudem war dieser Vorgang sehr langsam und keineswegs voll-
standig, so dass Produktgemische vorlagen. Wie bereits erwdhnt konnten Demethylierungen
auch in Gegenwart von Au’" beobachtet werden, Reduktionen zu Au® fanden hingegen nicht
statt. Au*-Komplexe konnten durch vorangegangene Reduktion von Au’* erhalten werden.
Wie erwartet wurde Au® (d'°- Konfiguration) linear iiber beide Thiocarbonyl-Schwefelatome

gebunden.

Ester der Dithiocarbaminsdure sind nicht nur als Liganden geeignet, sie spielen auch eine
wichtige Rolle bei Metabolisierungsprozessen''> und weisen zudem therapeutisch wichtige
Eigenschaften, u.a. antibakterielle Aktivitit''® oder antiproliferative Eigenschaften sowohl der

7

freien Liganden''” als auch der entsprechenden Pd**- sowie Pt**-Komplexverbindungen''®

auf. Neuerdings werden in diesem Zusammenhang auch Ru’*-Verbindungen eingesetzt.'"”

Ferner besitzen sie interessante konformative Eigenschaften, auf die im Abschnitt 3.3.3.1 aus-

fiihrlicher eingegangen wird.
1.3.2.2 Thioharnstoffe

Die Verbindungsklasse der Thioharnstoffe 28 (Abb. 24) ist prinzipiell auf mehreren Wegen

synthetisch zuginglich. Haufig werden sie aus Isothiocyanaten durch Umsetzung mit ent-
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sprechenden Aminen erhalten. ™ Als weitere Moglichkeit hat sich aber auch die Umsetzung

von Estern der Dithiocarbaminsidure mit Aminen in einer nukleophilen Substitution eta-
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bliert. ~ Komplexverbindungen der Thioharnstoffe sind wie auch die der DTC sehr ausfiihr-

lich untersucht worden.'* Sie spielen in der Katalyse — im Gegensatz zu den freien Ligan-

123

den “” — eine eher untergeordnete Rolle.

Generell werden bei den Komplexverbindungen mehrere Geometrien realisiert, die von der
Wahl der eingesetzten Metallionen abhingt. Durch Verwendung von Metallionen mit d'°-

Konfiguration (Ag’, Au") werden linear gebundende 1:2 Spezies (Metall:Ligand) erhalten'*,
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wihrend die Verwendung von dg—konfigurierten Metallionen (z. B. Pd*") in der Regel zu 1:4
(Metall:Ligand) Spezies — auch bei Verwendung von 1:2 Stochiometrien — fiihrt.'* Bei der
Verwendung von Au® hingegen kommt es nicht zu Bildung dieser tetrakisartigen Geometrie,
sondern zur Reduktion zu Au® unter Ausbildung linearer 1:2 Komplexe.'”® Auch bei Cu®*
findet eine Reduktion statt, wobei Cu*-Komplexe gebildet werden.'”” Des Weiteren wurden
zahlreiche hohere Stochiometrien gefunden, in denen teilweise schwefelverbriickte Drei-
zentren-Bindungen auftraten.'” Das vielseitige Verhalten der Thioharnstoffe als Komplex-
liganden, wird schlieflich durch die Moglichkeit, als N, S-Chelatliganden zu fungieren,
komplettiert.'?

Koordinationsverbindungen von Thioharnstoffen werden heutzutage oftmals im Bereich der
Lasertechnologie sowie der optischen Datenspeicherung eingesetzt, was auf ihre hervor-
ragenden nicht-linear optischen Eigenschaften (NLO) zuriickzufiihren ist. Hierbei kommen

insbesondere Cd**, Hg**, Pb** und Zn** zum Einsatz."®

Nach dieser kurzen Ubersicht sowohl von NHC Liganden als auch diverser anderer schwe-
felhaltiger Liganden kann als Schlussfolgerung festgehalten werden, dass alle Liganden zur
Koordinierung weicher Metallionen, insbesondere von pd* geeignet sind, wobei es zur Aus-
bildung verschiedener Geometrien kommen kann. Dariiberhinaus ermdglichen die genannten

Liganden die Koordinierung praktisch aller Ubergansmetallionen.
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2.  Aufgabenstellung

Durch die Koordination von Metallionen innerhalb eines DNA-Doppelstrangs kénnen Nano-
strukturen mit definierten Eigenschaften erhalten werden. Dabei kann es sich um elektrische
Leitfahigkeit oder Magnetismus handeln, denkbar sind aber auch katalytische Funktion oder
optische Eigenschaften. Neben der Koordination verschiedener Metallionen iiber natiirlich
vorkommende Basen ist kann diese auch iiber kiinstliche ligandendhnliche Nukleoside
(,,Ligandoside) erfolgen, von denen gegenwértig zahlreiche Beispiele bekannt sind. Das
Konzept der Metall-Basenpaare kann durch Verwendung kiinstlicher Nukleobasen mit 6-Do-
noreigenschaften erweitert werden. Dies ermdglicht die Koordination von Metallionen mit 6-
Akzeptoreigenschaften, beispielsweise Pd**-Tonen. Besonders geeignete Liganden sind in die-
sem Zusammenhang N-Heterozyklische Carbene (NHC) und schwefelhaltige Liganden, zum

Beispiel Dithiocarbamate (DTC), deren Ester (MDTC) sowie Thioharnstoffe (TH) (Abb. 25).
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S
HN—:
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NHC

R4 /S S 1 NH, HoN
MDTC TH
DNA
= Pd2+ pt+ 3+
S DNA O Pd?+, Pt2+, Au®,.
A O—. ...
Ry = R, = //_/ = Au*, Ag*t
(0]
‘ — P2
(l) DNA O Pd<*, Au*, Agt,
DNA

Abb. 25: Metall-Basenpaare, die auf Nukleobasen mit 6-Donor-Eigenschaften basieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher solche Ligandoside mit c-Donoreigenschaften ent-

wickelt und in Oligonukleotide inkorporiert werden. Neben der Synthese der entsprechenden
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Phosphoramidite sollte auch das Koordinationsverhalten der verschiedenen Verbindungen in

Wasser niher untersucht werden.

Theoretisch ist die Bildung von DTC modifizierter DNA auch auf postsynthetischem Weg
moglich und folglich sollten so entsprechende Metall-DTC-Basenpaare zuginglich sein. Die

Realisierung solcher Metall-DTC-Basenpaare sollte zusitzlich untersucht werden.

Durch Kombination von DNA, dem Beispiel fiir Chiralitdt schlechthin, und kleiner, kataly-
tisch aktiver Molekiile sind prinzipiell Hybridkatalysatoren zugéinglich, mit denen asymme-
trische Katalysen effizient durchgefiihrt werden konnen. Da Metall-NHC-Komplexe eine
Schliisselrolle in der Katalyse eingenommen haben, scheint die Verwendung dieser Verbin-
dungen sehr vielversprechend. Via Click Chemie sollten daher Oligonukleotide mit verschie-
denen Azoliumsalzen modifiziert werden. Diese stellen gingige Vorstufen von Metall-NHC-

Komplexen dar, die ebenfalls dargestellt werden sollten.

Thiamin ist ein in der Natur vorkommendes Thiazoliumsalz, das aufgrund seiner kataly-
tischen Eigenschaften eine interessante Erweiterung des Konzepts der DNA-Hybridkatalysa-
toren darstellt. Es sollte daher eine Synthese von azidmodifiziertem Thiamin ausgearbeitet

und ferner untersucht werden, ob entsprechende Modifizierungen von DNA méglich sind.

Die Modifizierung von Proteinen stellt neben der Modifizierung von Oligonukleotiden ein an
Bedeutung stetig zunehmendes Forschungsgebiet dar. Modifizierte Proteine konnen zur Auf-
klarung biologischer Prozesse beitragen aber auch Anwendungen in diagnostischen Bereichen
oder industriellen Bereichen, etwa als Katalysatoren, finden. Mit der Einfiihrung der Carbo-
nylfunktion in Proteine konnen aufgrund der vielfdltigen Chemie selbiger weitere Modifi-
zierungen vorgenommen und somit Fortschritte in der Proteinchemie erzielt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Einfiihrung von Carbonylgruppen in YFP (yellow
fluorescent protein) erreicht werden. Dies ist sowohl durch den Einbau geeigneter kiinst-
licher Aminoséduren, beispielsweise mittels Amber Suppressor Technik, als auch via Click
Chemie moglich. Je Methode sollte eine geeignete Verbindung synthetisiert werden. Ferner

sollten Experimente zum Einbau durchgefiihrt werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1  Entwicklung eines Metall-NHC-Basenpaares

3.1.1 Design eines Imidazolium-Ligandosids

Zur Realisierung eines Metall-NHC-Basenpaares wurde ein Imidazoliumsalz bendtigt, das in
die DNA-Doppelhelix inkorporiert werden musste. Im Anschluss sollte es in Gegenwart
basischer Silbersalze deprotoniert und komplexiert werden. In vorangegangenen Studien'!
hatte sich gezeigt, dass die Verwendung eines C-Nukleosids der 2°-Desoxyribose 29 fiir
diesen Zweck ungeeignet ist, da sich dessen Synthese und insbesondere die Trennung beider
Anomere als sehr kompliziert erwiesen hatte. Aus diesem Grund wurde ein Imidazolium-
Derivat 30 mit azyklischem Riickgrat gewidhlt (Abb. 26), das sich durch eine stark verein-
fachte Synthese herstellen ldsst. Diese daraus resultierenden Glycerol Nukleotide (GNA) wur-

den bereits zur Ausbildung von Metall-Basenpaaren eingesetzt.

N= 5
N
HO. & N— GN
O - HO//'«A N -
HO
OH
29 30

Abb. 26: Vorstufe eines imidazoliummodifizierten C-Nukleosids der 2°-Desoxyribose (links) sowie
eines N-Nukleosids mit azyklischem Riickgrat (rechts) fiir die automatisierte DNA-Festphasensyn-

these. Aufgrund nicht trennbarer Anomere der Verbindung 29 wurde die Vorstufe 30 eingesetzt.

3.1.1.1 Synthese des Phosphoramidits 31 fiir die DNA-Festphasensynthese

Die Synthese des imidazoliummodifizierten Phosphoramidits 31, das fiir die DNA-Fest-

phasensynthese bendtigt wurde, ist in Abb. 27 gezeigt. Das azyklische Riickgrat der Verbin-

dung erlaubte eine stark vereinfachte, lediglich aus vier Schritten bestehende Synthese.
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Abb. 27: Schematische Darstellung der Synthese des Phosphoramidits 31. Reaktionsbedingungen: a)
NEt;, DMTrCl, CH,Cl,, RT, 21 h, 86%; b) Imidazol 34, NaH, DMF, RT, 2 h, dann 33, RF, 18 h, 67%;
¢) CH;I, CH;CN, RT, 17 h, 93%; d) Hiinig-Base, CEDCI, CH,Cl,, RT, 45 min, 54%.

Der erste Schritt der Synthese war die literaturbekannte 4,4°-Dimethoxytritylierung des pri-
miren Alkohols von kommerziell erhiltlichem (R)-(+)-Glycidol 32. Es hat sich — wie in der
Literatur™ beschrieben — in diesem Zusammenhang bestiitigt, dass zur Synthese glycolhaltiger
Nukleotide eine vorangegangene Dimethoxytritylierung des Epoxids von Vorteil ist, da Auf-
reinigungen aufgrund erhohter hydrophobizitit deutlich vereinfacht werden. AnschlieBende
Offnung des geschiitzten Epoxids 33 mit Imidazol 34 sowie katalytischer Mengen NaH
lieferte das Imidazol-Derivat 35. Die N-Methylierung zu 36 konnte mit 10fachem Uberschuss
an CHsl in Acetonitril in sehr guten Ausbeuten durchgefiihrt werden. Nicht reagiertes CHsl
wurde im Anschluss im N»-Strom iiber Nacht vertrieben. Im letzten Schritt wurde schlieBlich
durch Reaktion mit Hiinig-Base und CEDCI das Phosphoramidit 31 synthetisiert, das durch
Ausfillen einer konzentrierten EtOAc-Losung mit Isohexan in sehr reiner Form, jedoch nur in
moderaten Ausbeuten erhalten wurde.

In Abb. 28 ist das *'P-NMR der Verbindung 31 in CDCl; gezeigt, in dem ausschlieBlich die
typischen Phosphoramidit-Signale im Bereich um 150 ppm auftraten. Signale einer oxi-

dierten P¥-Verbindung wurden auch nach mehreren Tagen im NMR-Rohr nicht detektiert.
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Abb. 28: *'P-NMR (200 MHz in CDCl;) der Verbindung 31.

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten, welcher zur Konzentrationsbestimmung der
DNA benétigt wurde, wurde ferner die Verbindung 30 gemil3 dem in Abb. 29 gezeigten Sche-
ma synthetisiert. Diese konnte auch fiir Vor-Experimente zur Bildung von NHC-Komplexen

in Wasser eingesetzt werden.

32 37 30

Abb. 29: Syntheseroute der Verbindung 30. Reaktionsbedingungen: a) Imidazol 34, K,CO;, DMF, 70
°C, 1 h, dann 32, RT, 48 h, 62%; b) CH;I, CH;CN, RT, 20 h, 96%.

Die zweistufige Synthese erfolgte in Anlehnung an die Synthese von 36. Der erste Schritt zu
37 war die beschriebene'* Ringoffnung von 32 mit Imidazol 34 und K,COs. AnschlieBend
erfolgte N-Methylierung zum Imidazoliumsalz 30 unter Verwendung eines 20fachen Uber-
schusses an CH3I in CH;CN. Uberschiissiges CH;I wurde erneut iiber Nacht im N,-Strom ver-

trieben.
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3.1.2 Einbau des Phosphoramidits 31 in Oligonukleotide

33
ent-

Der Einbau des Phosphoramidits 31 erfolgte via der von Letsinger und Caruthers’'
wickelten Phosphoramidit-Chemie, deren Prinzip ausfiihrlicher im Experimentalteil beschrie-
ben ist. Unter Verwendung verschiedener DNA Synthesebedingungen wurden die in Tab. 1

aufgelisteten Sequenzen erfolgreich synthetisiert.

Bezeichnung Sequenz ber. [M-H]™ gef. [M-H]"~
ODN1 3"-TCACGXAGCAT-5" 3231 3229
ODN2 3"-ATGCTXCGTGA-5" 3260 3252
ODN3 3"-AGTGCXTCGTA-5" 3260 3263
ODN4 3"-TACGAXGCACT-5" 3241 3244
ODN5 3"-GTGTAATXCGAACAT-5" 4566 4569
ODNG6 3"-ATGTTCGXATTACAC-5° 4499 4502

Tab. 1: Ubersicht der unter Verwendung von Phosphoramidit 31 synthetisierten Oligonukleotide sowie
deren berechnete und gefundene MALDI-TOF-Daten. X steht fiir die Imidazoliummodifikation auf
GNA-Basis.

Allen Synthesen gemeinsam sind die ineffizienten Kupplungen und damit geringen Aus-
beuten, die erhalten wurden. Sowohl eine Erhohung der Konzentration des Phosphoramidits
31 in CH3;CN (0.1 M bis 0.3 M) als auch verlingerte Kupplungszeiten sowie wiederholte
Kupplungen (Doppelkupplungen) brachten keine wesentlichen Verbesserungen. Hinzu kamen
stets aufwendige Aufreinigungen mittels HPLC (Abb. 30), welche weitere Ausbeuteverluste

zur Folge hatten.

Die modifizierten Oligonukleotide wurden massenspektrometrisch mittels MALDI-TOF-
sowie ESI-MS-Spektroskopie nachgewiesen (Abb. 31). Ferner wurde ein enzymatischer
Totalverdau durchgefiihrt, um die Existenz der eingebauten Modifikation nachzuweisen. Dies
geschah unter Verwendung von snake venom Phosphodiesterase 1 (Crotalus adamanteus

venom) zur Spaltung der Phosphordiester Bindungen ausgehend vom 3°-Ende und calf

29



Ergebnisse und Diskussion

intestinal Phosphatase (CIP), mit der die Abtrennung der Phosphatgruppen am 5'-Ende

katalysiert wird.
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Abb. 30: HPL-Chromatogramme von imidazoliummodifizierter DNA (ODN1). a) unaufgereinigter
Strang; b) Strang nach mehrfacher Aufreinigung.

Die DNA-Stringe wurden dazu mit Verdau-Puffer versetzt und in Gegenwart von snake
venom Phosphodiesterase I fiir 6 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde CIP zugegeben
und weitere 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugieren der Proben erfolgte deren Ana-
lyse mittels HPLC sowie LC/ESI-MS. Die erhaltenen Daten, die in Abb. 32 gezeigt sind, bele-
gen den erfolgreichen Einbau der neuen Modifikation, die mit dA als Dinukleotid vorlag

(Abb. 32b); ber. 514.1457, gef. 514.1452; die Masse 558.1341 ergibt sich durch ein weiteres
Formiat-Addukt.

5004 3229
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©, 300
S
2
$ 2004
E
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0 . L
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2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

m/z
Abb. 31: MALDI-TOF-Spektrum des gereinigten DNA-Stranges ODNI1 (ber. 3231, gef. 3229).
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Abb. 32: a) HPL-Chromatogramm des enzymatisch verdauten ODN1. Mit aufsteigender Zeit eluierten
dC (), dI (*), dG (*), dT (¥), dA (*) sowie die neue Modifikation (*); b) zugehoriges ESI-

Massenspektrum.

3.1.3 Schmelzkurvenexperimente

Zur Bestimmung der Stabilitdt imidazoliummodifizierter DNA sowie fiir Vergleiche vor und
nach Umsetzungen mit Metallsalzen wurden Schmelzkurvenexperimente durchgefiihrt. Dazu
wurden die komplementiren Stringe (3 uM) in Tris/NaCl Puffer (pH 7.4) gelost und langsam
auf 85 °C erwédrmt. Nachdem die Proben fiir etwa 10 min bei dieser Temperatur gehalten wur-
den, erfolgte langsames Abkiihlen iiber Nacht. Im Anschluss erfolgten mindestens sechs
Messungen der Absorption bei 260 nm sowie des Hintergrunds bei 320 nm wéhrend des Auf-
heizens sowie Abkiihlens. Ndhere Details zur Ermittlung der Schmelzpunkte sind im Experi-
mentalteil beschrieben. In Abb. 33 ist eine typische normierte Schmelzkurve von ODN1 und
ODN?2 gezeigt. Der Schmelzpunkt Ty, das heillit die Temperatur, bei der 50% des Duplex in

seine Einzelstringe dissoziiert ist, betrug unter den gegebenen Bedingungen 33.8 °C.

Zum Vergleich wurden Schmelzpunkte derselben Sequenz bestimmt, die anstelle der Mo-
difizierung ein dA—dT-Basenpaar aufwies. Ferner wurden Schmelzkurven von mismatch-
Paarungen bestimmt, bei denen sich jeweils eine natiirliche Base gegeniiber der Modifikation

befand. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 dargestellt.
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Abb. 33: Schmelzkurve der Imidazolium DNA; ODN1 und ODN2, 3 uM, 150 mM NaCl, 10 mM Tris

(pH 7.4).

Sequenzen (3" —5") Fehlpaarung Tm [°C] AT [°C]
TCACGTAGCAT - 51.3 -
AGTGCATCGTA
TCACGXAGCAT X-X 33.8 -17.5°
AGTGCXTCGTA
TCACGXAGCAT X-dA 30.6 -20.7%/-3.2°
AGTGCATCGTA
TCACGXAGCAT X-dC 29.4 —21.9%/—4.4°
AGTGCCTCGTA
TCACGXAGCAT X-dG 27.8 935"/ _6.0"
AGTGCGTCGTA
TCACGXAGCAT X-dT 27.1 049 /6.7
AGTGCTTCGTA

* AT bezogen auf die nichtmodifizierten Stringe mit dA—dT-Basenpaar; ° AT bezogen auf die modifizierten

Strange mit XX-Basenpaar. Die Abkiirzung X steht fiir die Imidazolium-Modifikation auf GNA-Basis.

Tab. 2: Ubersicht der ermittelten Schmelzpunkte.

Aus den ermittelten Daten ist ersichtlich, dass der Einbau der azyklischen Imidazolium-

modifikation zu einer deutlichen Destabilisierung der jeweiligen Duplex-Strukturen fiihrt.
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Schlegel konnte zeigen, dass bereits der Austausch von einem dT durch ein glycol-
modifiziertes T im Falle des (S)-Nukleosids zu einer Absenkung des T, um 13 °C fiihrte.” Im
Falle des (R)-Nukleotids wurde hingegen ein weniger starke Absenkung um 7 °C beobachtet.
Die in dem vorliegenden Fall etwas hoher gemessene Differenz kann zusétzlich durch negativ
wirkende, elektrostatische Wechselwirkungen beider gegeniibersitzender Modifikationen be-
griindet werden. Die gemessenen Werte der mismatch-Paarungen zeigten weitere Abnahmen

der Schmelztemperaturen von etwa 3 °C fiir dA und bis zu knapp 7 °C fiir dT.

3.1.4 Studien zum Komplexierungsverhalten

Zur Bildung des Metall-NHC-Basenpaares wurden die modifizierten Oligonukleotide
ODN1/ODN2 sowie das Nukleosid 30 mit basischen Silbersalzen in Wasser bzw. wéssrigem
gepuffertem Medium versetzt. In aller Regel wird zur Synthese von Silber-NHC-Komplexen
Ag,O eingesetzt, wobei diese Umsetzungen iiberwiegend in CH,Cl, stattfinden.” Es sind
jedoch in der Literatur wenige Umsetzungen entsprechender Azoliumsalze mit Ag,O in
Wasser beschrieben.!”’ Da Ag>0 in sdmtlichen Losemitteln praktisch unloslich ist, konnten
UV/Vis-Experimente mit ODN1/ODN2 sowie mit Verbindung 30 nicht wie iiblich — durch
Zugabe von wissrigen Losungen der jeweiligen Metallsalze — durchgefiihrt werden. Die Zu-
gabe von festem Ag,O hat jedoch zur Folge, dass einerseits stets sehr hohe Uberschiisse
zugegeben werden und auf der anderen Seite simtliche Experimente unter verschiedenen Be-

dingungen durchgefiihrt werden. Dies wird durch schwankende Einwaagen verursacht.

Um diese Problematik zu umgehen, wurde versucht, Ag,O in situ aus AgNO3; (5 mM in
Wasser) und KOH (10 mM in Wasser) herzustellen, wobei stets angenommen wurde, dass die
Verwendung von 2 eq AgNOs zur Bildung von 1 eq Ag,O fiihrte. Auf diese Weise sollten
verdiinnte Losungen von Ag,0 vorliegen, mit denen UV/Vis-Experimente durchgefiihrt wer-
den konnten. Dazu wurden ODN1/ODN?2 in gleicher Weise wie bei den Schmelzkurvenex-
perimenten hybridisiert und mit in situ erzeugtem, wissrigem Ag,0 versetzt. Die Mischungen
wurden abgedunkelt bei Temperaturen zwischen 25 °C und 50 °C geschiittelt. Die Reaktions-
zeiten betrugen bis zu 24 h. Experimente mit wissrigen Losungen von Verbindung 30 (0.2

mM) wurden analog durchgefiihrt. Die erhaltenen Spektren sind in Abb. 34 gezeigt.
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Abb. 34: Titrationsexperimente mit in sifu erzeugtem Ag,0O; a) Umsetzungen mit Verbindung 30; b)
Umsetzungen mit ODN1/ODN2 (3 uM, 150 mM NaCl, 10 mM Tris (pH 7.4)). Die Spektren wurden

unmittelbar nach Zusammengeben der Reagenzien bei Raumtemperatur aufgenommen.

Die Zugabe von Ag,0 fiihrte in beiden Fillen zu Prizipitationen. Dies kann zumindest im Fall
der Umsetzungen mit Verbindung 30 als Indiz fiir die Bildung eines Silber-NHC-Komplexes
verstanden werden. Kiirzlich wurde publiziert, dass Reaktionen von Cu,O in Wasser ent-

sprechende Kupfer-NHC-Komplexe lieferte, die ebenfalls prizipitierten.”

Neben UV/Vis-Messungen wurden auch ESI-MS-Messungen durchgefiihrt. Die Bildung eines
Silber-NHC-Basenpaares konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Nachfolgende Trans-
metallierungen mit Pd** fiihrten ebenfalls nicht zur Bildung des gewiinschten Metall-
Basenpaares. Hierbei wurden sowohl K,[PdCly] in Wasser als auch Pd(OAc), in CH;CN
(jeweils 1 mM) eingesetzt. Zur niheren Untersuchung, wie sich Silber- und Palladium-NHC-
Komplexe unter ESI-MS-Bedingungen verhalten, wurden die entsprechenden Verbindungen
synthetisiert. Dies erfolgte nach publizierten Methoden sowohl in Wasser als auch in CH,Cl,.
Als Vorstufen wurden samtliche im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Imidazolium- sowie
Thiazoliumsalze eingesetzt. Im Fall der Silber-NHC-Komplexe konnte jedoch ausschlielich
[Agl]™ nachgewiesen werden, das in NHC-Komplexen oftmals als Gegenion prisent ist.'**
Palladium-NHC-Komplexe konnten nicht nachgewiesen werden. Die Problematik einer teil-
weisen Instabilitdt diverser NHC-Komplexe unter ESI-MS-Bedingungen ist in der Literatur

beschrieben,135
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Zur Bildung von Silber-NHC-Komplexen konnen, wie bereits erwidhnt wurde (siehe 1.3.1)

neben Ag,O auch Ag,CO3 sowie AgOAc eingesetzt werden.

Experimente von ODN1/ODN2 mit Losungen beider Salze fiihrten jedoch ebenfalls nicht zur
Bildung des Metall-NHC-Basenpaares. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher keine wei-

teren Optimierungen zur Realisierung dieses Metall-Basenpaares unternommen.

3.2 Darstellung von imidazolium- und thiazoliummodifizierten Oligonukleotiden als

Vorstufen neuer DNA-Hybridkatalysatoren

Auf dem Weg zu neuen DNA-Hybridkatalysatoren auf NHC-Basis, wie in Abb. 35 schema-
tisch dargestellt ist, musste zunéchst iiberpriift werden, ob einfache bzw. doppelte postsyn-
thetische Modifizierungen von Oligonukleotiden mit Azoliumsalzen unter den Bedingungen

der Cu'-katalysierten Click Reaktion prinzipiell mdglich sind.

N=N J\
/ \
MNJ\N N
\—/
O = Ag*, Pd2+

Abb. 35: Schematische Darstellung eines NHC-Komplexes auf DNA-Basis. Gezeigt ist in diesem Fall

die entsprechende Komplexverbindung, die aus ODNS8 und Azoliumsalz 38 resultiert.

In Analogie dazu wurde ferner untersucht, ob die Modifizierung von Oligonukleotiden mit
Azoliumsalzen auch unter Verwendung von azidmodifizierter DNA und alkinmodifizierten
Azoliumsalzen moglich ist. Insgesamt wurden drei Azoliumsalze fiir die Click Chemie ausge-
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wihlt, die in Abb. 36 gezeigt sind. Die N-substituiertenVerbindungen 38 und 39 wurden aus-
gewihlt aufgrund einer deutlich vereinfachten Darstellbarkeit im Vergleich zu den C-substi-
tuierten Verbindungen, da sdmtliche Schritte, die in Zusammenhang mit Schiitzungen und
Entschiitzungen stehen, entfallen. Die gezeigte C-substituierte Thiazoliumverbindung 40 wur-
de aufgrund der kommerziellen Verfiigbarkeit der entsprechenden Vorstufe gewihlt. Ferner
stand eine Vorstufe dieser Verbindung, die fiir die Synthese von azidmodifiziertem Thiamin

(siehe 3.2.4.1) bendtigt wurde, bereits zur Verfiigung.

N

[N/? " [ - \
\ \

38 39 40

Abb. 36: Ausgewihlte Azoliumsalze 38, 39 und 40 zur postsynthetischen Modifizierung von Oligo-

nukleotiden via Cu'-katalysierter Click Chemie.

Da die entsprechenden Azidbausteine nicht kommerziell erhiltlich waren, mussten diese, wie
nachfolgend beschrieben, erst synthetisiert werden. Auf die Synthese von 40 wird in Ab-

schnitt 3.2.4.1.3 eingegangen.

3.2.1 Synthese der Imidazoliumsalze 38 und 39

Die Synthese von 1-(2-Azidoethyl)-3-methyl-1H-imidazoliumiodid 38 ist schematisch in Abb.
37 dargestellt. Die einfach durchzufiihrende dreistufige Synthese begann mit der Mesy-
lierung von 2-(1H-Imidazol-1-yl)ethanol 41, welches kéuflich erworben werden konnte.
Durch Deprotonierung mit NEt;, gefolgt von der Zugabe von Methansulfonsdurechlorid
konnte Verbindung 42 nach Riihren iiber Nacht bei Raumtemperatur und nach sdulenchro-
matographischer Aufreinigung in moderaten Ausbeuten erhalten werden. AnschlieBende
Substitution mit NaN3 in DMF lieferte — ebenfalls nach Riihren bei Raumtemperatur iiber
Nacht und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie — das Azid 43 in guten Ausbeuten.
Im letzten Schritt erfolgte eine N-Methylierung, die mit 10 eq CHsl in CH3CN durchgefiihrt

wurde. Uberschﬁssiges CH;I sowie Losemittel wurden nach der bewidhrten Methode durch
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Einleiten von N, iiber Nacht entfernt. Verbindung 38 konnte in quantitativer Ausbeute im

letzten Schritt erhalten werden.

N N N /.
o, o, o, D

- 2 ) T
OH OMs N3 N3
41 42 43 38

Abb. 37: Schematische Darstellung der Synthese von Verbindung 38. Reaktionsbedingungen: a) NEt;,
MsCl, CH,Cl,, 0 °C — RT, RT, 16 h, 53%; b) NaN;, DMF, RT, 22 h, 78%; c) CH;l, CH;CN, RT, 18

h, quantitativ.

Das fiir die Click Chemie mit azidmodifizierter DNA benoétigte Alkin 39 wurde in einer zwei-
stufigen Synthese erhalten (Abb. 38). Vereinfachend war, dass keine Aufreinigungen mittels
Sédulenchromatographie nétig waren. Die Synthese begann mit der — in der Literatur'*® be-
kannten — Einfithrung der Alkinkette durch Deprotonierung von Imidazol 34 mit nBuLi bei —
78 °C fiir 2 h, gefolgt von der Zugabe von Propargylbromid. Verbindung 44 konnte nach
Riihren iiber Nacht bei Raumtemperatur und Aufreinigung mittels Destillation unter vermin-
dertem Druck erhalten werden. Nach N-Methylierung unter Verwendung von CH3I in CH;CN

wurde das Imidazoliumsalz 39 als gelber Feststoff in nahezu quantitativer Ausbeute erhalten.

E>‘_’ [kr
\
34 44 39

Abb. 38: Schematische Darstellung der Synthese der Verbindung 39. Reaktionsbedingungen: a)
nBuLi, THF, —78 °C, 2 h, dann Propargylbromid, THF, —78 °C — RT, RT, 12 h, 67%; b) CHj;l,
CH;CN, RT, 17 h, 99%.
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3.2.2 Click Chemie von 38 und 40 mit Alkin-DNA sowie 39 mit Azid-DNA

Samtliche Click Experimente mit den Aziden 38 und 40 wurden mit Oligonukleotiden durch-
gefiihrt, welche freundlicherweise von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Carell zur Verfiigung

gestellt wurden und die folgende Sequenzen hatten:

ODN7: 3-GCG CTT ACX TGT CGC G-5°
ODNS: 3-GCG CTT ACX XGT CGC G-5°

Der Rest X bezeichnet 5-(Octa-1,7-diinyl)-5"-0-(4,4"-dimethoxytrityl)-3”-O-[(2-cyanoeth-
oxy)(diisopropylamino)-phosphino]-2"-desoxyuridin 45."

Die Durchfiihrung der Click-Experimente erfolgte unter den in der Arbeitsgruppe Carell eta-
blierten Bedingungen.” Wiissrige Losungen der Oligonukleotidle ODN7/ODNS wurden mit
200fachem Uberschuss der Azide 38 und 40 in DMSO (0.1 M) versetzt. Frisch hergestellte
Losungen von CuBr (0.1 M) sowie TBTA (0.1 M) in DMSO wurden vermischt und unmittel-
bar zugegeben. Die Reaktionsmischungen wurden bei Temperaturen von 30 °C bis 40 °C fiir
2 bis 4 h geschiittelt und fiir MALDI-TOF-Messungen iiber Millipore-Membranen entsalzt.
Alternativ wurden Ethanolfidllungen durchgefiihrt. Die erfolgreiche einfache Modifizierung
(ODN7) sowohl mit dem Imidazoliumsalz 38 als auch mit dem Thiazoliumsalz 40 ist anhand
der in Abb. 39 gezeigten Spektren deutlich zu erkennen. Im Fall der Imidazoliumverbindung
38 wurde auch unter verinderten Reaktionsbedingungen, wie Anheben der Aquivalente so-
wohl des Azids als auch von CuBr/TBTA um den Faktor 5, Erhohen der Reaktionszeit auf bis
zu 24 h sowie Erhohen der Temperatur auf bis zu 50 °C, kein vollstindiger Umsatz erreicht
(Abb. 39b). Die erfolgreiche einfache Modifizierung von ODN7 mit den Verbindungen 38
und 40 wurde durch enzymatischen Totalverdau sowie LC-ESI-MS bewiesen. Ebenso erfolg-

reich verlief die doppelte Modifizierung von ODNS.
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Abb. 39: MALDI-TOF-Spektren nach Click Chemie von ODN7. a) Verwendung von Verbindung 40
(ber. 5134, gef. 5133); b) Verwendung von Verbindung 38 (ber. 5103, gef. 5092; Startmaterial 4951)
sowie von ODNS. c) Verwendung von Verbindung 40 (ber. 5407, gef. 5406); d) Verwendung von
Verbindung 38 (ber. 5345, gef. 5348).

Versuche zur Modifizierung von Oligonukleotiden unter Verwendung von azidmodifizierter
DNA wurden erstmalig von Seo’”® beschrieben. Da die Versuche mit dem Alkin 39 in An-
lehnung an diese Arbeiten erfolgten, soll hier auf eine ausfiihrliche Beschreibung der zunéchst
notigen postsynthetische Einfiihrung der Azidfunktion am 5°-Ende der DNA verzichtet wer-
den. Auf die Synthese der DNA Stringe (ODN9) wird im Experimentalteil eingegangen. Die
Click-Experimente wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt, wie oben bereits
beschrieben. Sie waren ebenfalls erfolgreich, wie das MALDI-TOF-Spektrum in Abb. 40
zeigt. Weitere Versuche mit azidmodifizierter DNA wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht

mehr durchgefiihrt.
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Abb. 40: Die Click Reaktion von Azidmodifizierter DNA (ODN9) mit Verbindung 39 fiihrte ebenfalls

zum gewlinschten Produkt.

3.2.3 Experimente zur Darstellung von NHC-Komplexen auf DNA-Basis

Durch Umsetzungen der doppelt modifizierten Oligonukleotide mit basischen Silbersalzen
sowie etwaigen Transmetallierungen, beispielsweise mit Pd**, sollten NHC-Komplexe auf
DNA-Basis zuginglich sein. In Analogie zu den imidazoliummodifizierten Stringen
(ODN1/ODN2) wurde versucht, sowohl die thiazoliummodifizierte DNA als auch die imid-
azoliummodifizierte DNA Umsetzungen mit Ag,O in Wasser umzusetzen. Ag,O wurde dabei
in fester Form zugegeben. Die erfolgreiche Bildung der entsprechenden Silber-NHC-Kom-
plexe konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Verwendung von Ag,CO3; war ebenfalls
nicht erfolgreich. Auch durch nachfolgende Umsetzungen mit K,[PdCl] konnten keine ent-
sprechenden NHC-Komplexe nachgewiesen werden. Aufgrund der bereits beschriebenen
Problematik der Darstellung von NHC-Komplexen in Wasser sowie deren Stabilitdt unter
ESI-MS-Bedingungen wurden im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Versuche zur Dar-

stellung von NHC-Komplexen in DNA-Stringen durchgefiihrt.
3.2.4 Entwicklung eines neuen DNA-Hybridkatalysators auf Thiamin-Basis
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachfolgend versucht, DNA-Hybridkatalysatoren auf Thia-

min-Basis — eine natiirliche N(S)HC Vorstufe — via Cu' katalysierter Click Chemie zu ent-

wickeln.
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3.2.4.1 Synthese von Thiamin Azid 46
3.2.4.1.1 Retrosynthetische Uberlegungen
Da eine direkte Umsetzung von kommerziellem Thiamin mit NaNj iiber das entsprechende

Tosylat nicht zum Azid 46 fiihrte, wurde eine Totalsynthese durchgefiihrt. Abb. 41 zeigt die

dazugehorigen retrosynthetischen Uberlegungen.

NH Br-
2 HBr
=N
+/\ NH N S
N X N~= S 2 —
)l\N/ ~ — N|)j/\8r+
)\N/
N3

N3
46 47 48
NH, OH o)
NH
N B —= N7y COEt — EtO oet + J
)I\ Z /l Z NHz
N N H”~0
47 53 49 52
2\ =
NZ g N Ng
—
N3 OH
48 56

Abb. 41: Retrosynthetische Uberlegungen zur Darstellung Thiamin Azid 46.

Die Zielverbindung 46 besteht aus einem Pyrimidin-Derivat 47 sowie einem Thiazol-Derivat
48. Durch Kondensation des Diketons 49 — erhiltlich aus Ethylformiat 50 und Ethylacrylat 51
— mit Acetamidin Hydrochlorid 52 sollte das Pyrimidin-Derivat 53 erhalten werden. Dieser
Alkohol sollte in drei weiteren Schritten iiber das entsprechende Chlorid 54 zum Amin 55
umgesetzt werden und schlielich zu Verbindung 47 reagieren. Letztlich sollte eine Sy2 Reak-
tion von 47 mit 48 zum Thiamin Azid 46 fiihren. Die benétigte Thiazolverbindung 48 sollte

aus dem entsprechenden Alkohol 56 erhalten werden, der kommerziell erhiltlich ist. Mesy-
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lierung von 56 sollte zur Verbindung 57 fiihren, welche im letzten Schritt in Gegenwart von

NaNj3 zum Azid 48 umgesetzt werden sollte.

3.2.4.1.2 Synthese des Pyrimidin-Derivats 47

Das Pyrimidin-Derivat 47 konnte in einer vierstufigen Synthese in guten Ausbeuten erhalten

werden (Abb. 42).

NH
r 7 HZNJ\H
o} 52 OH
e e a) b)
\)J\ + )J\ —— |EtO OEt| —— N™X OEt
OEt H”™ "OEt )I\ _
H” S0 N
51 50 - 49 - 53
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c) d) e)
—>N|\ OEt—»Nl\ OEt—>N|\ Br
)\N/ )\N/ )\N/ HBr
54 55 47

Abb. 42: Schematische Darstellung der Synthese des Pyrimidin-Derivats 47. Reaktionsbedingungen: a)
+ b) NaOEt, Acetamidin-HCI 52, Petrolatum, O °C, 24 h, 6% (2 Stufen); ¢) POCls, 78 °C, 3h, 87%; c)
NH; (7 M in CH;0H), 24 h, 140 °C, 88%; d) HBr (33% in HOAc), 3 h, 100 °C, 86%.

Lediglich der erste Schritt der Synthese, der Aufbau des Pyrimidin-Rings, verlief in geringen
Ausbeuten. In diesem wurde zunichst das Diketon 49, ausgehend von Ameisensidureethyl-
ester 50, Ethylacrylat 51 sowie Ethanolat gebildet, welches mit Acetamidin Hydrochlorid 52
tiber Nacht bei 0 °C zum Alkohol 53 kondensiert wurde. Da Ausbeuten von unter 10% er-
halten wurden, wurden die Ansitze entsprechend vergroflert, um ausreichende Mengen fiir
weitere Umsetzungen zu erhalten.

Ein moglicher Reaktionsmechanismus ist in Abb. 43 gezeigt. Ausgehend vom Michael-Sys-
tem 51, das von Ethanolat angegriffen wird, wird ein Nukleophil generiert, das 52 angreift
und nach Eliminierung von Ethanolat zu 49 fiihrt. Dieses fiihrt nach Protonierung und nukleo-

philem Angriff von Acetamidin Hydrochlorid 52 tiber mehrere Schritte zu 53.
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Abb. 43: Moglicher Reaktionsmechanismus zur Bildung von 53.

Der erhaltene Pyrimidin-Alkohol 53 wurde im Anschluss mit POCI; in das entsprechende
Chlorid 54 tiberfiihrt, das mit Ammoniak in Methanol zum Amin 55 umgesetzt wurde. Beide
Verbindungen (54 und 55) konnten nach Ausféllen mit Ether und ohne weitere Reinigungs-
schritte in Ausbeuten von mehr als 80% jeweils als kristalline Feststoffe erhalten werden. In
einer folgenden Sy2 Reaktion von 55 mit HBr in Eisessig konnte das Hydrobromid von 47 —
ebenfalls in guten Ausbeuten — durch Prizipitation mit Ether als kristalliner Feststoff isoliert

werden.

3.2.4.1.3 Synthese des Thiazol-Derivats 48

Das Thiazol-Derivat 48, das sowohl fiir die Synthese von 46 als auch zur Umsetzung zu 40
bendtigt wurde, konnte in einer zweistufigen Synthese erhalten werden (Abb. 44). Ausgehend
von dem kommerziell erhéltlichen Alkohol 56 wurde zunichst eine Mesylierung und im An-
schluss eine nukleophile Substitution mit Azid durchgefiihrt, wodurch 48 erhalten wurde.
Beide Verbindungen 57 und 48 konnten jeweils nach Aufreinigung mittels Sdulenchromato-

graphie in guten Ausbeuten erhalten werden.
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Abb. 44: Schematische Darstellung der Synthese von 48. Reaktionsbedingungen: a) NEt;, MsCl,
CH,Cl,, 0 °C — RT, RT, 24 h, 49%; b) NaN3;, DMF, RT, 24 h, 92%.

Das fiir die Click Chemie bendotigte Thiazoliumsalz 40 wurde durch Umsetzen von 48 mit
CHj;I in CH3CN erhalten (ohne Abb). Nach Entfernen von iiberschiissigem CH3I sowie Lose-

mittel im N,-Strom iiber Nacht blieb das Thiazoliumsalz 40 als farbloser Feststoff.

3.2.4.1.4 Synthese der Zielverbindung 46

Der letzte Syntheseschritt war die in Abb. 45 gezeigte Sy2 Reaktion des Hydrobromids 47 mit
5-(2-Azidoethyl)-4-methylthiazol 48. Nach 15miniitigem Riihren des Reaktionsgemisches in
nBuOH unter Riickfluss und anschlieBender Fillung mit EtOH konnte das Hydrobromid von
azidmodifiziertem Thiamin 46 als kristalliner Feststoff in sehr hoher Reinheit, jedoch mit

miBiger Ausbeute erhalten werden.

Br-

NH AN NEQN

N, 2 N N s

S a | —
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N )\N/ HBr HBr
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48 47 46

Abb. 45: Darstellung von 46. Reaktionsbedingungen: a) nBuOH, 20 min, RF, 43%.
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3.2.4.2 Click-Experimente

Click-Experimente wurden mit ODN7 analog der bereits beschriebenen Verfahrensweise
durchgefiihrt. Anhand dem in Abb. 46 gezeigten MALDI-TOF-Spektrum ist die erfolgreiche
und bislang nicht beschriebene Modifizierung eines Oligonukleotids mit Thiamin ersichtlich.
Neben der prinzipiellen Verwendung eines solchen Hybrid-Molekiils als Katalysator, z.B. fiir
Stetter-Reaktionen, erméglicht das Molekiil 46 dariiberhinaus die Koordination verschiedener
Metallionen. So ist einerseits die Bildung von entsprechenden N(S)HC-Komplexen denkbar,
andererseits konnen auch an anderen Stellen Metallionen koordinieren.'” Im Rahmen dieser

Arbeit wurden jedoch aus Zeitgriinden diesbeziiglich keine weiteren Experimente durchge-
fiihrt.

500
5242
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300+

2004

Intensitéat [a.u.]
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T T T 1
2000 4000 6000 8000 10000
m/z

Abb. 46: MALDI-TOF-Spektrum von ODN7 nach Click-Reaktion mit Verbindung 46 (ber. 5241).
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3.3 Entwicklung eines schwefelhaltigen Metall-Basenpaars

3.3.1 Versuche zur postsynthetitschen Darstellung von dithiocarbamat-

modifizierten Oligonukleotiden

Grundsitzlich sind Dithiocarbamate (DTC) zugédnglich, indem Amine in basischem Medium
mit CS, umgesetzt werden. Gemél diesem Prinzip wurde in Zusammenarbeit mit C. Kaul ver-
sucht, aminmodifizierte Oligonukleotide zu synthetisieren, um diese im Anschluss postsyn-
thetisch mit CS, zu einem Dithiocarbamat zu modifizieren, um nach Zugabe diverser
Metallionen, z.B. Pd**, Pt* oder Au** — wie in Abb. 47 veranschaulicht — sollten die jeweili-
gen Metall-Basenpaare erhalten werden. In der Literatur sind zahlreiche Komplexverbin-
dungen dieser sowie anderer Metallionen mit DTC-Liganden beschrieben, die sowohl in orga-

nischen Losemitteln als auch in Wasser erfolgreich synthetisiert werden konnten.

o e S .
¥ , ;
NH, . ° HNJ\S‘ Q © S____S
ase
o5, b - @HS/O\SHH
2 0 e

O = Pd?", Pt2*, Au®",...

2,
)

@)
.

Abb. 47: Schematische Darstellung der Bildung eines Metall-DTC-Basenpaares.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl aminmodifizierte Oligonukleotide auf GNA-Basis
als auch Oligonukleotide mit einem wie in Abb. 47 gezeigten carbozyklischem Riickgrat auf
deren Verhalten gegeniiber CS, nidher untersucht. Die Darstellung der Amino-DNA mit
carbozyklischem Riickgrat wurde bereits beschrieben.'*’ Auf die Synthese aminmodifizierter
DNA-Stringe mit GNA-Riickgrat wird im Experimentalteil eingegangen.

Zunichst erfolgten Umsetzungen mit CS,, welche in Anlehnung an Arbeiten von Liu'"’
durchgefiihrt wurden. Die Arbeitsgruppe benutzte endstindig aminmodifizierte Tjs-mere, um
durch Reaktion mit CS, in wissrigem Borat-Puffer bei pH 9 dithiocarbamatmodifizierte

Oligonukleotide zu erhalten. Beziiglich dieser Thematik stellte dies bis dato die einzige Ver-
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offentlichung dar. Die Bildung des Dithiocarbamats wurde durch Komplexierung von Cu*'-

Ionen mittels UV/Vis-Spektroskopie nachgewiesen.

Im Gegensatz zu den publizierten Ergebnissen konnte jedoch die Bildung eines Dithiocar-
bamats unter verschieden Bedingungen'** weder mittels UV/Vis-Spektroskopie noch mit ESI-
MS zweifelsfrei nachgewiesen werden. AnschlieBende Umsetzungen mit Cu**-Ionen waren
ebenfalls nicht erfolgreich. Experimente mit zuvor hybridisierten, aminmodifizierten Oligo-
nukleotiden, die zunichst mit CS, und anschliefend mit Cu**-Ionen umgesetzt wurden,

fiihrten ebenfalls nicht zu einem Metall-DTC-Basenpaar.

Es wurde daher untersucht, ob die Realisierung dhnlicher schwefelhaltiger Metall-Basen-
paare durch Einbau geeigneter Ligandoside moglich ist. Dithiocarbamatsalze sind in diesem
Fall nicht geeignet, da sie nicht mit der DNA-Synthesechemie kompatibel sind. Es wurde
daher die sehr dhnliche Verbindungsklasse der S-Alkyl-dithiocarbamate gewihlt, wobei hin-
sichtlich sterischer Uberlegungen S-Methyl-dithiocarbamate (MDTC) am geeignetsten er-
schienen. Im folgenden Abschnitt wird auf die Entwicklung eines Metall-MDTC-Basenpaares

niher eingegangen.

3.3.2 Entwicklung eines Metall S-Methyl-dithiocarbamat (MDTC) Basenpaares

3.3.2.1 Uberlegungen zur Synthese von S-Methyl-dithiocarbamatmodifizierter DNA

Auf dem Weg zu dem neuen schwefelhaltigen Metall-Basenpaar wurde ein geeignetes Li-

gandosid wie 58 benotigt. Die Struktur der dazu gewihlten Verbindung ist in Abb. 48 ge-

zeigt.

HO L

HN™ "SMe

OH

58

Abb. 48: Schwefelhaltiges Ligandosid 58 zur Komplexierung weicher Metallionen.
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Dieses sollte ein carbozyklisches Riickgrad besitzen, da in der Arbeitsgruppe Carell bereits
eine etablierte Synthese zum dafiir bendtigten Amin 59 entwickelt worden war und dieses
somit leicht zugidnglich war. Aus retrosynthetischer Perspektive sind hierbei mehrere Mog-

lichkeiten denkbar. Eine sinnvolle Synthesestrategie ist in Abb. 49 gezeigt.

Diese Synthesestrategie beginnt, ausgehend von (1R,45)-2-Azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on
60, mit der Herstellung des N-Boc-geschiitzten Amins 61. Dies kann in einer fiinfstufigen
Synthese, die im Arbeitskreis von Carell'® bereits etabliert war, leicht erhalten werden. Nach
Entschiitzung zum freien Amin 59 folgt die Umsetzung zum S-Methyl-dithiocarbamat 58, die
als Schlusselschritt betrachtet werden kann. Dies ist sowohl durch Reaktion mit CS, zum
Dithiocarbamatsalz, gefolgt von S-Methylierung, als auch durch Verwendung von thiocar-
bonyliibertragenden Reagenzien moglich. Da in simtliche Uberlegungen miteinbezogen wer-
den muss, dass 59 sehr empfindlich gegeniiber Sauerstoff ist und bei dessen Verwendung
daher alle Reagenzien entgast werden miissen, ist die Variante mit den ohnehin sehr toxischen
Fliissigkeiten CS, und CHsl nicht unbedingt zu empfehlen. Durch Einfithrung der DMTr-
Gruppe in 57-Position sollte Verbindung 62 erhalten werden, die im letzten Schritt zum Phos-

phoramidit 63 umgesetzt werden sollte.

S
DMTIO_ LSMe s s
DMTrO HNJ\SMe HO HNJ\SMe
p— p—
O\P/N("Pr)z
(|) OH OH
NG~ >
63 62 58
H H
© NH, © NHBoc o
58 —— p— — >—
HN
OH OH
59 61 60

Abb. 49: Retrosynthetische Analyse des Phosphoramidits 63 fiir die DNA-Festphasensynthese.
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Eine weitere Moglichkeit, das Phosphoramidit 63 zu erhalten, zeigt Abb. 50. Grundlegender
Unterschied zur vorangegangenen Strategie ist die vorgezogene Einfiihrung der DMTr-
Gruppe in der 5°-Position des carbozyklischen Riickgrats. Das durch Entschiitzung von 61 mit
Trifluoressigsidure erhaltene Amin 59, das zunidchst als TFA-Salz vorliegen sollte, kann an-
stelle der Reaktion zum S-Methyl-dithiocarbamat nach vorangegangener Behandlung mit
Base (NEt3;) mit einer basenlabilen Schutzgruppe, z.B. Trifluoracetat, versehen werden und
somit in Verbindung 64 iiberfiihrt werden. Im Anschluss kann die DMTr-Gruppe eingefiihrt
und die erhaltene in 5’-Position DMTr-geschiitzte Verbindung 65 zum freien Amin 66 umge-
setzt werden. Im Anschluss konnte die Umsetzung zum 5°-DMTr-geschiitzten S-Methyl-
dithiocarbamat 62 erfolgen, die analog den oben genannten Bedingungen durchgefiihrt wer-

den kann. Im letzten Schritt sollte die Umsetzung zum Phosphoramidit 63 erfolgen.

S
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DMTrO_ L Mo )
p— p—
i
O\FI,/N( Pr), iy OH
O
N
63 62 66

DMTrO 'S

(0]
HO
HO NHB
HN" “CF, HNJ\CF3 oc
p— —1
OH
OH

OH
65 64 61

Abb. 50: Retrosynthetische Analyse des Phosphoramidits 63 fiir die DNA-Festphasensynthese mit ge-

dnderter Schutzgruppenchemie.
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3.3.3 Synthese des Phosphoramidits 63 fiir die DNA-Synthese

3.3.3.1 Synthese des S-Methyl-ditiocarbamats 58

Das Diol 58 ist eine wichtige Zwischenstufe. Es dient als Vorstufe zur Synthese des Phos-
phoramidits 63, kann aber auch als Ligand fiir Komplexierungsstudien eingesetzt werden.
Ferner wird diese Verbindung zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten im Rahmen der
Konzentrationsbestimmung der modifizierten Oligonukleotide bendtigt. Entsprechend der
oben erlduterten, ersten Synthesestrategie konnte 58, wie in Abb. 51 gezeigt ist, dargestellt

werden.

Die fiinfstufige Synthese des N-Boc-geschiitzten Cyclopentylamins 61 erfolgte in Anlehnung
an M. Ober. Startmaterial war kommerziell erhiltliches, enantiomerenreines (1R,4.5)-2-Azabi-
cyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on 60 das unter Verwendung von Boc,0 sowie katalytischen Mengen

DMAP zunichst am Stickstoff geschiitzt wurde was zu Verbindung 67 fiihrte.

o NHBoc
> _>
HN BocN BocN

60 67 68 69
TBSO  NHBoc NHBoc
o R T HN
70 61 58

Abb. 51: Schematische Darstellung der Synthese des S-Methyl-dithiocarbamats 58. Reaktionsbeding-
ungen a) Boc,O, DMAP, THF, RT, 3 h, 97%; b) mCPBA, CH,Cl,, RT, 22 h, 75%; c) NaBH,, MeOH,
0 °C, 1 h, 90%; d) TBDMSCI, Imidazol, DMF, RT, 4 h, 86%; e) Red-Al, Toluol, RT, 3 h, 64%; f)
H,O, 100 °C, 12 h; dann 1-(Methyldithiocarbonyl)imidazol 72, EtOH, 80 °C, 3 h, 65% (2 Stufen).

Anschlieende Epoxidierung mit mCPBA lieferte nach 22stiindigem Riihren bei Raum-
temperatur das exo-Produkt 68. Die etwas geringeren Ausbeuten von 75% konnen hierbei auf

die mittels Extraktion erreichte, aufwendige Abtrennung des Produkts von iiberschiissigem
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mCPBA sowie 3-Chlorbenzoesdure, das als Nebenprodukt gebildet wird, zuriickgefiihrt
werden. Durch Reaktion mit NaBH,4 in Methanol wurde Verbindung 70 erhalten, die durch
nachfolgende Schiitzung des priméiren Alkohols mit TBSCI und Imidazol in DMF nach vier-
stiindigem Riihren bei Raumtemperatur Verbindung 71 lieferte, welche nach sidulenchromato-
graphischer Aufreinigung stets in guten Ausbeuten erhalten wurde. Die Einfithrung der TBS-
Gruppe stand mit der abschlieBenden Offnung des Epoxids in direktem Zusammenhang, die
unter Verwendung von Red-AlI® in Toluol durchgefiihrt wurde. Durch die sperrige Schutz-
gruppe erfolgte eine Koordination des Aluminiums an den Carbonyl-Sauerstoff der Schutz-
gruppe am Stickstoff. Damit einhergehend erfolgt eine regioselektive Hydridiibertragung, die
zu dem sekundiren Alkohol an der 3”-Position fiihrt. Da bei der Offnung des Epoxids auch
die TBS-Schutzgruppe entfernt wurde, konnte Verbindung 61 nach Extraktion und mehr-
maligem Waschen mit Isohexan in sehr reiner Form isoliert werden. Zur weiteren Umsetzung
war eine Entschiitzung des Stickstoffs notig, die thermisch erfolgte. Nach 12stiindigem
Riihren einer Suspension von 61 in entgastem Wasser wurde das freie Amin 59 erhalten, das
sehr empfindlich gegeniiber Sauerstoff ist und nach Trocknung in vacuo unmittelbar weiter
zum S-Methyl-dithiocarbamat 58 umgesetzt wurde (Abb. 49). Diese Umsetzung erfolgte auf
zweierlei Wegen. Einerseits konnte das N-Boc-geschiitzte Amin 61 in einer Eintopfreaktion
durch Zugabe von TFA, NEt; und CS; zum Dithiocarbamatsalz 71 umgesetzt werden, das
durch Verwendung von CHjsl unmittelbar im Anschluss am Schwefel methyliert wurde und
somit 58 lieferte (Abb. 52, c und d). Es gelang aber auch die Synthese von S-Methyl-dithio-
carbamat 58, indem das Amin mit 1-(Methyldithiocarbonyl)-imidazol 72 umgesetzt wurde

(Abb.52,b).
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Abb. 52: Schliisselschritt der Synthese des S-Methyl-dithiocarbamats 58. Reaktionsbedingungen a)
H,0, 100 °C, 12 h; b) 1-(Methyldithiocarbonyl)imidazol 72, EtOH, 80 °C, 3 h, 73% (2 Stufen); c)
NEt;, CS,, EtOH, 0 °C — RT, RT, 90 min; d) CH;I, H,0, 0 °C — RT, RT, 3 d, 62%.

Obgleich beide Wege zum gewiinschten Produkt 58 fiihrten, ist die letztgenannte Variante zu
bevorzugen. Dies liegt an der Tatsache, dass bei Verwendung von 72, das kommerziell erhilt-
lich ist, auf die sehr toxischen Reagenzien CS, und CHj3l, die zudem vorher zu entgasen sind,
verzichtet werden kann. Dariiberhinaus sind die Reaktionszeiten kiirzer und die Ausbeuten
hoher. Das jedoch wichtigste Argument gegen die Synthesewege c¢) und d) ist dessen mangel-
hafte Reproduzierbarkeit. Im Gegensatz dazu fiihrte ausnahmslose jede Umsetzung von 61
mit dem Transferreagenz 72, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, zu Verbin-

dung 58.

BC-NMR-Spektren von Verbindung 58 in CDCl; zeigten zwei stark tieffeldverschobene Sig-
nale im Bereich um 200 ppm sowie zwei SCH3-Signale, die bei hoherem Feld bei etwa 20
ppm auftraten. Alle librigen C-Atome traten ebenfalls doppelt auf. Dies ist erklidrbar durch das
Vorliegen zweier Rotamere (Abb. 53). Die am Schwefel gebundene Methylgruppe kann cis

oder trans zur Thiocarbonylgruppe angeordnet sein.
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Abb. 53: Rotamere des Liganden 58.

Studien von Devi'” zum Konformationsverhalten sekundirer Dithioester zeigten, dass in
Losung iiberwiegend das cis-Konformer vorliegt, wie dies auch bei Thiocarbonaten'** sowie
sekundiren Carbamaten'® der Fall ist. Auch primire O-Methyl-Thiocarbamate'*® und S-
Methyl-carbamate'*” liegen in Losung bevorzugt in der cis-Form vor. Ursache dafiir kann eine
sterische Hinderung der trans angeordneten Methylgruppe sein. Denkbar ist auch eine auf-
tretende Stabilisierung, die durch intermolekulare S-H-N-Wasserstoff Briickenbindungen her-
vorgerufen wird. Im festen Zustand wird bei den genannten Verbindungsklassen hingegen die
trans-Form gefunden. Primére Dithioester liegen in Losung ebenfalls bevorzugt in der trans-
Form vor, was auf giinstige Dipolwechselwirkungen zuriickgefiihrt wird. Ferner kommt es
aufgrund ungiinstiger Wechselwirkungen der freien Elektronenpaare sowohl vom Stickstoff

als auch vom Methyl-gebundenen Schwefel zu einer Destabilisierung der cis-Form.'*®

Durch temperaturabhingige 'H-NMR-Experimente (Abb. 54) konnten durch Integration der
jeweiligen Signale der SCHj-Protonen, welche im Bereich 2.50-2.60 ppm auftraten, die
Verhiltnisse beider Isomere bei verschiedenen Temperaturen ermittelt werden. Eine einheit-
liche Anderung konnte dabei nicht beobachtet werden, die cis/trans Verhiltnisse betrugen
etwa 1:3. Lediglich bei —40 °C (Spektrum 1) wurden Verhiltnisse von etwa 1:2 gefunden. Bei
+40 °C (Spektrum 9) konnten keine Verhéltnisse mehr bestimmt werden, die Signale koales-
zierten. Die Rotationsbarriere betrédgt bei 313.1 K 66.1 kJ/mol (15.8 kcal/mol). Die Rotations-
barriere um die Thioamid-Bindung konnte nicht bestimmt werden, da auch bei 313.1 K keine

Koaleszenz der NH-Protonen beobachtet werden konnte.
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Abb. 54: Temperaturabhiingige 'H-NMR Experimente (—40 °C bis +40 °C, 400 MHz, CDCl;) zur Be-
stimmung der jeweiligen cis/trans Verhiltnisse des Liganden 58. Spektrum 1 wurde bei —40 °C auf-

genommen, Spektrum 9 bei +40 °C.

3.3.3.2 Synthese des Phosphoramidits 63

Zur Synthese des Phosphoramidits 63 waren, wie in Abb. 55 gezeigt, zwei weitere Schritte
notig. Ausgehend vom Diol 58 erfolgte zunéchst die Einfithrung der DMTr-Schutzgruppe an
der 57-Position, die zu Verbindung 62 fiihrte. Dies geschah durch Umsetzung mit einem ge-
ringen Uberschuss von 1.1 eq an DMT1Cl in Pyridin. Reaktionszeiten von 2 Stunden haben
sich hierbei als durchaus ausreichend erwiesen. Der letzte Schritt der neunstufigen Synthese
konnte unter Verwendung von Hiinig-Base sowie CEDCI in CH,Cl, erfolgreich durchgefiihrt
werden. Verbindung 63, die fiir die DNA-Synthese benotigt wurde, wurde nach 45miniitigem
Riihren bei Raumtemperatur, gefolgt von der Aufreinigung durch Abtrennen der Verunreini-
gungen durch Féllung mit EtOAc und Filtration iiber eine GHP-Membran in Ausbeuten um

die 50% erhalten.
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Abb. 55: Synthese des Phosphoramidits 63. Reaktionsbedingungen: a) DMTrCl, Pyridin, RT, 2 h,
70%; b) CEDCI, Hiinig-Base, CH,Cl,, RT, 45 min, 52%.

3.3.3.3 Alternative Syntheseroute zu 62

Im Rahmen dieser Arbeit konnte — wie bei den retrosynthetischen Uberlegungen aufgefiihrt —
eine zusitzliche Synthesevariante ausgearbeitet werden (Abb. 56), um zu Verbindung 62, der

Vorstufe des Phosphoramidit 63, zu gelangen.

Ausgehend vom Diol 61 erfolgte zunichst die Entfernung der N-Boc-Schutzgruppe mit TFA
in Wasser, unmittelbar gefolgt von der Einfithrung einer basenlabilen Schutzgruppe. Dieses
wurde durch Zugabe eines hohen Uberschusses an NEt; und Trifluoressigsiureethylester
erreicht. Mit der N-Trifluoracetat-geschiitzten Verbindung 64 wurde sichergestellt, dass ein
freies Amin erzeugt werden kann, ohne dass die DMTr-Schutzgruppe entfernt wird. 64 wurde
durch Veretherung der 5°-Position mit DMTrCI in Pyridin zu 65 umgesetzt. Diese Verbin-
dung konnte nach sdulenchromatographischer Aufreinigung in einer Ausbeute von 41% {iiber
drei Stufen erhalten werden. Im Anschluss erfolgte die Entfernung der Amino-Schutzgruppe
mit NaOH in einem Losemittelgemisch aus H,O und EtOH zu 66 und — aufgrund vermuteter
hoher Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff — unmittelbare Umsetzung mit NEt; und CS; zu
dem entsprechenden Ditiocarbamatsalz, gefolgt von S-Methylierung mit CH3I zum S-Methyl-
dithiocarbamat 62. Auf diese Weise konnte die Verbindung 62 nach Sidulenchromatographie

mit einer Ausbeute von 33% itiber drei Stufen isoliert werden.
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Abb. 56: Syntheseschema fiir Verbindung 62. Reaktionsbedingungen: a) TFA (95% in H,0), RT, 30
min; b) NEt;, TFAOEt, DMF, RT, 22 h; ¢) DMTrCl, Pyridin, RT, 3 h, 41% (3 Stufen); d) NaOH (1 N
in H,O/EtOH), RT, 12 h; e) NEt;, CS,, RT, 90 min; dann CH;I, H,O, RT, 20 h, 33% (3 Stufen).

Hier ist jedoch zu erwédhnen, dass diese Syntheseroute nur einmal durchgefiihrt wurde und
somit weder optimiert noch auf deren Reproduzierbarkeit hin griindlich untersucht wurde. Die

Umsetzung zum Phosphoramidit 63 wurde nicht mehr durchgefiihrt.

Interessant ist die Tatsache, dass das 5-DMTr-geschiitzte freie Amin 66, das als gelber Fest-
stoff isoliert werden konnte, gegeniiber Sauerstoff sehr stabil ist und sich auch nach mehreren
Monaten an der Luft nicht zersetzte. Dies kann in Uberlegungen beziiglich kiinftiger Syn-

thesestrategien, die carbozyklische Nukleoside betreffen, miteinbezogen werden.

3.3.4 Komplexierungsverhalten des S-Methyl-dithiocarbamats 58

Das S-Methyl-dithiocarbamat 58 wurde im Rahmen dieser Arbeit ndher auf dessen Verhalten
gegeniiber verschiedenen weichen Metallionen untersucht. Von besonderem Interesse war
hierbei, ob Komplexierungen unter DNA-kompatiblen Bedingungen, das heisst in Wasser so-
wie in wissrigem Medium durchgefiihrt werden konnen. Ferner wurde untersucht, ob sich die
erhaltenen Komplexverbindungen auch mit DNA-kompatiblen Analysemethoden — insbeson-

dere UV/Vis-Spektroskopie sowie ESI-MS — nachweisen lassen.
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3.3.4.1 Verhalten gegeniiber Ag*-Ionen

Erste Titrationsexperimente wurden mit Ag'-lonen (Abb. 57) durchgefiihrt. Dazu wurden
Losungen von 58 in Wasser (0.1 mM) mit wissrigen AgNOs-Losungen (0.01 M) in Schritten
von 0.1 eq (Ag'/58) versetzt. Die erhaltenen UV/Vis-Spektren zeigten bereits nach Zugabe
von 0.1 eq Ag” stets eine Abnahme der Absorption des freien Liganden bei 270 nm. Es wurde
das Auftreten einer Schulter bei 400 nm beobachtet, einhergehend mit einer hypsochromen
Verschiebung nach 250 nm. Die erhaltenen UV/Vis-Spektren zeigten jedoch nicht die Bil-
dung einer 1:2 Spezies vom Typs [Ag(MDTC),]" 73, wie erwartet wurde.

Aus diesem Grund wurde die Komplexverbindung 73 durch Zusammengeben von Ligand 58
und AgNOs im Verhiltnis 2:1 synthetisiert und ndher untersucht. Die Synthese gelang sowohl
in Wasser als auch in Ethanol. Es bildete sich unmittelbar nach Zugabe von AgNO; zu 58 ein
schwarzes Prizipitat, das abzentrifugiert, mehrmals mit Ethanol und Ether gewaschen und
unter Ausschluf3 von Licht in vacuo getrocknet wurde. Zur genaueren Bestimmung der Bin-
dungsverhiltnisse in 73, die nach der Methode von Bonati und Ugo'® erfolgte, wurden IR-

Spektren aufgenommen (Abb. 58).
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Abb. 57: Titration von 58 (0.1 mM in Wasser) mit Ag" in Schritten von 0.1 eq. Inset: Auftragung der

Absorption bei 400 nm gegen die Aquivalente an Ag".
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Wihrend die Schwingungsbanden im Bereich von 2000 bis 4000 cm™' nach der Komplexier-
ung unverindert blieben, wurden geringfiigige Anderungen im Bereich 1500 cm™ beobach-
tet. Die Schwingung der komplexierten Verbindung (1530 cm™") ist im Gegensatz zum Ligan-
den (1510 cm™) zu etwas hoherer Energie verschoben. In dem IR-Spektrum ist ferner eine
ausschlieBlich in der komplexierten Verbindung auftretende Schwingung bei 1620 cm™ er-

kennbar, die dem als Gegenion vorliegenden NO3;~ Anion zugeordnet werden kann.

a) b)
——— Ag' Komplex
0.95] —— Ligand
0,901 0,9
0,85
0,80 0,8
0,754
T[%] 0,70 T[%]o,74
0,65
0,60 0,6
0,55
0,50 0,5
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wellenzahl [cm™] Wellenzahl [cm ]

Abb. 58: IR-Spektren (ATR) von 58 vor und nach Umsetzung mit AgNO;. a) Wellenzahlenbereich
4000 bis 800 cm™'; b) Wellenzahlenbereich 1800 bis 600 cm ™.

Diese — in der Literatur bekannte Verschiebung schwefelhaltiger Komplexverbindungen — ist
auf die Koordination von Silber am Schwefel und der damit verbundenen Erhohung des C-N-

Doppelbindungscharakters, entsprechend der in Abb. 59 gezeigten Resonanzform 58c, zu-

riickzufiihren.
s s 5
HO HO HO
HNJ\SCH3 j Hltl)\SCHs HN/gs?:H3
- -
OH OH OH
58 58¢ 58d

Abb. 59: Resonanzformen des Ligandosids 58.
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Untersuchungen des Koordinationsverhaltens des Liganden gegeniiber Ag™-Ionen wurden fer-
ner mittels 'H-NMR-Spektroskopie in D,O durchgefiihrt. Durch schrittweise Zugabe von
AgNO; und unmittelbarer Messung konnte das in Abb. 60 gezeigte Spektrum erhalten wer-

den.

Blank
——0.1eqAg’
——0.2eqAg’
——0.3eqAg'
0.4eqAg’
——0.5eqAg’

Abb. 60: "H NMR (200 MHz) spektroskopische Untersuchung der Titration von 58 in D,O mit Ag" in

Schritten von 0.1 eq.

Es wurde eine deutliche Tieffeldverschiebung der SCH;3-Signale beobachtet, die auf eine
durch Koordinination von Ag" verursachte Erhthung der Elektronendichte am Thiocarbonyl
gebundenen Schwefel zuriickzufiihren ist. Die erhaltenen Daten lassen auf die Bildung eines
im Einklang mit der d'’-Konfiguration von Ag" stehenden, linear gebundenen [Ag(MDTC),]*
Komplexes 73 schlieen, dessen Struktur in Abb. 61 dargestellt ist.

oot ans *:Q

73 O = Ag*

Abb. 61: Strukturvorschlag des entstehenden [Ag(MDTC),]" 73 Komplexes durch Umsetzung von 58
mit Ag" im Verhiltnis 2:1.

Anhand von hochaufgelésten ESI-MS-Daten (positiver Modus) wird dies zusitzlich bekraf-
tigt. Die in Abb. 62 gezeigten Spektren zeigten praktisch ausschlieBlich die Bildung des
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[Ag(MDTC),]" Komplexes 73, dessen Masse sowie Isotopenverteilung nahezu perfekt mit

dem theoretischen Wert iibereinstimmt.

a) b)
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Abb. 62: a) Gesamtes HR ESI-MS-Spektrum des vorgeschlagenen [Ag(MDTC),]" Komplexes 73. b)

Berechnete Massen und Isotopenverteilungen (unten) sowie gefundene Werte (oben).
3.3.4.2 Verhalten gegeniiber Pd**-Ionen

Titrationen von 58 mit Pd**-Ionen in Wasser sowie wissrigem gepuffertem Medium wurden

mit K,[PdCl,] unter den gleichen Bedingungen wie mit Ag'-Ionen durchgefiihrt.

Das UV/Vis-Spektrum (Abb. 63) zeigte, dass eine unmittelbare und ausschlieliche Bildung
einer 1:2 Spezies stattfand, wie anhand des isosbestischen Punktes bei etwa 290 nm erkennbar
ist. Intermediate traten nicht auf. Neben der kontinuierlichen Abnahme der Absorption bei

270 nm konnte eine bathochrome Verschiebung nach 385 nm beobachtet werden.
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270

300 400 500 600 700 800
A[nm]
Abb. 63: Titration von 58 (0.1 mM in Wasser) mit Pd*" in Schritten von 0.1 eq. Inset: Auftragung der

Absorptionen bei 270 nm sowie 385 nm gegen die Aquivalente an Pd*".

"H-NMR-spektroskopische Untersuchungen in D,O (Abb. 64) zeigten, dass wie erwartet eine
Tieffeldverschiebung der SCHs-Protonen als Folge der Komplexierung von Pd** auftrat. Be-
reits die Zugabe von 0.2 eq Pd*" fiihrte jedoch zu einer deutlichen Abnahme des Signals der

SCH3;-Gruppe und nach weiterer Zugabe verschwand das Signal vollstindig.

Blank
——0.1eqPd”
———0.2eqPd”
——0.3eqPd”
0.4 eq Pd”
———0.5eqPd”

Abb. 64: '"H-NMR (200 MHz) spektroskopische Untersuchung der Titration von 58 in D,O mit Pd** in

Schritten von 0.1 eq.
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Dies kann mit der durch Demethylierung bedingten Bildung eines neutralen [Pd(DTC);]
Komplexes 74 erklart werden, woraus die Schlussfolgerung gezogen werden kann, dass der S-
Methyl-dithiocarbamat-Ligand 58 nicht nur zur linearen Komplexierung von dlo—konfigu—
rierten Kationen eingesetzt werden kann, sondern zusitzlich eine Vorstufe fiir quadratisch-

planare Komplexverbindungen mit Metallionen ist, die eine d*-Konfiguration aufweisen.

Demethylierungen von Dithioestern unter Bildung von Dithiocarbamat-Komplexen in Ge-
genwart von Pd**- und Pt**-Salzen wurden von Faraglia beschrieben.''> Ein méglicher
Mechanismus ist in Abb. 65 dargestellt. Koordination des Metallions fiihrt demnach zu einer
Erhohung der Elektronendichte an den Schwefelatomen, in deren Folge die S-CH3-Bindung
geschwicht und ein nukleophiler Angriff von CI -lonen erleichtert wird. Neben der Bildung

des DTC Komplexes 74 entsteht Methylchlorid.

Cl ™y

i P mI
PdCl, S '
2 HNJkSCHs —  HN— Pd\S%NH
! R \/4 | )
R CH,
38 o
s. S R R=
———  HN—<_Pd._>—NH
~2CHCl R S° S OH
74

Abb. 65: Denkbarer Mechanismus der Bildung eines neutralen Pd(DTC), Komplexes 74 durch Deme-

thylierung von 58 in Gegenwart von PdCl,.

Zur Aufnahme von IR-Spektren wurde eine wissrige Losung von 63 (2 eq) tropfenweise mit
einer Losung von K,[PdCl], in Wasser (1 eq) versetzt, wobei unmittelbar nach Zugabe ein
oranger Feststoff prizipitierte. Dieser wurde nach Zentrifugieren mehrfach mit Wasser, Etha-
nol und Ether gewaschen und in vacuo getrocknet. Die gemessenen Spektren zeigten unver-
dnderte Schwingungen im Wellenzahlenbereich von 4000 bis 2000 cm' und schliessen somit
eine Koordination am Stickstoff sowie der OH-Gruppen aus. Eine nidhere Betrachtung des
Wellenzahlenbereichs um 1500 cm ™' (Abb. 66b) zeigte im Vergleich zum freien Liganden 58

eine durch Komplexierung von Pd** bedingte Verschiebung in der Komplexverbindung von
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1510 cm™! nach 1530 cm™". Dies zeigt einerseits, dass zwar eine Koordination am Schwefel in
Analogie zur Ag-Komplexverbindung 73 erfolgt, doch wurden andererseits in DTC-Kom-
plexen von Pd** deutlich héhere Verschiebungen der Wellenzahlen nach Komplexierung fest-

gestellt.'?

Ferner zeigten ESI-MS-Messungen sowohl des Feststoffs als auch der fiir die UV/Vis einge-
setzten Losungen nicht die Bildung eines [Pd(DTC),] Komplexes 74. Es konnten auch keine

alternativen Pd"-Komplexverbindungen identifiziert werden.

a) b)
—— Pd" Komplex
1,00 - —— Ligand 1,00 4
0,95-
0,951
0,904
0,85+ 0,90
T [%] 0,80 T[%] 0,85
0,75
0,80 4
0,70+
0,65- 0,75
T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wellenzahl [cm™] Waellenzahl [cm™]

Abb. 66: IR-Spektren (ATR) von 58 vor und nach Umsetzung mit K,[PdCl,]. a) Wellenzahlenbereich
4000 bis 800 cm™'; b) Wellenzahlenbereich 1800 bis 600 cm™.

Aus diesem Grund wurden die literaturbekannten'>® Komplexverbindungen 75 und 76 (Abb.
67) ausgehend von dem kommerziell erhéltlichen und strukturell dhnlichen DTC-Ligand 77
synthetisiert und deren Verhalten unter ESI-MS-Bedingungen getestet. Die neutrale Ver-
bindung [Pd(DTC);] 76 konnte sowohl im negativen als auch im positiven Modus eindeutig
identifiziert werden (ohne Abb.; ber. fiir [C,H, 1 N,PdS4]" ((M+H])" 428.9622, gef. 428.9621;
ber. fiir [CoHoN,PdS4] ([M—H]) 426.9475, gef. 426.9467). Die entsprechende einfach posi-
tiv geladene Au"'-Verbindung [Au(DTC)2]" 75 konnte erwartungsgeméB im positiven Modus,
aber auch im negativen Modus identifiziert werden (ohne Abb.; ber. fiir [C;2HyN>AuS,]"
(IM])" 517.0169, gef. 517.0169; ber. fiir [C;oH;gN, AuS4]” ([M-2H])~ 515.0018, gef.
515.0009).
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Abb. 67: Synthetisierte [M(DTC),]*" Komplexe 75 und 76 fiir die Uberpriifung derer Verhalten unter
ESI-MS Bedingungen.

Somit kann festgehalten werden, dass in wissrigen Losungen des S-Methyl-dithiocarbamat-
Liganden 58 in Gegenwart von Pd*" eine 2:1-Komplexverbindung entsteht, die jedoch nicht
mittels ESI-MS nachgewiesen werden konnte. 'H-NMR-Experimente in Losung zeigten De-
methylierungen, weshalb von der Bildung eines DTC-Komplexes ausgegangen werden kann.
Gegen die Bildung des DTC-Komplexes sprechen jedoch die IR- sowie ESI-MS-Daten, die

vom Feststoff erhalten wurden.

Als moglicher Grund, warum ein moglicherweise in Losung doch entstandener Pd"-DTC-
Komplex 74 mittels ESI-MS nicht detektiert werden konnte, kann dessen Schwerloslichkeit in
samtlichen Losemitteln einschlieBlich Wasser in Betracht gezogen werden. Es spricht ferner
einiges dafiir, dass die Umsetzung von 58 mit K,[PdCly] zu komplexen Reaktions-
mischungen fiihrt, bei denen zusitzlich beispielsweise teils nicht demethylierte Verbin-
dungen, polymere Verbindungen oder Verbindungen mit anderen Stochiometrien, beispiels-
weise MLX,, ML;Xo, [ML4]X, sowie verbriickte Dimere des Typs [MLX], vorliegen.'"
Mehrkernige Komplexverbindungen mit Ni** und Cu® wurden auch von Mattes beschrie-

ben.!!!

3.3.4.3 Verhalten gegeniiber Au**- und Au*-Ionen

Titrationen von 58 mit K[AuCly] in Wasser wurden unter den gleichen Bedingungen wie die
Experimente mit Ag" sowie Pd*" durchgefiihrt. Anhand des erhaltenen UV/Vis-Spektrums
(Abb. 68) konnte ebenfalls die unmittelbare Entstehung einer 1:2 Spezies beobachtet werden.

Der isosbestische Punkt lag ebenfalls im Bereich um 290 nm. Mit kontinuierlicher Zugabe
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von Au**-Tonen verschwand die Absorption des freien Liganden bei 270 nm und es trat eine

bathochrome Verschiebung nach etwa 350 nm auf.
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Abb. 68: Titration von 58 (0.1 mM in Wasser) mit Au’" in Schritten von 0.1 eq. Inset: Auftragung der

Absorptionen bei 270 nm sowie 350 nm gegen die Aquivalente an Au’*.

Durchgefiihrte 'H-NMR Experimente in D,O (Abb. 69) zeigten ebenfalls auftretende De-

methylierungen.

Blank
———0.1eqAU™
———0.2eqAu*
——0.3eq Au*
0.4 eq Au>
——0.5eqAU”

f T T T — 1

2,8 2,7 2,6 2,5 2,4 2,3
5 [ppm]

Abb. 69: '"H-NMR (200 MHz) spektroskopische Untersuchung der Titration von 58 in D,O mit Au’* in

Schritten von 0.1 eq.

Die zur Aufnahme von IR-Spektren benotigte Komplexverbindung wurde durch Vereinen

wissriger oder ethanolischer Losungen von 58 und K[AuCls] im Verhiltnis 2:1 unmittelbar
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als braunes Prézipitat erhalten, das aufgrund guter Loslichkeit sowohl in Wasser als auch in
Ethanol nur mit Ether gewaschen und in vacuo getrocknet wurde. Die erhaltenen Spektren
(Abb. 70) zeigten dieselben charakteristischen Anderungen der Komplexverbindung gegen-
iiber dem Liganden, die bereits im Fall von [Ag(MDTC),]" 73 sowie den Umsetzungen mit
K,[PdCl,] beschrieben wurden.

a) b)
—AU" Komplex
—— Ligand
0,954 0.95
0,90 -
0,85 -
T [%]°:801 T [%]0.85
0,75
0,80
0,70
0,65 0,75 1
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wellenzahl [cm™] Wellenzahl [cm ]

Abb. 70: IR-Spektren (ATR) von 58 vor und nach Umsetzung mit K[AuCl,]. a) Wellenzahlenbereich
4000 bis 800 cm™'; b) Wellenzahlenbereich 1800 bis 600 cm ™.

Wenngleich die Verdnderungen im IR-Spektrum nicht im Einklang mit Literaturdaten beziig-
lich DTC-Komplexe sind, so konnte im Einklang mit der dS—Konfiguration von Au’* die
Bildung eines einfach positiv geladenen [Au(DTC),]" Komplexes 78 mittels ESI-MS
(positiver Modus) nachgewiesen werden (ber. fiir [C14H2AuN,04S4]" [M]*609.0284, gef.
609.0280). Eine Reduktion von Au™ zu AuI, verbunden mit der Entstehung verschiedener
Nebenprodukte, beispielsweise Au'-Komplexe, entschwefelte Produkte oder Disulfide
konnten mittels ESI-MS hingegen nicht nachgewiesen werden. Ein Strukturvorschlag der

Komplexverbindung 78 ist in Abb. 71 dargestellt.
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OH

Abb. 71: Strukturvorschlag des entstehenden [Au(DTC),]” Komplexes 78 durch Umsetzung von 58

mit Au®"-Tonen im Verhiltnis 1:2.

Neben den Umsetzungen mit Au’*-Tonen wurde auch das Verhalten des Liganden 58 ge-
geniiber Au'-Ionen untersucht. Da diese Experimente in Anlehnung an die von Mattes be-
schriebene Darstellung von Au'-S-Methyl-dithiocarbamat-Komplexe durch vorangehende Re-
duktion von Au’* zu Au* unter Verwendung von Bis-(2-hydroxyethyl)sulfid nicht in Wasser,

sondern in Aceton erfolgten, wurden keine UV/Vis-Spektren aufgenommen.

Zur Darstellung der Komplexverbindung wurde HAuCls-4H,O zunéchst wie beschrieben''”
reduziert und unmittelbar mit einer Losung von 58 in Aceton versetzt. Es trat ein sofortiger
Farbumschlag von Gelb nach Orange auf, der ein Indiz fiir eine Komplexierung ist. Innerhalb
weniger Minuten dnderte sich jedoch die Farbe wieder nach Gelb. Dies geschah unabhingig
davon, ob unter sauerstofffreien Bedingungen gearbeitet wurde oder nicht. Mattes'"° berich-
tete in diesem Zusammenhang von der Bildung entsprechender Einkristalle unter sauerstoff-
freien Bedingungen. ESI-MS-Messungen, die mit dem ungereinigten Reaktionsgemisch
durchgefiihrt wurden, erbrachten jedoch keinen Nachweis der erfolgreichen Bildung eines zu
erwartenden d'’-konfigurierten und damit linearen [Au(MDTC),]" Komplex 79. Dies ist

moglicherweise auf eine zu geringe Stabilitit in Losung zuriickzufiihren.
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3.3.5 Synthese von S-Methyl-dithiocarbamatmodifizierten Oligonukleotiden
3.3.5.1 Voruntersuchungen

Neben dem Erfordernis, dass der S-Methyl-dithiocarbamat-Ligand zur Bildung von Koordi-
nationsverbindungen in wissrigem Medium beféhigt ist, ist es gleichermaB3en von Bedeu-
tung, dessen Stabilitit gegeniiber DNA-Synthesebedingungen zu iiberpriifen und — falls er-
forderlich — letztere zu variieren. Zu diesem Zweck wurde ein strukturell dhnliches, offen-
kettiges S-Methyl-dithiocarbamat 80 synthetisiert und dessen Verhalten gegeniiber verschie-
denen Chemikalien, die in der DNA-Synthese eingesetzt werden, mittels HPLC untersucht.

Die Synthese von 80 ist schematisch in Abb. 72 dargestellt.

S

HO G SMe
81 80

Abb. 72: Syntheseschema fiir Verbindung 80. Reaktionsbedingungen: a) NEt;, CS,, EtOH, 0 °C —
RT, RT, 90 min; dann CH;l, H,O, 0 °C — RT, RT, 3d, 73%.

In einer unkompliziert durchzufithrenden Eintopfreaktion wurde racemisches 3-Amino-1,2-
propandiol 81 zunichst in EtOH gelost, mit NEt; deprotoniert und mit CS, zum Dithio-
carbamat umgesetzt. Das prézipitierende Salz wurde durch Zugabe von wenig Wasser in
Losung gebracht und anschlieBend unter Verwendung von CH3l am Schwefel methyliert.
Nach dreitdigigem Riithren bei Raumtemperatur wurde 80 mittels Sdulenchromatographie

gereinigt und in vacuo getrocknet.
3.3.5.1.1 Verhalten von 80 gegeniiber DNA-Synthesebedingungungen

Wihrend der DNA-Synthese werden verschiedene Schritte durchlaufen und dement-
sprechend verschiedene Reagenzien benétigt. Eine genauere Beschreibung des Synthese-
zyklus ist im experimentellen Teil dieser Arbeit zu finden. Verbindung 80 wurde — wie bei
Phosphoramiditen {iiblich — in CH3CN gelost und mit jeweiligen Chemikalien versetzt. Dabei

wurden die DNA-Synthesebedingungen beziiglich der Konzentration und Aquivalente der
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Chemikalien sowie die Reaktionszeiten simuliert. Fiir die Entschiitzung wurde DCA in
CH,Cl, eingesetzt. Die Aktivierung wurde unter Verwendung von BTT in CH3;CN simuliert.
Der Capping-Schritt wurde unter Verwendung von 1-Methylimidazol und Ac,O sowie mit
Pac,O simuliert. Letzteres wird fiir die Ultramild®—Synthese benotigt. Die Reaktionszeiten
wurden jedoch verkiirzt, da die freien OH-Gruppen mit den genannten Reagenzien reagieren.
Die erhaltenen HPL-Chromatogramme vor und nach der Umsetzung von 81 sind in Abb. 73
zusammengefasst. Anhand der erhaltenen Daten ist zu schlieBen, dass die Verbindung gegen-

iber den giingigen Synthesechemikalien stabil ist.

a) b)
600 - 400-
5004 BTT Blank

—— Aktivierung 3004
Entschiitzung

Capping

200+

Intensitat [a.u.]
Intensitat [a.u.]

1004
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Abb. 73: a) HPL-Chromatogramm von 80 vor sowie nach Umsetzungen mit verschiedenen, fiir die

DNA-Synthese relevanten Chemikalien. b) VergroBerter Ausschnitt.

Unter Standardbedingungen werden fiir den Oxidationsschritt der DNA-Synthese, bei dem
Phosphittriester (P™) zu Phosphotriester (PV) oxidiert werden, wissrige Losungen von lod
eingesetzt. Wegen der generellen Thiophilie von Iod kann dies zu erheblichen Problemen
fiihren. Ferner fithren Spuren von Wasser generell zu drastischen Verschlechterungen der

Ausbeuten der DNA-Synthese.

Aus diesen und weiteren Griinden wurden zahlreiche Varianten fiir den Oxidationsschritt ent-
wickelt, die iiberwiegend, jedoch nicht ausschlieBlich unter Ausschluss von Wasser durch-
gefiihrt werden. Einige dieser Varianten sind in Abb. 74 gezeigt. Sangvi’”’ benutzte beispiels-
weise ein Gemisch aus NBS, DMSO und CH;CN (Variante a). Sekine'™ berichtete iiber die
Verwendung von DOD in THF (Variante d) und Manoharan™’ zeigte, dass ein enantio-

merenreines Oxaziridin (CSO, Variante e) als Oxidationsmittel eingesetzt werden kann. Fer-
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ner existieren verschiedene Arbeiten, bei denen Peroxide zur Oxidation eingesetzt wurden.
Hayakawa, Uchiyama und Noyori">? untersuchten unter anderem die Verwendungsmdoglich-
keiten von TMSOOTMS, ‘BuOOH (Variante f), Cumolperoxid sowie H,0,, allerdings waren
ihre Experimente auf die Synthese von Dinukleotiden beschriinkt. Cverovich'™ fiihrte Oxida-
tionen ebenfalls mit H,O, durch und Fourrey sowie Varenne'® beschrieben die Verwendung
von lodbenzol Diacetat (Variante g) sowie Tetrabutylammonium Periodat (Variante i).
Hayakawa"” konnte Dinukleotide unter Verwendung von Ethyl(methyl)dioxiran (Variante h)

synthetisieren.

SchlieBlich konnte Sekine’>® zeigen, dass leichte Anderungen der Standardmethode, der Oxi-
dation mit Iod in Wasser, Lutidin und CH3CN (Variante b) erfolgreich insbesondere bei
schwefelhaltigen Nukleosiden angewandt werden kann. Er setzte eine etwas verdiinntere Lo-

sung von Iod in Wasser, Pyridin und THF (Variante c) ein.

X

b) I,/Pyridin/H,0/
THF (0.02 M)

HO o Base
: : X ¢) l/Lutidin/H,O/ X
‘o — a) NBS/DMSO/ CH4CN (0.025 M)
P o. Base W?»CN %DOD/
o) k j \ THF (0.1M)
///\/

N OH
HO Base
06 OOH i) "Bu,N*10, e) CSO/
« _CHsCly 0.,.0 Base CH4CN
_ — o %o | -0 ~05M)
DOD = N///\/ (0.5M)
OH
, f) (BuOOH/
h)/0-0 \HzClz
CSO =
N X C)Iﬁ%l/ g) Phi(OAc),
oS o 12M§ THF/Pyridin/Ac,0 X
O .
0
X

Abb. 74: Schematische Darstellung verschiedener Oxidationsmoglichkeiten in der DNA-Synthese.
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Dem gegeniiber stehen Reaktionen, bei denen Thiocarbonylverbindungen — teilweise unter
Verwendung einiger der oben aufgefiihrten Reagenzien — zu den entsprechenden Carbonyl-
verbindungen sowie weitere Produkte umgesetzt werden. Solch oxidative Substitutionen der
Thiocarbonylgruppe wurden beispielsweise mit NBS (Variante a) beobachtet, wie
Furumoto™ berichtete. Nicoletti sowie Kusabayashi'® benutzten fiir solche Umsetzungen

Dimethyldioxiran (analog Variante h) und Pourali'®

beobachtete, dass Tetrabutylammonium
Periodat (Variante 1) ebenfalls zur Bildung von Carbonylverbindungen aus Thiocarbonylver-
bindungen geeignet ist. Pinnick'® benutzte mCPBA. Selbst die Verwendung von Bickerhefe

163 164 .
/ k'™ sowie

fiihrte zu Carbonylverbindungen, wie Kama zeigte. Mikolajczyk und Lucza
Ishikawa'® erhielten gleiche Ergebnisse durch Verwenden von DMSO und katalytische
Mengen lod, allerdings nur bei stark erhthten Temperaturen. Besonderes Augenmerk ist auf
die Verwendung von Iod in solchen Reaktionen zu legen, da dies wie erwéhnt als Standard-
oxidationsmittel in der DNA Synthese eingesetzt wird. Rajappa’® konnte in diesem
Zusammenhang zeigen, dass katalytische Mengen Iod zur Isomerisierung von O-Methyl-thio-
carbamaten zu S-Methyl-carbamaten fiihrt. Demethylierung fiihrt in diesem Fall vermutlich

zur Bildung von CH3sl, das der eigentliche Katalysator ist.

Nachdem wie oben beschrieben einige DNA-Synthesereagenzien ausgeschlossen werden
miissen, da sie zu unerwiinschten Nebenreaktionen fiihren kdnnen, wurde untersucht, inwie-
weit sich wissrige Losungen von lod in verschiedenen Losemittelgemischen sowie Konzen-
trationen einsetzen lassen. Das in Abb. 75a gezeigte HPL-Chromatogramm zeigt, dass die in
der Arbeitsgruppe Carell benutzte Iod-Losung (0.025 M in Wasser/2,6-Lutidin, Acetonitril)
fiir die Oxidation nicht geeignet ist, da es zu einer Zersetzung des Edukts kommt. Die bereits
oben erwihnte, von Sekine eingesetzte lod-Losung (0.02 M in Wasser/ Pyridin/THF) zeigte im

Gegensatz dazu nicht die gleiche Wirkung auf Verbindung 80.

Neben Losungen von lod wurde auch untersucht, ob 'BUOOH fiir den Oxidationsschritt
wihrend der DNA-Synthese geeignet ist. Wie aus Abb. 75b hervorgeht, fithrte die Zugabe von
'BuOOH gemiB den publizierten Bedingungen'™® (1.1 M in CH,Cl,, Oxidationszeit 50

Sekunden) jedoch zur sukzessiven Bildung eines nicht niher untersuchten Nebenprodukts.
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a) b)
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——1,(0.025M) 10 eq ‘BuOOH
400+ Edukt 2504 ——— 20 eq ‘BuOOH
30 eq ‘BuOOH
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Abb. 75: HPL-Chromatogramme von 80 vor sowie nach Umsetzungen mit DNA-Synthese relevanten
Oxidationsreagenzien. a) I, (0.02 M) in Wasser, Pyridin und THF sowie I, (0.025 M) in Wasser, 2,6-
Lutidin und CH;CN; b) ‘BuOOH (1.1 M in CH,Cly).

AbschlieBend wurde das Verhalten von 80 gegeniiber den Bedingungen des letzten Schritts
der DNA-Synthese, der Entfernung der an den Basen dA, dC sowie dG befindlichen Schutz-
gruppen sowie die Abspaltung vom CPG-Triger niher untersucht. Unter Standardbe-
dingungen wird dazu in aller Regel NH4OH in Ethanol verwendet. Im Falle einer Ultramild®-
DNA-Synthese kommt K,COj3; in CH30H (0.05 M) zum Einsatz. Da in beiden Fillen ein sehr
hoher UberschuB dieser genannten Reagenzien eingesetzt wird, wurden anstelle von HPLC-
Experimenten “C-NMR-Messungen durchgefiihrt, bei denen insbesondere auf Anderungen
der Thiocarbonylsignale bei etwa 200 ppm sowie der SCH3-Signale bei etwa 20 ppm ge-
achtet wurde. Die Ergebnisse sind in Abb. 76 gezeigt.

Es stellte sich heraus, dass die Verwendung von NH4OH nicht moglich ist. Schon bei Raum-
temperatur wurde bereits nach wenigen Stunden eine deutliche Abnahme der Intensitédt des
Thiocarbonyl-C-Atoms und somit eine Reaktion an selbigem beobachtet. Da diese Ent-
schiitzungen bei Standardbedingungen in der Regel {iber Nacht sowie bei erhohten Temper-
aturen durchgefiihrt werden, wurde die Probe nach weiteren 14 h vermessen. Innerhalb dieses
Zeitraumes kam es zu einer vollstindigen Zersetzung des Molekiils 80. Im Gegensatz dazu
fiihrte die bei Ultramild® DNA-Synthesen eingesetzte methanolische Losung von K,COj; auch

nach 18 h bei Raumtemperatur zu keinerlei Verdnderungen sowohl im Bereich der Thiocarbo-
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nylgruppe als auch im gesamten Bereich des ?C-NMR- Spektrums. Die Bildung von Neben-

produkten konnte nicht festgestellt werden.

a) b)
—— Blank
Blank —RT, 18h

—RT, 7h

—RT, 21h

. oo
T T \1'7le T T W\/ '/\ / \ 1 ) T T T T T 1
199,1 199,0 198,9 1988 199,65 199,60 199,55 199,50
5[ppm] & [ppm]

Abb. 76: Ausschnitte der "C-NMR Spektren (100 MHz) von 80 vor und nach Umsetzungen mit in der
DNA-Synthese gebrduchlichen Entschiitzungsreagenzien. a) Umsetzungen mit NH,OH; b) Um-
setzungen mit K,CO; in CH;0H (0.05 M).

Aufgrund der genannten Ergebnisse sollte fiir den Einbau eines S-Methyl-dithiocarbamats
mittels automatisierter DNA-Festphasensynthese nach dem Phosphoramidit-Verfahren auf
Ultramild®-Bedingungen zuriickgegriffen werden. Fiir den Oxidationsschritt sollte eine Iod-

Losung (0.02 M in Wasser/Pyridin/THF) eingesetzt werden.
3.3.5.2 DNA-Festphasensynthese mit Phosphoramidit 63

Die automatisierte DNA-Festphasensynthese unter Verwendung des Phosphoramidits 63
konnte unter Ultramild®-Bedingungen erfolgreich durchgefiihrt werden. Es wurden stets gute
Trityl-Werte erhalten. Weitere Details zur DNA-Synthese sind im Experimentalteil beschrie-
ben. Die Sequenzen der synthetisierten DNA-Stringe wurden nach Clever'™” gewihlt, um
einen direkten Vergleich hinsichtlich der Stabilitdt eines S-Methyl-dithiocarbamat- bzw.
Dithiocarbamat-vermittelten Metall-Basenpaares mit dem Salen-Basenpaar 12 zu ermog-

lichen:
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ODNO9: 3"-ATG-TTG-TXA-TTA-CAC-5"
ODN10: 3-GTG-TAA-TXA-CAA-CAT-5"

Nach Abspaltung vom Triger und Entfernung der Schutzgruppen mit K,CO3; in Methanol
wurden analytische HPLC-Experimente der unaufgereinigten Stringe durchgefiihrt. Dabei
stellte sich heraus, dass verschiedene Produkte entstanden sind, wie das HPL-Chromato-
gramm in Abb. 77 verdeutlicht.
0,25 -
0,204

0,15

0,104

Intensitét [a.u.]

0,054

0,00

Retentionszeit [min]

Abb. 77: HPL-Chromatogramm des rohen DNA Strangs ODN9.

Nach mehrfachen Aufreinigungen konnten schlieBlich drei Produkte isoliert und mittels

HPLC (Abb. 78) sowie MALDI-TOF-Spektroskopie (ohne Abb.) ndher untersucht werden.

0,25 A
0,20
0,15 B

0,10+

Intensitat [a.u]

0,05 -

0,00

T T T T T T T T
250 255 260 265 270 275 280

Retentionszeit [min]

Abb. 78: Zusammengefasste HPL-Chromatogramme des DNA-Strangs ODN9 nach mehrfacher

Aufreinigung.
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Es stellte sich heraus, dass das Hauptprodukt A eine Massendifferenz von Am/z = 32 aufwies.

Produkt B wies eine Massendifferenz von Am/z = 16 auf. Produkt C hatte eine Masse von m/z

= 4552 und entsprach damit dem gewiinschten S-Methyl-dithiocarbamat (ber. [M—H] 4556).

Die moglichen Strukturen der beiden in sehr grolen Mengen gebildeten Produkte A und B
sind in Abb. 79 gezeigt. Bei dem Produkt A (Am/z = 32) kann es sich um einen Iminothio-
ether handeln, der formal durch reduktive Entschwefelung gebildet wurde. Das Produkt B mit
der Massendifferenz (Am/z = 16) konnte durch Substitution eines Schwefels durch Sauerstoff
gebildet worden sein; dementsprechend konnte es sich hierbei um ein S-Methyl-thiocarbamat
handeln. Andere Nebenprodukte konnten — abgesehen von Abbruchsequenzen — nicht nach-

gewiesen werden.

I:I)NA I?NA (@] I:I)NA S

© N sMe O HNJ\SMe © HNJ\SMe
? ? ?
DNA DNA DNA
Produkt A Produkt B Produkt C

Abb. 79: Schematische Darstellung der drei entstandenen Produkte nach Aufreinigung von ODN9
mittels HPLC.

Nach enzymatischem Totalverdau und Analyse der jeweiligen Proben mittels LC/ESI-MS
bestitigte sich die Bildung der beiden vorgeschlagenen Produkte A und B (Abb. 80). Der
erfolgreiche Einbau des gewiinschten S-Methyl-dithiocarbamats (Produkt C) konnte eben-
falls mittels enzymatischem Totalverdau belegt werden. Alle drei Modifikationen lagen als
nicht vollstandig verdaute, dA- enthaltene Dinukleotide vor. Die teilweise etwas groflere Dis-
krepanz zwischen den berechneten und gefundenen Werten hingt mit der Kalibrierung des
Massenspektrometers zusammen. Fiir die vier natiirlichen Basen wurden ebenfalls entsprech-

end hohe Abweichungen festgestellt.
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Abb. 80: Nach enzymatischem Totalverdau von ODN9 erhaltene ESI-MS Spektren. a) Spektrum des
Iminothioethers (Produkt A), ber. 501.1327, gef. 501.1379; b) Spektrum des S-Methyl-thiocarbamats
(Produkt B), ber. 517.1276, gef. 517.1150; c¢) Spektrum des S-Methyl-dithiocarbamats (Produkt C),
ber. 533.1047, gef. 533.0920.

Eine mogliche Erkldrung fiir die Entstehung des Nebenprodukts B ist in Abb. 81 gezeigt.

Demnach kann die Hydrolyse von C zur Bildung des Thiocarbamats B fiihren. Dieses Pro-

dukt kann weiter hydrolysiert werden, wobei ein instabiles Carbaminsdure-Derivat entstehen

kann. Decarboxylierung fiihrt schlieBlich zu aminmodifizierter DNA (Produkt D).

In der Tat zersetzten sich Losungen von S-Methyl-dithiocarbamatmodifizierter DNA inner-

halb weniger Tage unter Bildung von aminmodifizierter DNA, wie mittels HPLC und
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LC/ESI-MS gezeigt werden konnte. Eine vollstindige Zersetzung fand jedoch auch nach

mehrwochiger Lagerung nicht statt.

IIDNA S IIDNA (0]
© HNJ\SMe © HNJ\SMe
Hydrolyse Hydrolyse
D —_— >
? ?
DNA DNA
Produkt C Produkt B
IIDNA (0] IIDNA
© HNJ\OH © NH,

Decarboxylierung

Q Q
DNA DNA
Produkt D

Abb. 81: Denkbare Bildung des Produkts B durch Hydrolyse von C.

Eine weitere Moglichkeit, wie Produkt B gebildet werden konnte, ist in Abb. 82 schematisch

dargestellt.
DNA S ona P DNA  5-0 DNA O
o} : | o)
HN" “SCH; Oy uN"“scH HN" “SCH, HN™ “SCH;,
[O] 3 —[S]

Q o ? .

DNA DNA DNA DNA

Produkt C Produkt D Produkt E Produkt B

Abb. 82: Denkbare Bildung des Nebenprodukts B via Sulfin sowie Oxithiiran.

In Anlehnung an Arbeiten von Merzner'®®, die Oxidationen von S-Methyl-dithiocarbamaten
mit mCPBA durchfiihrten, um das Reaktionsverhalten der so zuginglichen Sulfine nidher zu

untersuchen, kann Oxidation des Thiocarbonyls zu einem Sulfin (Produkt D) fiihren, das in
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einer Elektrozyklisierung weiter zu einem Oxithiiran (Produkt E) reagiert. Nach Abscheidung
von Schwefel ist eine mogliche Bildung eines S-Methyl-thiocarbamats (Produkt B) denkbar.
Allerdings ist zu erwéhnen, dass in den durchgefiihrten Studien zwar das dem Produkt B ent-
sprechende Thiocarbamat erhalten wurde, dies jedoch stets mit der Bildung bzw. Riickge-

winnung der DTC Ester (im Verhiltnis 1:1) verbunden war.!"°

Bei der Bildung des Iminothioethers (Produkt A) handelt es sich formal um eine reduktive
Entschwefelung, die wihrend des Oxidationsschritts der DNA-Synthese auftreten kann.
Iminothioether hydrolisieren in basischem Milieu zu S-Methyl-thiocarbamaten. Dies kann als

weitere Erklirung der hauptsichlichen Entstehung von Produkt B herangezogen werden. '

3.3.5.3 Untersuchungen zum Komplexierungsverhalten S-Methyl-dithiocarbamat-

modifizierter Oligonukleotide

In einleitenden Experimenten zur Bildung eines Metall-MDTC-Basenpaares wurden die
hybridisierten Oligonukleotide ODN9/ODN10 (1 puM) schrittweise mit einer wissrigen Lo-
sung von K,[PdCly] versetzt (Abb. 83).

025
0,20- !
0,15-
010{ |

0,054

0,00+

T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500
A[nm]

Abb. 83: UV/Vis-Spektrum von ODN9/ODN10 (1 uM in 10 nM MOPS, 150 mM NaCl (pH 7) nach
Zugabe von bis zu 10 eq K,[PdCl],.

Charakteristische Anderungen des UV/Vis-Spektrums konnten erst durch Zugabe von bis zu

10 eq Pd*", die in Schritten von 1 eq erfolgte, beobachtet werden. Die Notwendigkeit eines
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Uberschusses an Metallionen kann auf unspezifisches koordinieren an verschiedenen Stellen

der DNA zuriickgefiihrt werden.

Analog den Komplexierungsstudien, die mit dem Liganden S8 durchgefiihrt wurden, ist auch
im Fall der modifizierten Oligonukleotide das Auftreten einer neuen, rotverschobenen Ab-
sorptionsbande erkennbar, die auf eine Koordination von Pd*" — zumindest an den einge-
fiihrten Thiocarbonyl-Gruppen — und somit auf die Bildung eines Palladium- schwefelhaltigen
Basenpaares schlielen ldsst. Ein endgiiltiger Nachweis mittels ESI-MS gelang jedoch bislang
nicht. Das entsprechende Gold-MDTC-Basenpaar konnte ebenfalls nicht mittels ESI-MS

nachgewiesen werden.

3.4 Entwicklung eines Thioharnstoff-Liganden zur Koordinierung

weicher Metallionen in DNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ferner Studien beziiglich des Komplexverhaltens weicher
Metallionen gegeniiber einem Thioharnstoff-Derivat durchgefiihrt. In der Literatur wurden
bislang zahlreiche Metallkomplexe dieser Verbindungsklasse beschrieben. Grundsitzlich
sollte es in diesem Fall moglich sein, mit relativ geringem Aufwand einen entsprechenden
Liganden 82 auf Basis der 2"-Desoxyribose zu entwickeln. Alternativ ist auch ein Derivat 83

mit carbozyklischem Riickgrat denkbar. Abb. 84 zeigt die beiden moglichen Strukturen.

HO_ HN~ "NH, HO_ HN” “NH,
¢}
OH OH
82 83

Abb. 84: Mogliche Thioharnstoff-Derivate 82 und 83 als Vorstufen fiir die DNA-Synthese sowie zur

Koordination weicher Metallionen.

Der Thioharnstoff 82 kann prinzipiell — ausgehend von dT — durch Oxidation, beispielsweise
mit KMnO,, gefolgt von alkalischer Hydrolyse und Umsetzung, z.B. mit Lawessons-

Realgenz170 zugédnglich gemacht werden. Die Reaktion zum Harnstoff-Derivat ist im Falle von
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5°-MMTr-geschiitztem dT 84 (Abb. 85) in der Literatur beschrieben.'”' So gelang es zwar das
Harnstoff-Derivat 85 zu synthetisieren, allerdings lag die Verbindung als nicht trennbares
Anomerengemisch im Verhiéltnis o:f = 1:1 vor. Die Entwicklung eines Thioharnstoff-
Liganden auf Basis der 2°-Desoxyribose 82 wurde daher nicht weiter verfolgt. Samtliche
Bestrebungen zur Entwicklung eines Thioharnstoff-Liganden wurden auf die carbozyklische

Verbindung 83 fokussiert.

0]
NH MMTr
|
MMTr NAO a) o N)J\NHZ
0 H
OH

OH
84 85

Abb. 85: Schematische Darstellung der Synthese des Harnstoff-Derivats 85. Reaktionsbedingungen: a)
KMnQy, Pyridin, Aceton, RT, 2 h; dann NaOH, H,O, EtOH, RT, 1 h, 47% (iiber 2 Stufen).

Zunichst wurde versucht, Fmoc- und Benzoyl-geschiitzte Derivate 86 und 87 der Ver-
bindung 83 zu synthetisieren, indem ausgehend vom Carbamat 61 zunichst N-Boc-Ent-
schiitzungen durchgefiihrt und anschlieBend Umsetzungen mit Fmoc-Isothiocyanat sowie
Benzoyl-Isothiocyanat durchgefiihrt wurden (Abb. 86). Ferner wurde versucht, nach der Ent-
fernung der Boc-Schutzgruppe zunichst die 3°- und 5°-Positionen unter Verwendung von
TMSCI zu schiitzen. In allen Fillen wurden jedoch — auch unter Variation der Reaktions-
bedingungen — komplexe Produktmischungen erhalten. Die Verbindungen 86 und 87 waren

nicht enthalten.
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S
HO NHBoc OR’ HNJ\NHR
—X—>
OH OR’
61 86: R=Bz
87: R=Fmoc
R’=H, TBS

Abb. 86: Die Synthese der Verbindungen 86 und 87 war nicht erfolgreich.

Die Synthese von 83 gelang schliellich auf deutlich einfachere Art und Weise und zwar
ausgehend von einer in dieser Arbeit bereits synthetisierten Vorstufe, ndmlich dem S-Methyl-
dithiocarbamat 58. Wie in Abb. 87 gezeigt ist, konnte die gewiinschte Verbindung durch kon-

trollierte nukleophile Substitution der SCH3-Gruppe gegen eine NH,-Gruppe erhalten werden.

S S
HO HNJJ\SMe a) HO HN NH,
—
OH OH
58 83

Abb. 87: Schematische Darstellung des Thioharnstoff-Liganden 83. Reaktionsbedingungen: a)
NH,4OH, 60 °C, 3h, 70%.

Dies erfolgte in Anlehnung an Saidi durch Verwendung von NH,OH.'** Nach dreistiindigem
Riihren bei 60 °C, gefolgt von Umkehrphasen-Sidulenchromatographie konnte 83 in Aus-
beuten von etwa 70% isoliert werden.

3.4.1 Studien zum Komplexierungsverhalten des Thioharnstoff-Liganden 83

In Analogie zum S-Methyl-dithiocarbamat-Liganden 58 wurde der Thioharnstoff Ligand (TH)

83 niher auf dessen Verhalten gegeniiber verschiedenen weichen Metallionen in Wasser

untersucht. Abweichend wurden jedoch nur Experimente basierend auf UV/Vis-Spektros-
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kopie sowie ESI-MS durchgefiihrt. Titrationen von wissrigen Losung des Liganden 83 (0.1

mMm) wurden mit Ag*-, Pd**- sowie Au**-Tonen durchgefiihrt.

Titrationen mit Ag'-Ionen (Abb. 88) fiithrten wie erwartet zu einer 1:2 Verbindung 88 vom
Typ [Ag(TH),]". Im UV/Vis-Spektrum ist nach Zugabe von 0.5 eq Ag" neben einer konti-
nuierlichen Abnahme der Absorption des freien Liganden bei 240 nm eine bathochrome Ver-

schiebung nach etwa 350 nm zu erkennen.

a) b)

0.71 A240

0.6 \ A340

0,21 "
o I
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Abb. 88: Titrationen des Thioharnstoff-Derivats 83 mit Ag™-lonen. a) UV/Vis-Spektrum; b) Auf-

tragung der Absorptionen bei 240 nm sowie 340 nm gegen die Aquivalente an Ag".

Die Titrationen von 83 mit Au’" (Abb. 89a) sowie Pd** (Abb. 89b) fiihrten zu Verinderungen
beziiglich der Abnahme der Absorptionen des nicht komplexierten Liganden nach Zugabe der
jeweiligen Metallionen. Die Bildung der entsprechenden Komplexverbindungen, [Pd(TH),]**
89 und [Au(TH),]" 90 wie sie im Falle von Pd** sowie Au’" erwartet werden, konnte jedoch

nicht bestitigt werden.

Vielmehr stellte sich heraus, dass der Thioharnstoff-Ligand 83 in Losung duBlerst empfind-
lich gegeniiber beiden Metallionen reagierte. Die Abnahme der Absorption des Liganden
wurde schon durch Zugabe sehr geringer Mengen beobachtet. Die Zugabe stochiometrischer

Mengen fiihrte in beiden Fillen zu Prizipitationen.
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Abb. 89: UV/Vis-Spektren der Titration von 83. a) Verwendung von Au’-Ionen; Inset: Auftragung
der Absorptionen bei 240 nm sowie 270 nm gegen die Aquivalente an Au’"; b) Verwendung von Pd**-

Tonen.

Fiir ESI-MS-Messungen wurden die in Abb. 90 gezeigten Komplexverbindungen 88 und 89
synthetisiert. 88 wurde durch Zusammengeben wéssriger Losungen von 83 und AgNO;3 im
Verhiltnis 2:1 erhalten. Es kam dabei zu einer sofortigen Priézipitation eines gelben Feststoffs,
der abzentrifugiert und direkt fiir ESI-MS-Messungen eingesetzt wurde. In Analogie dazu
wurde 90 unter Verwendung einer Losung von K[AuCly] in Wasser als orangefarbener Fest-
stoff erhalten. Die erhaltenen ESI-MS-Daten bestitigten die Bildung beider Komplexver-

bindungen.
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Abb. 90: a) Strukturvorschldge der Komplexverbindungen 88 und 90.
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Abb. 90: Fortsetzung. b) ESI-MS Daten von [Ag(TH),]" 88 (oben: gef. 487.0595, unten: ber. fiir
[C14H3AgN,0,S,]" 487.0597); ¢) ESI-MS Daten von [Au(TH),]" 90 (oben: gef.: 577.1213, unten: ber.
fiir [C14H28AUN404SZ]+ 5717. 1212)

Die PdH—Verbindung [Pd(TH)4]2+ 89 wurde unmittelbar nach Vereinen von 83 und einer Lo-
sung von K,[PdCl4] (0.1 M in Wasser) im Verhiltnis 4:1 als tiefroter Feststoff erhalten und

nach Trocknung in vacuo ohne weitere Aufreinigungen vermessen. 89 konnte ebenfalls mit-

tels ESI-MS nachgewiesen werden (Abb. 91).
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Abb. 91: a) Strukturvorschlag der Komplexverbindung 89; b) ESI-MS Daten (oben: gef. 433.1046 (z =
2), unten: ber. fiir [C28H56N808Pd84]2+ 4331064)
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Da der Ligand 83 mit Pd**-Tonen Komplexverbindungen mit 4:1 Stchiometrie liefert, ist die
Koordination von Pd** in DNA-Duplexstrukturen unter Verwendung dieses Liganden nicht

moglich. Ein Einbau in Oligonukleotide wurde daher nicht durchgefiihrt.

3.5 Synthese eines L-Lysin Derivats mit Aldehydfunktion zur sequenzspezifischen

Modifizierung von Proteinen
3.5.1 Design eines L-Lysin-Derivats 91 und retrosynthetische Uberlegungen

Die fiir die Proteinmodifizierung benétigte aldehydmodifizierte Aminosédure 91 wurde ent-
sprechend anderen, erfolgreich mittels Amber Suppressor Technik unter Verwendung der
Pyrrolysyl-tRNA Synthetase'’> in Proteine inkorporierten Molekiilen, gewihlt (Abb. 92).
Diese sind als Cbz-geschiitzte L-Lysin-Derivate zu sehen, die am Aromaten eine Modifi-
kation in ortho-Position tragen. Es konnte gezeigt werden, dass somit — beziiglich Einbau in

Proteine — die besten Ergebnisse erzielt wurden.'”

R
H
OYN\/\/\‘/CO2H
(0] NH,
91 R = CHO 145R = ———
143 R=Nj; 146 R = NO,

144R=H 147 R = NHMe

Abb. 92: Mittels Amber Suppressor Technik erfolgreich in Proteine inkorporierte ortho-substituierte L-

Lysin-Derivate sowie neues L-Lysin-Derivat 91.

Aus retrosynthetischer Sicht (Abb. 93) kann die Synthese von 91 durch Umsetzung eines
entsprechenden Sdurechlorids 92 mit N-Boc geschiitztem L-Lysin 93 erfolgen, wobei vorher
eine Schiitzung der Aldehyd-Funktion, zum Beispiel als Acetal, durchzufiihren ist. Das Sdure-
chlorid 92 ist darstellbar aus Phtalaldehyd 94, der zunichst zu 95 geschiitzt und anschliefend

zum priméren Alkohol 96 reduziert wird.
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Abb. 93: Retrosynthetische Uberlegungen zur Synthese von 91.

Die Umsetzung des primdren Alkohols 96 zum Séurechlorid 92 kann entweder mit Phosgen
erfolgen oder unter Verwendung von Triphosgen’”?, das den Vorteil hat, wesentlich sicherer
gehandhabt zu werden und bei dem Phosgen in sifu gebildet wird. Nach Entfernung aller
Schutzgruppen, das heifit zunédchst des Acetals und letztlich der N-Boc-Schutzgruppe sollte

das L-Lysin-Derivat 91 erhalten werden.
3.5.1.1 Synthese des L-Lysin-Derivats 91

Die Darstellung von 91 gelang in einer sechsstufigen Synthese (Abb. 94). Phtalaldehyd 94
wurde zunichst mit 1,3-Propandiol in Toluol unter Verwendung eines Wasserabscheiders
zum Acetal 95 umgesetzt, das im néchsten Schritt mit NaBH,4 in Methanol zum priméren
Alkohol 96 reduziert wurde. Dieser konnte sowohl nach Aufreinigung mittels Destillation, als
auch mittels Sdulenchromatographie erhalten werden. Im néchsten Schritt erfolgte die Um-
setzung mit Triphosgen in Ether zum Sdurechlorid 92, die {iber Nacht erfolgte. 92 wurde ohne
weitere Aufreinigung unmittelbar mit N-Boc-Lys-OH 93 zum L-Lysin-Derivat 97 umgesetzt.
Eine Steigerung auf moderate Ausbeuten von etwa 60% (iiber 2 Stufen) konnte erst nach
deutlichen Verldngerungen der Reaktionszeit auf 40 h erreicht werden. Es zeigte sich, dass
das Séurechlorid 92 auch nach mehrwochiger Lagerung bei —20 °C unter Argon-Atmosphére
fir Umsetzungen zum geschiitzten L-Lysin-Derivat 97 eingesetzt werden kann. Wie sich

herausstellte, sollte die Entschiitzung des Aldehyds von 97, die zum N-Boc geschiitzten L-
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Lysin-Derivat 98 fiihrt, in dieser Synthese das grofite Problem darstellen. Allerdings war hier
von grolem Vorteil, dass es fiir diese Reaktion eine Vielzahl an Moglichkeiten gibt, ohne

hierbei niher ins Detail zu gehen.175
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Abb. 94: Schematische Darstellung der Synthese von 91; Reaktionsbedingungen: a) pTsOH, 1,3-
Propandiol, Toluol, RF, 9 h, 68%; b) NaBH,, CH;0H, 0 °C, 30 min, quant.; c) (CI;C),CO, Et,0,
Aktivkohle, 0 °C — RT, RT, 12 h; d) N-Boc-Lys-OH 93, NaOH/THF, 0 °C— RT, RT, 40 h, 61% (2
Stufen); e) InCl;, CH;0OH/H,O (1:1), 2 h, RF, 63%; f) HCI, Dioxan/H,0, 2 h, RT, 89%.

Die in der Literatur oftmals beschriebenen Umsetzungen mit wiissrigen Sduren'’’ (HCI sowie
pTsOH) fiihrten entweder nur zu einer N-Boc-Entschiitzung oder zur Zersetzung des Mole-
kiils 97. Weiterhin erschwerend war vor allem, dass die Beobachtung des Reaktionsverlaufs

mittels DC aufgrund nahezu identischer R~Werte von 97 und 98 nicht moglich war, weshalb
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die Untersuchung der Reaktionsmischungen unter den genannten Bedingungen mittels ESI-

MS erfolgen musste.

Als weitere Moglichkeit wurde die ebenfalls sehr hdufig angewandte Entschiitzung von Ace-
talen mit Iod in Aceton'”® angewandt. Dies erlaubte zusitzliche Reaktionskontrolle mittels

"H-NMR-Spektroskopie (Abb. 95).

10:30 10:25 10:20
Slppm] S[ppm]

Abb. 95: "H-NMR-spektroskopische Beobachtung der Entschiitzung von 97 mit Iod in Aceton-d, bei
200 MHz. Im linken Spektrum ist die Abnahme des Signals des Acetal-Protons zu sehen. Das rechte

Spektrum zeigt die Zunahme des Carbonyl-Protons der Verbindung 98.

Obwohl ein auftretendes Signal im Bereich 10 ppm und damit das gewiinschte Carbonyl-
Signal bereits unmittelbar nach Zugabe von Iod beobachtet werden konnte, war auch nach

erheblicher Verlingerung der Reaktionszeiten keine vollstindige Umsetzung erfolgt.

SchlieBlich wurde auf die Lewis-Sdure vermittelte Entschiitzung von Acetalen'’’ zuriickge-
griffen. Zur Losung des vorliegenden Problems konnte die von Ranu'”® entwickelte Methode,
d.h. Verwendung katalytischer Mengen von InCl; in wissrigem Methanol, erfolgreich ein-
gesetzt werden. Nach zweistiindigem Riihren unter Riickfluf und sdulenchromatographischer
Aufreinigung konnte 98 in Ausbeuten von 60% isoliert werden. Es wurden keine weiteren
Optimierungen der Reaktion durchgefiihrt, da lediglich eine Entfernung der N-Boc-Schutz-
gruppe durchgefiihrt werden musste, um die Zielverbindung 91 zu erhalten. Dies erfolgte

nach der Standardmethode mit wissriger HCI in Dioxan.
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3.5.2 Einbau von 91 in YFP

Der Einbau der modifizierten Aminosdure 91 in YFP (yellow fluorescent protein) erfolgte in
Zusammenarbeit mit C. Deiml und E. Kaya. Wie sich anhand von Messungen mit dem
Fluoreszenzmikroskop (Abb.96) herausstellte, ist ein Einbau zwar prinzipiell moglich, aller-
dings war dieser unter den getesteten Bedingungen fiir die Gewinnung groferer Mengen an
Protein nicht effizient genug. Das Projekt wurde deshalb nicht weiter verfolgt. Stattdessen

sollte eine Proteinmodifizierung mittels Cu'-katalysierter Click Chemie erfolgen.

Abb. 96: Messungen mit dem Fluoreszenz-Mikroskop ergaben eine nicht ausreichende Effizienz des

Einbaus des L-Lysin-Derivats 91 in YFP.
3.6 Proteinmodifizierung mittels Cu'-katalysierter Click Chemie
3.6.1 Synthese eines azidmodifizierten 3-Pyrrolin-Derivats 99

Fiir die postsynthetische Funktionalisierung von Proteinen mit Diol-Gruppen wurde auf das in
der Arbeitsgruppe Carell bewihrte Pyrrolin-System zuriickgegriffen. Wirges'” konnte zei-
gen, dass eine Periodat-Spaltung von zyklischen geminalen Diolen Dialdehyde lieferte, die in
Wasser im Gleichgewicht mit einer zyklischen Halbacetalform stehen. Weitere Umsetzungen
mit Methoxyamin lieferten die entsprechenden Oxime. Auf der Basis dieser Ergebnisse wurde
ein azidmodifiziertes 3-Pyrrolin-Derivat 99 entworfen, das nach Click Chemie mit alkin-

modifiziertem YFP zunichst diolmodifiziertes Protein liefern sollte. Durch oben beschriebene
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analoge Umsetzungen sollten letztlich weitere selektive Proteinmodifizierungen méglich sein.

Die Synthese von 99 ist schematisch in Abb. 97 dargestellt.
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Abb. 97: Synthese von 99; a) 3-Pyrrolin 101, DCC, CH,Cl,, RT, 16h, 64%; b) NaN;, DMF, RT, 14h,
86%; c) K,0s0,, NMO, ‘BuOH, H,0, Aceton, RT, 19h, 82%.

Die einfach durchzufiihrende dreistufige Synthese gelang durch DCC-vermittelte Peptid-
kupplung von 3-Brompropansidure 100 mit 3-Pyrrolin 101 zum Bromid 102, gefolgt von
nukleophiler Substitution des Bromids mit NaN3; in DMF, wodurch das Azid 103 erhalten
wurde. Abschlieende Bishydroxylierung der Doppelbindung durch Umsetzung mit K,OsO4
und NMO in einem Losemittelgemisch aus ‘BuOH, Wasser und Aceton lieferte die Ziel-
verbindung 99. Generell wurden stets gute Ausbeuten von mehr als 80% erhalten. Lediglich
die Peptidkupplung zu 102 verlief nur mit einer Ausbeute von etwa 60%. Es ist anzumerken,
dass die Synthese nur in oben gezeigter Reihenfolge erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.
Die Peptidkupplung der ebenfalls dargestellten 3-Azidopropansidure 104 mit 3-Pyrrolin 101
fiihrte unter Verwendung sidmtlicher Kupplungsreagenzien (DCC, TBTU, HOBt sowie
PyBop) nicht zum bendtigten Azid 99 (ohne Abb.).

90



Ergebnisse und Diskussion

3.6.2 Click Chemie von Alkin-YFP und Azid 99

Zur Funktionalisierung mittels Click Chemie wurde in Zusammenarbeit mit E. Kaya ein ein-
fach modifiziertes Alkin-YFP eingesetzt. Obwohl in der Arbeitsgruppe Carell'® die Click-
Reaktion mit diesem und auch mit einem dreifach modifizierten Alkin-YFP unter Verwen-
dung diverser Zuckerazide durchgefiihrt werden konnte, war die Click-Reaktion mit dem
Azid 100 nicht erfolgreich. Unter Verwendung der etablierten Bedingungen kam es zur Prazi-
pitation des Proteins. Eine mogliche Ursache fiir das Misslingen kann in der Verwendung von
Cu'-Ionen liegen, von denen bekannt ist, dass sie bei Proteinmodifizierungen storend wirken.

Nicht zuletzt aus diesem Grund werden kupferfreie Methoden intensiv untersucht.”
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4. Fazit und Ausblick

Im Hinblick auf die Realisierung neuer Metall-Basenpaare mit weichen Metallionen wie Pd**
oder Metallionen, die unter Verwendung bisheriger Ligandoside nicht komplexiert werden
konnten, etwa Au", konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden. So ist es prinzipiell
moglich, mit S-Methyl-dithiocarbamaten eine vielseitige Verbindungsklasse in Oligonuk-
leotide einzubauen. Diese Einheit kann verschiedene Metallionen komplexieren und ent-
sprechende Metall-Basenpaare mit unterschiedlichen Bindungsgeometrien bilden. Das not-
wendige Kriterium der Kompabilitit zu Wasser ist dabei erfiillt. Bei Verwendung von Ag"
erfolgt lineare Anordnung, bei Verwendung von Pd** oder Au’* werden quadratisch-planare
Dithiocarbamatkomplexe erhalten. Letzteres ist umso erfreulicher, da postsynthetische Um-
setzungen von aminmodifizierten DNA-Stringen mit CS, nicht zu Dithiocarbamaten fiihrten

und auch die Bildung solcher DTC-Metall-Basenpaare auf diesem Weg nicht erfolgreich war.

Erste UV/Vis-Titrationen von S-Methyl-dithiocarbamatmodifizierten Oligonukleotiden mit
Pd** und Au’" zeigten vielversprechende Ergebnisse, wenngleich ein vollstindiger Nachweis
der erfolgreichen Bildung eines neuen schwefelhaltigen Metall-Basenpaares bislang nicht
erbracht werden konnte. Problematisch war, dass nur sehr geringe Mengen der modifizierten
DNA Striange erhalten wurden. In erster Linie sind deshalb die Bedingungen der DNA-Syn-
these dahingehend zu verdndern, dass die Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten
vermieden oder zumindest erheblich reduziert wird. In diesem Sinne sind insbesondere die
Bedingungen wihrend des Oxidationsschritts zu verbessern. Hierzu konnten weitere che-
mische Oxidationsmittel getestet werden. Der Einbau konnte aber auch auf biologischem

Weg, z.B. iiber die Triphosphate, erfolgen.

Das in dieser Arbeit synthetisierte S-Methyl-dithiocarbamat konnte zudem als Vorstufe zur
Synthese eines Thioharnstoff-Liganden eingesetzt werden. Somit besteht eine weitere
Moglichkeit zur Koordination von Pd** oder Au® sowie vieler weiterer Metallionen und in
dessen Folge die Ausbildung verschiedener Bindungsgeometrien. Es ist jedoch analog des S-
Methyl-dithiocarbamats davon auszugehen, dass wihrend der DNA-Synthese, v.a. wihrend
des Oxidationsschritts, Nebenprodukte gebildet werden, so dass auch in diesem Fall
Voruntersuchungen notig sind, damit unter Umstidnden auf alternative Methoden zuriickge-

griffen werden kann.
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Im Gegensatz dazu verlief der Einbau der Imidazolium-Funktionalitét in Oligonukleotide ver-
gleichsweise unproblematisch, auch wenn die Ausbeuten aufgrund sehr aufwéndiger Auf-
reinigungen mittels HPLC sehr gering waren. Ein Metall-Basenpaar auf NHC-Basis, bei dem
es sich um das erste metallorganische Basenpaar handeln wiirde, konnte nicht erhalten wer-
den. Es konnen zwar basische Silbersalze zur in situ Deprotonierung sowie zur Koordination
von Ag' eingesetzt werden, allerdings ist fraglich, ob diese Metall-Basenpaare stabil genug
sind, um mittels ESI-MS nachgewiesen zu werden. Abschlie3end kann nicht ausgeschlossen

werden, dass die Kombination von DNA und NHC-basierender Metallorganik unvereinbar ist.

In Bezug auf neue DNA-Hybridkatalysatoren, bei deren Bildung #hnliche Probleme zu
tiberwinden sind, besteht prinzipiell die alternative Moglichkeit bereits synthetisierte NHC-
Komplexe durch Click Chemie an entsprechende Oligonukleotiden anzukniipfen. Wasser-

16sliche NHC-Komplexe sind in der Literatur beschrieben.'®!

Mit der erfolgreichen Click-
Ankniipfung des Thiamin Azids steht zudem eine Alternative fiir katalytische Anwendungen

zur Verfiigung.

Selektive Modifizierungen von Proteinen stellen gro3e Herausforderungen dar. Die in dieser
Arbeit synthetisierte aldehydmodifizierte Aminosédure konnte bereits auf Anhieb erfolgreich
in YFP eingebaut werden. Moglicherweise kann die Effizienz des Einbaus durch veridnderte

Reaktionsbedingungen gesteigert werden.

93



Experimenteller Teil

S. Experimenteller Teil

5.1 Material und Methoden

Allgemeines: Alle chemischen Reaktionen wurden mit ofengetrockneten Glasgeriten durch-
gefiihrt. Bei hydrolyse- oder sauerstoffempfindlichen Reaktionen wurden die Glasgerite
zusidtzlich dreimal sdkularisiert, hier wurde stets unter Argon-Atmosphire gearbeitet. Das
Entgasen der Losemittel erfolgte durch mindestens dreimaliges einfrieren des Losemittels in
fliissigem Stickstoff, antauen im Vakuum und fluten mit Argon. Losemittel wurden entweder
in einem mit Argon gefluteten Rotationsverdampfer oder direkt im Hochvakuum entfernt. Das
Abdestillieren der Losemittel in vacuo wurde am Membranpumpenvakuum mit einem
Rotationsverdampfer VV2000 der Firma Heidolph durchgefiihrt. Wiassrige Losungen wurden
in fliisssigem Stickstoff eingefroren und mit einer Lyophille vom Typ Alpha 2-4 der Firma
Christ oder einer Speed Vac der Firmen Savant (Speed Vac SC 110A sowie SPD 111V) und
Christ (RVC 2-33R, CT-04-50-SR, CT-02-50-SR oder RVC 2-25) im Olpumpenvakuum
eingeengt. Molekularsieb (3 A) fiir die DNA-Synthese wurde vor der Verwendung fiir 24 h im
Sandbad bei 300 °C unter Hochvakuum ausgeheizt.

Chemikalien und Losemittel: Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Acros, Alfa
Aesar, Fluka oder SigmaAldrich in den gingigen Qualititen puriss., p.a. sowie purum be-
zogen. Trockene Losemittel (Wassergehalt < 50 ppm) wurden von Acros, Fluka oder Sigma
Aldrich bezogen. Fiir Sdulenchromatographie sowie Reaktionen, die keine trockenen Lose-
mittel erforderten, wurden technische Losemittel eingesetzt, die vorher destilliert wurden.
Losemittel fiir HPLC-Experimente wurden in HPLC-Qualitdt von Merck, Sigma oder Fisher
bezogen. Doppelt destilliertes Wasser wurde mit einer Milli-Q Plus Anlage hergestellt.

Diinnschichtchromatographie: Es wurden Aluminium-Fertigplatten Kieselgel 60 F>sy
(Schichtdicke 0.25 mm) der Firma Merck verwendet. Die Substanzen wurden unter UV-Licht
(A =254 bzw. 366 nm) oder durch Anfarben mit Tauchreagenzien und anschlieBendem
Erhitzen sichtbar gemacht oder nur durch Erhitzen. Als Anfédrbereagenzien wurden Nin-
hydrin-Losung (0.30 g Ninhydrin, 100 mL n»BuOH, 3 mL Eisessig) sowie Anisaldehyd-
Losung (2.20 g Anisaldehyd, 2 mL konz. H,SO4, 100 mL Eisessig) verwendet.
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Sidulenchromatographie: Siulenchromatographie wurde nach der Flash-Methode mit No-
Uberdruck durchgefiihrt. Es wurde Kieselgel 60 der Firma Merck mit einer KorngroBe von
0.024-0.063 mm eingesetzt. Angaben der Losemittelgemische beziehen sich auf Volumen-

anteile. Die Elution erfolgte bei Raumtemperatur.

HPL Chromatographie: Samtliche Umkehrphasen Experimente wurden auf Anlagen der
Hersteller Merck-Hitachi und Waters durchgefiihrt (beide sowohl analytisch als auch
priparativ). Merck-Hitachi: L-7400 UV- und L-7420 UV/VIS-Detektor, L-7100 und L-7150
Pumpe, D-7200 Autosampler, L-7000 Interfacemodul und L-7612 bzw. ERC-3415 Entgaser.
Waters: 2487 Dual 1 Absorbance Detector, 1525 Binary HPLC Pump, 2695 Separations
Module und 2996 Photodiode Array Detector. Das Sdaulenmaterial (VP 250/10 Nucleodur
100-5 C;s und VP 250/10 Nucleodur 100-7Cg fiir praparative Trennungen sowie CC 250-4
Nucleosil 120-3 C;3, CC-Nucleosil 100-3 C;g und CC-Nucleodur 100-3C,g fiir analytische
Trennungen) stammte von Macherey-Nagel. Fiir analytische sowie priparative HPLC wurde
folgendes Puffersystem verwendet:0.1 M Triethylammoniumacetat (TEAA) in doppelt des-
tilliertem Wasser, pH 7.0 (Puffer A) und 0.1 M TEAA in 80/20 CH3;CN/Wasser, pH 7.0
(Puffer B). Fiir HPLC nach enzymatischem Totalverdau wurde folgendes Puffersystem ver-
wendet: 2 mM Ammoniumformiat in doppelt destilliertem Wasser, pH 5.5 (Puffer A) und 2
mM Ammoniumformiat in 80/20 CH3CN/Wasser, pH 5.5 (Puffer B).

CD Spektroskopie: Messungen wurden in Quartzglas Kiivetten (1 cm) mit einem Jasco J-
810 Spectropolarimeter durchgefiihrt. Als Kiihleinheit diente eine Haake WKL 26. Jede
Messung bestand aus 10 Durchldufen, wobei vor der Messung der jeweiligen Probe eine ent-
sprechende Blindprobe gemessen wurde. Der Messbereich erstreckte sich von 800 nm bis 200

nm, die Scan-Geschwindigkeit betrug 200 nm/s.

Kernresonanzspektroskopie: 'H-Kernresonanzspektren, '’F-Kernresonanzspektren sowie
3'p_Kernresonanzspektren (‘H-NMR, ""F-NMR *'P-NMR) wurden bei Raumtemperatur mit
den Geriten VarianOxford200 und VarianMercury-200VX aufgenommen. Kernresonanz-
spektren hoherer Feldstirke sowie '*C-Kernresonanzspektren ('?C-NMR) wurden, falls nicht
anders vermerkt, bei Raumtemperatur mit den Geriten BrukerAC300, VarianXL400 sowie
BrukerAMX600 gemessen. In Klammern sind die benutzten Messfrequenzen in MHz und das
jeweilige Losemittel angegeben. Chemische Verschiebungen ¢ fiir die 'H-NMR- und "C-
NMR-Spektren sind in ppm relativ zu Tetramethylsilan (6 = 0), fiir 19F—Spektren relativ zu
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CFCl; und fiir die *'P-Spektren relativ zu Phosphorsiure (85 % in Wasser, 6 = 0) angegeben.
Die entsprechenden Losemittelsignale CHCI; (6 = 7.26) in CDCls;, DMSO-ds (0 = 2.50) in
DMSO-ds, HDO (6 = 4.65) in D,0, (CD3)(CD,H)CO (6 = 2.05) in (CD3),CO, CD,HCN (¢ =
1.94) in CD3;CN sowie CD,HOD (6 = 3.31) in CD3;0D dienten als interne Referenz im Falle
von 'H-Kernresonanzspektren, bei '*C-Kernresonanzspektren wurden folgende Werte als in-
terne Referenz verwendet: CHCI; (0 = 77.2) in CDCls;, DMSO-d5 (0 = 39.5) in DMSO-dg,
(CD3)(CD;H)CO (6 = 29.8) in (CD3),CO, CD,HCN (6 = 1.3) in CD3CN sowie CH30H (6 =
49.0) in CD3;OD. Die Kopplungskonstanten (J) werden in Hertz (Hz) angegeben. Fiir die
Multiplizititen werden folgende Abkiirzungen benutzt: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett),
q (Quartett) und m (Multiplett) sowie Kombinationen davon. Breite Signale werden zusitzlich
durch die Abkiirzung br beschrieben. Zur Zuordnung der Signale wurden, falls dies erforder-
lich war, HSQC-, COSY- sowie NOESY-Spektren aufgenommen. Die Spektren wurden mit

MestReNova ausgewertet.

Infrarotspektroskopie: Die Infrarot-Spektren (IR) wurden an einem Perkin-Elmer281
Spektrometer mit ATR Einheit sowie einem Bruker IFS 88 und Bruker IFS 25 aufgenommen.
Die Proben wurden als Reinsubstanz oder als KBr-Pressling vermessen. Fiir Messungen im
FIR Bereich wurden PE-Pressling verwandt. Die Absorption ist in Wellenzahlen [cm™'] ange-
geben. Der Aufnahmebereich erstreckte sich von 20 cm™' bis 4000 cm™'. Zur Charakterisier-
ung der Banden wurden die Abkiirzungen vs (very strong), s (strong), m (medium), vw (very

weak), w (weak) sowie br (broad) verwendet.

Massenspektrometrie: Messungen wurden auf den Geriten Finnigan MAT 95 Q und Jeol
MStation (EI, CI, FAB, FIB) durchgefiihrt. Die Auflosung war bei Niederauflosung auf etwa
1000 und bei Hochauflosung auf etwa 5000 eingestellt. Elektronenstofl Ionisation (EI) und
Chemische Ionisation (CI) wurde bei einer Quellentemperatur von 250 °C und einer Elek-
tronenenenergie von 70 eV durchgefiihrt. Fiir CI wurde Isobutan als Reaktandgas bei einem
Quellenaussendruck von 2:107* bar verwendet. FAB und FIB Proben wurden durch Beschuss
mit 8 kV schnellen Xe-Atomen (FAB) oder 20 kV schnellen Cs-Ionen (FIB) in Nitrobenzyl-
alkohol- oder Glycerin-Matrix auf einem Kupfer-Target ionisiert. Gaschromatographie
(GC/EI und GC/CI) wurde an einem Varian 3400 Gaschromatographen mit split-splitlos In-
jektor und CTC Autosampler A200S durchgefiihrt. Fiir die Trennung wurde eine CS Supreme-
5 Kapillartrennsdule eingesetzt. Triagergas war He mit einer Flussrate von etwa 1.5 mL/min.
Die Temperatur des Injektors und der direkten Kopplung zum Massenspektrometer betrug
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250 °C. Der Siulenofen wurde von 50 °C bis 300 °C isotherm mit einer Rate von 25 °C/min
geheizt. Jeweils 0.1 bis 1uL Probenlésung wurde mit einem Split von 1:10 injeziert. Elektro-
spray lonisation (ESI) Messungen wurden an einem Thermo Finnigan LTQ-FT mit einer
IonMax Ionenquelle durchgefiihrt. Die Auflosung war auf 100000 bei m/z 400 eingestellt. Die
Spraykapillarenspannung betrug 4 kV, die Heizkapillarentemperatur 250 °C und der Stick-
stoff Schiegasfluss 25 Einheiten. MALDI-TOF-Spektren wurden auf einem Bruker Autoflex
Il gemessen. Es wurde eine Matrix bestehend aus 3-Hydroxypicolinsdure (50 mg),
Ammoniumhydrogencitrat (10 mg) und 15-Krone-5 (10 pL), gelost in einer 1:1 Mischung aus
Wasser und Acetonitril (I mL), verwendet. Salzhaltige Proben wurden vor der Messung zu-
satzlich mit Membranfiltern (Porengrole 0.025um) der Firma Millipore, oder durch Cig-

SepPac Kartuschen der Firma Waters entsalzt.

UV/Vis Spektroskopie: UV/Vis-Spektren wurden mit einem Varian Cary 100 Bio mit Cary
Temperature Controller und Sample Transport Accessory mit Multi Cell Block sowie einem
Jasco-V-650Spectrophotometermit Thermo Scientific WKL 26 Kiihleinheit gemessen. Der
Messbereich erstreckte sich von 800 nm bis 200 nm, die Scan-Geschwindigkeit betrug 400
nm/min. Beide Geridte wurden auch zur Bestimmung der DNA-Schmelzkurven verwendet

(siehe dort).

Schmelzpunktbestimmung: Die Schmelzpunktbestimmungen erfolgten mit einem Biichi
MeltingPoint B-540 sowie einem Biichi 530. Dabei wurde zunichst der grobe Schmelzbe-
reich ermittelt, der dann mit einem Temperaturgradienten von 1 °C pro Minute genauer be-

stimmt wurde.
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5.2 Synthese der Oligonukleotide und biochemische Arbeiten

Zur Herstellung kiinstlicher Oligonukleotide wurde die von Letsinger und Caruthers ent-
wickelte Phosphoramidit Methode eingesetzt. Die Vorteile dieser Methode liegen in der
schnellen Durchfiihrung, geringem Arbeitsaufwand, bedingt durch Automation, in der guten
Reproduzierbarkeit sowie den in der Regel erhaltenen guten Ausbeuten. Ferner konnen die fiir
die Synthese benétigten Reagenzien und Materialien kommerziell erworben werden, wodurch
der Arbeitsaufwand weiter reduziert werden kann. Das Prinzip der Phosphoramidit Methode
ist schematisch in Abb. 98 gezeigt. Im Wesentlichen werden vier Schritte pro Synthesezyklus

durchlaufen.
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Abb. 98: Schematische Darstellung des DNA-Synthesezyklus.

Im ersten Schritt wird ein festphasengebundenes Nukleotid, mit dem die Synthese begonnen

werden soll, durch Behandlung mit Dichloressigsédure in der 5°-Position zum freien Alkohol
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entschiitzt. Im zweiten Schritt findet die Kupplung statt. Hierbei werden durch voran-
gegangene Aktivierung des Phosphoramidits mit einem Tetrazol-Derivat, beispielsweise BTT,
Reaktivester gebildet, die mit nukleophilen OH-Gruppen zu Phosphittriestern reagieren. Da
stets ein geringer Teil an OH-Gruppen nicht reagiert hat, ist es in einem dritten Schritt erfor-
derlich, die entsprechenden Funktionen zu verestern und damit aus dem Synthesezyklus zu
entfernen, um unerwiinschte Verzweigungen der Oligonukleotid-Stringe zu unterbinden
(Capping). Gingige Reagenzien sind Ac,O oder Pac,O. Im letzten Schritt findet die Oxida-
tion der Phosphittriester zum Phosphotriester statt. In aller Regel werden wéssrige Losungen
von Iod in Gegenwart einer Base (z.B. 2,6-Lutidin) verwendet, um entstehendes HI abzu-
fangen. Nach der Oxidation von P" zu PV erfolgt — falls dies erwiinscht ist — erneute Ent-
schiitzung der 5°-Position mit Dichloressigsdure und ein weiterer Synthesezyklus kann durch-
laufen werden. Soll die Synthese beendet werden, erfolgt basenvermittelte Entschiitzung am
Phosphotriester und an den Nukleobasen (Abb. 99) sowie Entfernung vom Trigermaterial.

Dies geschieht durch Verwendung von konz. aq. NH; oder K»CO3 (Ultramild®-Synthese).

NHBz NHBz

0
M Ly
N N/) NAO N">NT>NHBU
R R R

NHACOPh NHAC
N N NN N
N NH
¢ | ¢ ]
N N/) l\,l/go N N/)\ NHACOPh-/Pr
R R R

Abb. 99: Schutzgruppen der Nukleobasen (von links nach rechts: A, C, G; R steht fiir den Zucker-
Rest) in der DNA-Synthese. Obere Reihe: Schutzguppen fiir die Standardbedingungen. Untere Reihe:
Schutzgruppen fiir die Ultramild®-Synthese.

Die modifizierten Oligonukleotide wurden mit einem Expedite™ 8900 Nucleic Acid Synthesis
System der Firma Applied Biosystems synthetisiert. In der vorliegenden Arbeit wurden ver-
schiedene Phosphoramidite in Oligonukleotide verschiedener Sequenzen inkorporiert (Abb.

100).
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Abb. 100: Ubersicht der synthetisierten Phosphoramidite fiir die Oligonukleotid-Synthese.
Die Sequenzen fiir Phosphoramidit 31 lauten:

3°-ATG-TTG-TXA-TTA-CAC-5°
3-GTG-TAA-TXA-CAA-CAT-5"
3-ATG-CTX-CGT-GA-5"
3-TCA-CGX-AGC-AT-5"

Die Sequenzen fiir Phosphoramidite 63, 105 und 106 lauten:

3-TCA-CGX-AGC-AT-5"
3-ATG-CTX-CGT-GA-5"

Die Synthesemalstidbe betrugen 0.2 uM sowie 1.0 uM. Sdmtliche Phosphoramidite fiir die
Standard- sowie Ultramild®-Synthese wurden von Glen Research bezogen, ebenso das mit
nukleotidbeladene CPG-Trigermaterial. Das als Kupplungsreagenz eingesetzte Benzylthio-
tetrazol (BTT) wurde nach der im Arbeitskreis Carell bewihrten Methode synthetisiert182 und
vor Verwenden fein zermorsert iiber Nacht am Hochvakuum getrocknet. Phenoxyessigsdure-
anhydrid (fiir die Ultramild®-Synthese) wurde von TCI bezogen. Alle sonstigen Chemikalien
stammten von Sigma Aldrich sowie Fluka und waren von hochster Reinheit. Sowohl die

Phosphoramidite als auch BTT wurden in Acetonitril gelost, das von den Firmen Roth und
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Sigma Aldrich in den Qualititen ,,Zur DNA-Synthese* bezogen wurde (Wassergehalt < 10

ppm). Nachfolgend sind die Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien aufgefiihrt:

e Phosphoramidite der Standardbasen sowie Ultramild®-Phosphoramidite: 0.1 M in
CH;CN iiber Molekularsieb (3 A).

¢ Phosphoramidite 31, 63, 105, 106: 0.1 M bis 0.3 M in CH3CN iiber Molsieb (3 A).

e Aktivator (BTT): 0.25 M in CH;CN iiber Molsieb (3 A).

e Cap A: Essigsdureanhydrid (20%), 2,6-Lutidin (30%) in CH3CN (50%) fiir Phos-
phoramidit 31, 105 und 106 sowie Phenoxyessigsdureanhydrid (0.5 M in 2,6-Lutidin
und CH;3CN 1:9) fiir Phosphoramidit 63.

e Cap B: N-Methylimidazol (20%) in CH3;CN (80%) fiir 31, 63, 105, 106.

¢ Entschiitzung: 3% Dichloressigsdure (DCA) in Toluol.

e Oxidation: 0.025 M I, in CH3CN (65%), 2,6-Lutidin (5%) und H,O (30%) fiir Phos-
phoramidite 31, 105 und 106 sowie 0.02 M I, in THF (89.6%), Pyridin (0.4%) und
H,0 (10%) fiir Phosphoramidit 63.

e Abspaltung vom Tréiger sowie Entschiitzung: konz. NH3 in EtOH (3:1) fiir Phosphor-
amidit 31, 105 und 106 sowie 0.05 M K,CO3 in MeOH fiir Phosphoramidit 63.

Die Kupplungsbedingungen der kommerziellen Phosphoramidite wurden entsprechend den
Syntheseprotokollen des Herstellers iibernommen. Davon abweichend wurden die Kup-
plungszeiten der Phosphoramidite 31, 105 und 106 auf 10 min erhoht. Bei allen in dieser
Arbeit synthetisierten Oligonukleotide wurde die letzte DMTr-Schutzgruppe am Synthesizer
entfernt (DMTr-Off Synthese). Die Oligonukleotide wurden mit den oben genannten Reagen-
zien bei Raumtemperatur fiir 16 h (Phosphoramidite 31, 105 und 106) sowie 4 h (Phosphor-
amidit 63) vom Trigermaterial abgespalten und entschiitzt. Im Anschluss wurden die jewei-
ligen Losemittel in der Speed Vac entfernt. Zur Bestimmung der Konzentration der unaufge-
reinigten Oligonukleotide, welche mit einem NanoDrop ND 1000 Photometer der Firma
peQLab durchgefiihrt wurde sowie fiir analytische und préaparative HPLC wurden die Proben
in doppelt destilliertem Wasser aufgenommen. Die Aufreinigung mittels HPLC erfolgte unter
Verwendung von TEAA-Puffer (0.1 M) in doppelt destilliertem Wasser, pH 7.0 (Puffer A)
sowie 80/20 CH3;CN/Wasser, pH 7.0 (Puffer B) mit Gradienten von 0 — 30 % Puffer B in 45
min sowie 0 — 40 % Puffer B in 45 min bei einer Flussrate von 5 mL/min. Die Fraktionen

wurden durch analytische HPLC-Gradienten analog préaparativer HPLC auf Reinheit gepriift
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und mit MALDI-TOF-Spektrometrie analysiert. Gereinigte Oligonukleotide wurde an-
schlieBend Sep-Pak C18 Kartuschen der Firma Waters entsalzt. Diese wurden zuerst mit
CH3CN (5 mL) aktiviert und mit doppelt destilliertem Wasser (10 mL) dquilibriert. Nach dem
Auftragen der Probe wurde mit doppelt destilliertem Wasser (5 mL) gespiilt und mit
CH;CN/H,0 (1:1, 5 mL) eluiert. Die Losemittel wurden an der Speed Vac und an der Lyo-
phille entfernt. Die Proben wurden schlieBlich bei —18 °C gelagert. Kéuflich erworbene
Oligonukleotide stammten von Metabion. Zur Bestimmung der Konzentration mittels Nano-
Drop wurden die entsalzten Oligonukleotide in doppelt destilliertem Wasser (500 uL) gelost.
1.5 pL davon wurden bei 260 nm gemessen und die Konzentration iiber die errechneten
Extinktionskoeffizienten ermittelt, wobei die Werte der Extinktionskoeffizienten aller Stan-

dardbasen der Literatur entnommen wurden. '

Herstellung von aminmodifizierten Oligonukleotiden

Die Herstellung aminmodifizierter Oligonukleotide unter Verwendung der Phosphoramidite
105 und 106 gelang wie oben beschrieben. Abb. 101 zeigt die zugehorigen analytischen
Daten. Aufgrund der leichteren Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung mit
NH,4OH iiber Nacht wurde 105 bevorzugt eingesetzt.
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Abb. 101: MALDI-TOF-Spektrum von aminmodifizierter DNA unter Verwendung des Phosphor-
amidits 105 nach vollstindiger Entschiitzung (links, ber. fiir [M—H]™ 3185; gef. 3195) sowie HPL-

Chromatogramm des gereinigten Strangs (rechts).
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Schmelzkurven: Es wurden Messungen mit DNA-Konzentrationen von 3 pM in wéssrigen
Salzlosungen (150 mM NaCl und 10 mMm Tris/HCl, pH 7.4) durchgefiihrt. Die fiir die
Messungen verwendeten Quarzkiivetten waren von Helma und hatten eine Schichtdecke von
10 mm. Die Probenlésung in der Kiivette wurde mit etwas Dimethylpolysiloxan iiberschich-
tet, um ein Verdampfen oder Einkondensieren von Wasser wéihrend der Messungen zu verhin-
dern. Kontinuierliches Spiilen des Probenraums mit einem leichten Stickstoffstrom verhin-
derte ein Beschlagen der Kiivetten wihrend der Messungen. Es wurden je fiinf aufeinander-
folgende Messungen im Temperaturbereich von 5 °C — 85 °C sowie 85 °C — 5 °C mit
einem Temperaturgradienten von 0.5 °C/min bei den Wellenldngen 260 nm und 320 nm
durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microcal Origin. Dazu wurde zunéchst
der gemessene Hintergrund (320 nm) von jeder Kurve abgezogen, anschlieBend wurde iiber
alle Kurven gemittelt. Die gemittelte Kurve wurde durch ein Polynom 9. Ordnung approxi-
miert und der Schmelzpunkt schlieBlich aus der Nullstelle der 2. Ableitung der Néaherungs-

funktion ermittelt.

Enzymatischer Totalverdau: Enzymreaktionen wurden in Reaktionsgefif3en von Eppendorf
(0.2 mL und 1.5 mL) durchgefiihrt. Enzyme wurden bei —20 °C gelagert und vor Zugabe auf 0
°C erwdrmt. Reaktionstemperaturen wurden unter Verwendung von einen Thermomixer
comfort von Eppendorf konstant gehalten. Die Oligonukleotide (20 pMm, 90 uL) wurden mit 10
uL Verdaupuffer (200 mM Tris/HCI, 100 mm MgCl,, 1 M NaCl, pH = 9) und snake venom
Phosphodiesterase 1 (Crotalus adamanteus venom) (0.5 units) fiir 6 h bei 37 °C inkubiert. Im
Anschlu3 wurde calf intestinal Phosphatase (CIP) (5 units) zugegeben und weitere 30 min bei
37 °C inkubiert. AbschlieBend wurde die Mischung fiir 15 min bei 9000 U/min zentrifugiert
und per HPLC sowie LC-ESI-MS analysiert. Fiir die HPLC wurde eine Uptisphere 3 HDO
(150%2.1 mm) von Interchim verwendet. Die eingesetzten Puffer waren 2 mmM NH4HCO; in
H,O (Puffer A) und 2 mM NH4HCO, in CH3CN:H,O 4:1 (Puffer B). Der Gradient betrug 0 —
12 min, 0 — 3% B; 12 — 60 min, 3% — 60% B; 60 — 62 min, 60% — 100% B; 62 — 80
min, 100% B; 80 — 90 min, 100% — 0% B; 90 — 95 min, 0% B bei einem Fluss von 0.15
mL/min. LC-ESI-MS Messungen wurden mit einem L7-FT ICR-Massenspektrometer von
Thermo Finnigan, kombiniert mit einer Surveyor MS-Pumpe, durchgefiihrt. Die verwendeten
Puffer und Gradienten waren dieselben wie bei der HPLC-Analytik. Die Sdulentemperatur
wurde auf 30 °C gehalten. Das Massenspektrometer wurde im Negativmodus mit einer ion-
spray Spannung von 4 kV, einer Kapillartemperatur von 200 °C sowie einem ion source gas

Fluss von 40 betrieben. Die MS/MS Kollisionsenergie betrug 35 eV.
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Click-Chemie der Azide 38, 40 und 46 mit alkinmodifizierten Oligonukleotiden

Alkinmodifizierte Oligonukleotide wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Carell zur Ver-
fiigung gestellt (Sequenzen: 3°-GCG-CTT-ACX-TGT-CGC-G-5" sowie 3-GCG-CTT-ACX-
XGT-CGC-G-57). Fir CuAAC-Reaktionen wurde zunichst eine frisch hergestellte Losung
von CuBr (100 mM in DMSO, 2.5 uL) zu einer frisch hergestellten Lésung von TBTA (100
mM in DMSO, 2.5 uL) gegeben. Diese Mischung wurde geschiittelt und zu einer bereits vor-
liegenden Mischung, bestehend aus Losungen der entsprechenden Azide (100 mM in DMSO,
20 uL) sowie alkinmodifizierter DNA (10 nmol in ddH,0, 30 uL) gegeben. Die Reaktions-
mischungen wurden bei Temperaturen zwischen 25 °C und 40 °C fiir 3 bis 24 h geschiittelt.
Fiir MALDI-TOF-Messungen wurden etwa 10 uL der Reaktionslésungen abgenommen und
mit Millipore Membranen entsalzt. Fir weiterfiihrende HPLC-Experimente oder MALDI-
TOF-Messungen wurden Ethanol-Fillungen durchgefiihrt. Dazu wurde nach beendeter Reak-
tion NaOAc-Losung (0.3 M, 125 puL) zugegeben, geschiittelt und anschlieend abs. Ethanol
(1mL) zugefiigt. Die Mischungen wurden entweder fiir 72 h auf —20 °C oder 24 h auf —80 °C
gekiihlt. Es wurde mit Eppendorf miniSpin Geriten zentrifugiert (15 min bei 13000 Um-
drehungen/min) und der Uberstand abdekantiert. Die erhaltenen DNA-Pellets wurden mit eis-

kaltem Ethanol (70%) gewaschen, an Luft getrocknet und in ddH,0O aufgenommen.

Synthese von azidmodifizierten Oligonukleotiden und Click Chemie mit Alkin 39

Die Synthese azidmodifizierter Oligonukleotide gelang sowohl postsynthetisch als auch direkt
via H-Phosphonat-Chemie. Bei der postsynthetischen Variante wurde ein kommerziell er-
hiltlicher Amino-Linker, der von Glen Research bezogen wurde nach der Phosphoramidit-
Methode unter Verwendung der Standardbedingungen am 5°-Ende eines 18-mers inkorporiert
(Abb. 102). Die mittels HPLC gereinigten und lyophillisierten Stringe (10.98 nmol) wurden
mit Na,CO3/NaHCOs-Puffer (pH 9, 0.25 M, 45 uL) sowie Aktivester 107 (10.98 umol, siehe
5.3.11) in DMSO (13.5 uL) versetzt und 17 h bei 25 °C inkubiert. Uberschiissiges Ausgangs-
material wurde mittels size-exclusion Chromatographie unter Verwendung einer PD-10 Séule

entfernt. Im Anschluss erfolgte Aufreinigung mittels HPLC.
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Abb. 102: MALDI-TOF-Spektren von aminmodifizierter DNA vor (linkes Spektrum, ber. fiir [M—H]~

5629; gef. 5628) und nach Umsetzung mit Aktivester 107 zu azidmodifizierter DNA (rechtes
Spektrum, ber. fiir [M—H]™ 5754; gef. 5758).

DNA-Synthesen via H-Phosphonat-Chemie mit Verbindung 108 (Abb. 103) erfolgten gemal
den im Arbeitskreis Carell etablierten Protokollen. Click-Experimente wurden analog der

oben beschriebenen Methode durchgefiihrt.
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Abb. 103: H-Phosphonat 108 fiir die DNA-Synthese (links) und MALDI-TOF-Spektrum des syntheti-
sierten DNA-Strangs (Sequenz: 3"-TAC-ATC-GTT-X-5"; ber. fiir [M—H] 3084, gef. 3079.
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Click Experimente wurden ausschlielich mit azidmodifizierter DNA durchgefiihrt, die durch
postsynthetische Modifizierung von Amino-DNA erhalten wurde. Die Durchfiihrung erfolgte
analog der Click Chemie mit Alkin-DNA.

Gold-katalysierte Modifizierung von alkinhaltigen Oligonukleotiden
Die Gold-katalysierte Modifizierung von Oligonukleotiden gemill Abb. 104 gelang sowohl

unter Verwendung eines Gold™-Salen Komplexes 109 als auch durch Verwendung einer

wissrigen Losung von AuBrs.
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Abb. 104: Schematische Darstellung der Gold-katalysierten Modifizierung von alkinhaltigen Oligo-

nukleotiden.

Im Falle von AuBr; wurden alkinmodifizierte Oligonukleotide (6 uL, 2 nmol, 1.00 eq) mit p-
Anisaldehyd (0.16 puL, 1.33 nmol, 0.67 eq), Piperidin (0.15 pL, 1.46 nmol, 0.73 eq) und
AuBr; (1 mMm, 2 pL, 2.00 nmol, 1.00 eq) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde sorgfiltig
mit Argon gespiilt und 24 h bei 40 °C geschiittelt. Nach Entsalzen iiber Millipore-Membranen
erfolgten unmittelbare MALDI-TOF-Messungen (Abb. 105).

Versuche mit Gold"'-Salen Komplex 109 wurden analog durchgefiihrt. Aufgrund der schlech-

ten Loslichkeit erfolgte die Zugabe jedoch in fester Form und somit in hohem Uberschuss.
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Abb. 105: MALDI-TOF-Spektrum des Rohprodukts nach Umsetzung von alkinmodifizierter DNA
(Masse 4951) mit Piperidin, p-Anisaldehyd und AuBrs;. Ber. fiir [M—H]™ 5154, gef. 5168.

Synthese von 109'%

— I

=N, N=

= Au3+

Eine Suspension von K[AuCly] (51 mg, 0.13 mmol, 1.00 eq) in CH,Cl, (6.8 mL) wurde mit
einer Losung von NH4PFg (143 mg, 0.88 mmol, 6.50 eq) in EtOH (6.8 mL) versetzt. Die
erhaltene gelbe Losung wurde zu einer Losung von Salen (181 mg, 0.68 mmol, 5.00 eq) in
CH,Cl, (6.8 mL) gegeben und 20 min bei 100 °C unter Riickfluss geriihrt. Die orange Losung
wurde auf Raumtemperatur gekiihlt und mit Isohexan und Ether versetzt (je 10 mL). Das
erhaltene orange Prizipitat wurde mit CHCl; (15 mL) gewaschen und in vacuo getrocknet.

Der Komplex 109 lag als PFg -Salz vor.
HRMS (ESI): m/z (%): 165.10 (23, CoH3N,0), 269.13 (8, CisH7N,O,), 395.02 (15,

C1,HsNO»Au), 463.07 (100, [M]"; ber. fiir [C16H14N20,Au]" 463.0715, gef. 463.0712 [M]");
HRMS (ESI'): m/z (%): 144.96 (68, PF¢ ).
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5.3 Synthesevorschriften
5.3.1 Synthese des Imidazolium-Phosphoramidits (31)
5.3.1.1 (S)-2-((Bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)oxiran (33)5 3

O

1
ﬁ
DMTrO

Zu trockenem CH,Cl, (34 mL) wurde (R)-(+)-Glycidol 32 (1.00 mL, 15.10 mmol, 1.00 eq)
gegeben und die farblose Losung mit NEt; (5.40 mL, 40.70 mmol, 2.70 eq) versetzt. DMTrCl
(6.45 g, 19.00 mmol, 1.26 eq) wurde portionsweise innerhalb von 15 min zugegeben. Die ent-
standene orange Suspension riihrte 21 h bei Raumtemperatur (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc
10:1) und wurde im Anschluss mit ges. NaHCO3-Losung (20 mL) versetzt. Die organische
Phase wurde in vacuo eingeengt und mit EtOAc (75 mL) versetzt. Nach dreimaligem
Waschen mit ges. NaHCOs-Losung (150 mL) wurde iiber Na,SO4 getrocknet und das Lose-
mittel in vacuo entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (SiO,, Isohexan

/EtOAc 10:1 + 1% NEt3) konnte 33 als gelbes Ol erhalten werden (4.89 g, 12.99 mmol, 86%).

DC [Isohexan/EtOAc (10:1)]: R;= 0.14; "H-NMR (300 MHz, CDCls): ¢ = 7.53-7.49 (m, 2H,
Ar-H), 7.40-7.21 (m, 6H, Ar-H), 7.10 (m, 1H, Ar-H), 6.87 (m, 4H, Ar-H), 3.78 (s, 6H,
OCH3), 3.40-3.32 (d, °J (H3, H2) = 7.7 Hz, 1H, H3), 3.20-3.12 (ddd, *J (H3) = 10.0 Hz, *J
(H2, H1) = 5.2 Hz), °J (H2, H3) = 7.7 Hz, 2H, H3, H2), 2.82-2.78 (d, *J (H1, H2) = 5.2 Hz,
1H, H1), 2.67-2.63 (d, *J (H1, H2) = 5.2 Hz, 1H, H1); ®C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 130.0
(Ar-C), 129.9 (Ar-C), 128.1 (Ar-C), 127.8 (Ar-C), 126.8 (Ar-C), 113.6 (Ar-C), 113.1 (Ar-C),
85.4 (DMTr-Cyuart), 64.6 (C3), 55.1 (OCH3), 51.0 (C2), 44.9 (C1); MS (EI): m/z (%): 43.1
(6, CH;0), 58.3 (3, C3Hg0), 77.0 (2), 105.0 (3), 135.0 (7, CsH;0,), 299.1 (4, CisH 90y),
303.1 (100.0, C21H90,), 376.2 (4, [M]"); HRMS (EST"): m/z (%): 283.17 (3, C17H240,Na),
303.14 (32, CyHy90), 399.16 (100, [M+Nal*; ber. fiir [CoH4O4Na]" 399.1566, gef.
399.1566 [M+Nal"); 415.13 (96, [M+K]"; ber. fiir [Co4H2404K]" 415.1305, gef. 415.1305
[M+K]"), 478.30 (12), 775.32 (26, [2M+Na]*; ber. fiir [C4sH4sO0sNa]* 775.3241, gef. 775.3240
[2M+Na]*); 791.30 (6, [2M+K]*; ber. fiir [C4sHisOsK]" 791.2981, gef. 791.2982 [2M+K]");
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IR (Reinsubstanz): V' = 724 (vs), 791 (vw), 828 (m), 904 (s), 1034 (m), 1068 (w), 1154 (vw),
1175 (w), 1248 (m), 1300 (br w), 1419 (w), 1464 (w), 1508 (m), 1607 (m), 2252 (vw) cm™".

5.3.1.2 (S)-1-(Bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-3-(1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ol (35)

Imidazol 34 (250 mg, 3.67 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem DMF (6 mL) gelost. Zu der
farblosen Losung wurde NaH (60 %, 32 mg, 0.81 mmol, 0.22 eq) gegeben und 2 h bei Raum-
temperatur unter Argon-Atmosphire geriihrt. Zwischenzeitlich wurde das Epoxid 33 (1.45 g,
3.86 mmol, 1.05 eq) in DMF (8 mL) gelost, die resultierende gelbe Losung wurde dann
tropfenweise zu der Imidazol-Losung gegeben. Das gelb gefirbte Reaktionsgemisch wurde 18
h unter Riickfluss geriihrt (DC Kontrolle Isohexan/EtOAc 1:2). Nach Abkiihlen wurde die
entstandene orange Suspension in vacuo eingeengt, in EtOAc (25 mL) aufgenommen, mit
H,O und ges. NaCl-Losung (je 50 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Lose-
mittel in vacuo entfernt. Es blieb ein orangre schaumiger Riickstand, der sdulenchromato-
graphisch (SiO,, Isohexan/EtOAc 1:2 + 1% NEt; — Isohexan/EtOAc 1:4 + 1% NEt; —
EtOAc/CH3;OH 10:1 + 1% NEts) gereinigt wurde. 35 konnte als farbloser Schaum isoliert
werden (1.09 g, 2.46 mmol, 67%).

DC [EtOAc/CH30H (10:1)]: Ry= 0.83; "H-NMR (200 MHz, CD;CN): § = 7.50-7.45 (m, 1H,
H2"), 7.37-7.21 (m, 4H, Ar-H), 6.95-6.80 (m, 3H, Ar-H), 4.15-3.87 (m, 4H, H1, H3), 3.06-
2.99 und 2.97-2.91 (m, 1H, H2); ®C-NMR (75 MHz, CD;CN): d = 158.7 (Ar-C), 145.1 (Ar-
), 137.8 (C27), 136.0 (Ar-C), 130.0 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 127.8 (Ar-C), 126.8 (Ar-C), 119.9
(Ar-C), 117.3 (Ar-C),113.0 (Ar-C), 86.0 (DMTr-Cyuart.), 69.7 (C1), 64.9 (C2), 54.9 (OCH3),
49.7 (C3); MS (EI): m/z (%): 68.0 (2, C3HyN,), 105.0 (2), 125.1 (2, CsHoN,0), 135.0 (3),
152.1 (2), 195.1 (4, C14H;,0), 288.1 (6, C20H;607), 303.1 (100, C21H1902), 444.2 (2, [M]");
HRMS (EST'): m/z (%): 303.18 (11, C21H190y), 445.21 (100, [M+H]"; ber. fiir [C27H2004N,]"
445.2122, gef. 445.2118 [M+H]"), 889.42 (6, [2M+H]"; ber. fiir [CssHs57N4Os]" 889.4171, gef.
889.4167 [2M+H]"); (EST): m/z (%): 479.17 (25, [M+CI]7; ber. fiir [CyHasCIN,O4]
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479.1743, gef. 479.2022 [M+CI]), 486.22 (36), 489.20 (74, [M+HCOQ]; ber. fiir
[C2sH29N>O6]™ 489.2031, gef. 489.2018 [M+HCOO]"), 503.22 (16), 681.33 (9), 887.40 (100,
[2M—-H]; ber. fiir [Cs4HssN4Os] ™, 887.4025, gef. 887.3984 [2M—H]"); IR (Reinsubstanz): V
=661 (w), 701 (w), 726 (w), 826 (m), 918 (vw), 1031 (s), 1072 (m), 1107 (vw), 1174 (s), 1246
(s), 1300 (br w), 1444 (w), 1507 (vs), 1607 (m), 1732 (br w), 2836 (vw), 2932 (w), 3116 (vw)
cm_l; Schmelzpunkt: 64—66 °C.

5.3.1.3 (S)-1-(3-(Bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-2-hydroxypropyl)-3-methyl-
1H-imidazolium iodid (36)

Zu einer schwach gelb gefiarbten Losung von 35 (0.34 g, 0.76 mmol, 1.00 eq) in trockenem
CH;CN (7 mL) wurde CHsl (0.50 mL, 7.60 mmol, 10.00 eq) langsam zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde fest verschlossen bei Raumtemperatur fiir 17 h geriihrt (DC-Kon-
trolle EtOAc/CH3;OH 10:1), anschlieBend wurden iiberschiissiges CH3I sowie Losemittel im
N,-Strom iiber Nacht entfernt. Nach Trocknung im Hochvakuum konnte 36 (0.46 g, 0.71

mmol, 93%) als gelber Schaum erhalten werden.

DC [EtOAc/CH30H (10:1)]: Ry = 0.07; "H-NMR (600 MHz, CDCl3): § = 9.33 (s, 1H, H2),
7.43-7.39 (m, 2H, Ar-H), 7.33-7.22 (m, 7H, Ar-H), 7.10 (m, 2H, H4, HS), 6.88-6.83 (m, 4H,
Ar-H), 4.59 (d, °J (H1", H2") = 6.6 Hz, 1H, H1"), 4.33 (d, >J (H1", H1") = 11.3 Hz, 1H, H1"),
4.31 (m, 2H, H3"), 3.91 (s, 3H, CHs), 3.78 (s, 6H, OCHj3), 4.64 (m, 1H, H1"), 3.36 und 2.92
(dd, 3J (H2", H1") = 6.6 Hz, 1H, H2"); ®C-NMR (75 MHz, CDCL): J = 158.7 (Ar-C), 144.3
(Ar-C), 137.3 (C2), 135.0 (Ar-C), 129.0 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 122.4 und 123.2 (C4 und CS),
113.6 (Ar-C), 86.0 (DMTr-Cguar), 67.3 (C37), 62.9(C2%), 55.5 (OCHs3), 53.2 (C1°), 36.6
(CH3); MS (ETY): m/z (%): 83.0 (48, C4H7N»), 105.1 (12), 135.1 (34), 142.0 (12, C¢H oN20»),
227.2 (10), 243.2 (38), 288.2 (24), 303.3 (100, CyHi9O,), 414.4 (20), 444.4 (100,
C27H2sN,0y), 459.2 (0.2, [M]); HRMS (ESI'): m/z (%): 252.13 (2, C16H;1s0ON), 459.23 (100,
[M]"; ber. fiir [CosH31N204]" 459.2278, gef. 459.2262 [M]"); (EST): m/z (%): 380.71 (80),
549.22 (100, [M+2CHOO]; ber. fiir [C30H33N,0g] ", 549.2242, gef. 549.2244 [M+2CHOO]"),
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631.13 (70, [M+I+HCOO]J; ber. fiir [CyH3IN,Og] 631.1311, gef. 631.1315
[M+I+HCOO]"), 713.09 (20, [M+21]"; ber. fiir [CysH311N2O4]” 713.0379, gef. 713.0387
[M+21]"); IR (Reinsubstanz): vV = 662 (vw) , 703 (w), 755 (w), 828 (m), 1028 (m), 1071 (br
w), 1173 (s), 1246 (s), 1300 (br w), 1387 (vw), 1444 (w), 1507 (s), 1575 (vw), 1606 (w), 1660
(br m), 1732 (vw), 2836 (vw), 2931 (vw), 3060 (vw), 3149 (vw), 3320 (br w) cm .
Schmelzpunkt: 85-86 °C.

5.3.1.4 Phosphoramidit 31

36 (130 mg, 0.21 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem DCM (1.5 mL) gelost. Die orange Lo-
sung wurde sorgfiltig entgast. Anschliessend wurden Hiinig-Base (0.17 mL, 0.97 mmol, 4.50
eq) sowie CEDCI (0.10 mL, 0.43 mmol, 2.00 eq) tropfenweise zugegeben, wobei eine sofor-
tige Entfarbung beobachtet wurde. Das Reaktionsgemisch riihrte 45 min bei Raumtemperatur
unter Argon-Atmosphire (DC-Kontrolle EtOAc/CH30H 10:1) und wurde durch Zugabe von
CH;0H (1 mL) gequencht. Das Losemittel wurde in vacuo entfernt. Der olige Riickstand
wurde in entgastem EtOAc (1.5 mL) gelost, dann wurde entgastes Isohexan (5 mL) zugege-
ben. Der entstandene Niederschlag wurde verworfen, die verbleibende Losung in vacuo ein-
geengt. Die Prozedur wurde zweimal wiederholt. Phosphoramidit 31 konnte nach Trocknung

am Hochvakuum als schwach gelber Schaum isoliert werden (87 mg, 0.11 mmol, 54%).

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.87; 'H-NMR (200 MHz, CDCls): 6 =9.14 (s, 1H,
H2),7.56-7.44 (m, 5H, Ar-H), 7.35-7.30 (m, 7H, Ar-H), 6.90-6.86 (m, 4H, Ar-H), 4.58-4.41
(m, 2H, H1"), 431 (m, 2H, H3"), 3.90 (s, 3H, CH3), 3.76 (s, 6H, OCH3), 3.65-3.57 (m, 2H,
OCH,CH,CN), 3.18-3.04 (m, 4H, H2", 'PrCH ), 2.75-2.49 (m, 2H, OCH,CH,CN), 1.14- 1.05
(m, 6H, PrCH3); *'P-NMR (200MHz, CDCls): 6 = 150.4, 149.7; HRMS (ESI"): m/z (%):
295.29 (6), 557.31 (3), 659.33 (100, [M]"; ber. fiir [C3;H4sN4OsP]" 659.3357, gef. 659.3342
[M]").
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5.3.1.5 (S)-3-(1H-Imidazol-1-yl)propan-1,2-diol (37)

Imidazol 34 (4.08 g, 59.93 mmol, 1.00 eq) wurde in DMF (75 mL) gelost. Fein gemdrsertes
K,CO3 (3.57 g, 26.05 mmol, 0.43 eq) wurde zugegeben und die entstandene weille Suspen-
sion 60 min bei 70 °C geriihrt. Nach Zugabe von R-(+)-Glycidol 32 (4.44 g, 59.92 mmol, 1.00
eq) wurde das Olbad entfernt und das Reaktionsgemisch 48 h bei Raumtemperatur geriihrt
(DC-Kontrolle EtOAc/CH30H 10:1). Die erhaltene orange Suspension wurde filtriert und in
vacuo eingeengt. Nachdem restliches DMF mittels azeotroper Destillation mit CH3CN (3-25
mL) entfernt wurde, erfolgte sdulenchromatographische Aufreinigung (Si0,, EtOAc/CH3;0OH
10:1) des verbleibenden oligen Riickstands. 37 konnte als gelber Feststoff isoliert werden

(5.27 g, 37.16 mmol, 62%).

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.11; "H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 6 =7.51 (s, 1H,
H2), 7.08 (s, 1H, H5"), 6.82 (s, 1H, H4"), 5.01 (d, °J (C2-OH, H2) = 5.2 Hz, 1H, C2-OH),
4.75 (t, °J (C1-OH, H1) = 5.5 Hz, 1H, C1-OH), 4.03 und 3.84 (dd, %/ (H3, H3) = 14.0 Hz; °J
(H3, H2) = 3.6 Hz, 2H, H3), 3.63 (d, *J (H2, H1) = 3.6 Hz, 1H, H2), 3.28 (dd,’J (H3, C2-OH)
= 5.5 Hz, °J (H3, H3) = 10.6 Hz), 2H, H3); “C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 0 = 138.2 (C2"),
128.2 (C4"), 120.6 (C57), 71.2 (C2), 63.5 (C1), 49.7 (C3); MS (EI'): m/z (%): 40.9 (26), 54.0
(30), 68.0 (19, C3HsNy), 82.1 (100, C4HgN,), 107.1 (C¢H;Ny), 142.1 (31 [M]); HRMS
(ESIN): m/z (%): 143.08 (100, [M+H]"; ber. fiir [CeH;10oN,]" 143.0814, gef. 143.0815
[M+HTY), 214.12 (15), 285.16 (5, [2M+H]"; ber. fiir [C1;HyN4O4]" 285.1557, gef. 285.1558
[2M+HTY); (BST): m/z (%): 112.99 (5), 177.04 (100, [M+CI]™; ber. fiir [CeH oCIN,O,]
177.0436, gef. 177.0437 [M+Cl]), 187.07 (63, [M+HCOO]; ber. fiir [C;H;N,O4]
187.0724, gef. 187.0725 [M+HCOO]"), 201.09 (30), 286.94 (12);(EI"): m/z (%): 142.07 (30,
[M]h); ber. fiir [CeH 0N,0,]" 142.0737, gef. 142.0740 [M]*; IR (Reinsubstanz): ¥ = 627 (m),
774 (m), 840 (w), 862 (w), 923 (s), 1053 (m), 1087 (s), 1106 (m), 1239 (m), 1288 (w), 1354
(w), 1358 (w), 1439 (w), 1511 (m), 1614 (yw), 1673 (vw), 2696 (br m), 2762 (br w), 2827 (w),
2909 (vw), 3041 (br m), 3340 (s) cm™'; Schmelzpunkt: 72—74 °C.
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5.3.1.6 (S)-1-(2,3-Dihydroxypropyl)-3-methyl-1H-imidazoliumiodid (30)

37 (0.23 g, 1.60 mmol, 1.00 eq.) wurde in CH3CN (5 mL) unter Verwendung eines Ultra-
schallbades gelost. Zu der schwach gelben Losung wurde CHsl (2.00 mL, 0.03 mol, 20.00
eq.) bei Raumtemperatur langsam zugetropft, wobei eine sofortige Triibung beobachtet wur-
de. Das Reaktionsgemisch wurde verschlossen bei Raumtemperatur fiir 20 h geriihrt. (DC-
Kontrolle EtOAc/CH3;0OH 10:1). Nach Entfernen von iiberschiissigem CHsl und Losemittel im
N,-Strom iiber Nacht blieb 30 nach Trocknung am Hochvakuum als gelbes Ol. (0.44 g, 1.55
mmol, 96%)

"H-NMR (400MHz, DMSO-ds): § =9.01 (s, 1H, H2’),7.68-7.64 (dd, *J(H4, H5) = 5.5 Hz,
2H, H4", H5%), 5.23 (d, *J (C2-OH, H2) = 5.2 Hz,1H, C2-OH), 4.85 (t, °J (C1-OH, HI) = 5.6
Hz, 1H, C1-OH), 4.27 und 4.03 (dd, *J (H3, H3) = 13.8 Hz, *J (H3, H2) = 7.9 Hz, 1H, H3),
3.84 (s, 3H, CH3), 3.72 (m, 1H, H2), 3.39 und 3.22 (dd, *J (H1, C1-OH) = 5.6 Hz, *J (H1, H1)
= 11.3 Hz, 2H, H1); ®C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 137.4 (C2"), 123.6 (C4” und C5"),
70.0 (C2), 63.1 (C1), 52.6 (C3), 36.2 (CH3); MS (EI'): m/z (%): 41.2 (100), 82.1 (40,
C4HgNy), 126.9 (17), 141.9 (30), 157.1 (4, [M]"); HRMS (EST"): m/z (%): 157.10 (100,
[M]*; ber. fiir [C7H3N,0,]" 157.0972, gef. 157.0972 [M]Y), 228.13 (5), 349.16 (12, [2M+CI];
ber. fiir [C14HxsCIN,O4] " 349.1637, gef. 349.1637 [2M+CI]"); (ESI): m/z (%): 126.91 (100,
1), 227.04 (65, [M+2CI]"; ber. fiir [C;H;3C1,N,0,]™ 227.0360 gef. 227.0361 [M+2CI1]"); (EI*):
m/z (%): 157.10 (4, [M]"; ber. fiir [C7H;3N,0,]" 157.0972, gef. 157.0971 [M]"); IR (Rein-
substanz): V = 662 (w), 744 (br m), 830 (br w), 923 (br vw), 1041 (br 5), 1101 (m), 1167 (s),
1342 (vw), 1423 (vw), 1448 (vw), 1563 (m), 2924 (vw), 3089 (br w), 3147 (w), 3337 (br s)

cm L
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Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurde das UV/Vis-Spektrum von 30 in H,O

(0.1 mMm) aufgenommen (Abb. 106).
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Abb. 106: UV/Vis-Spektrum der Verbindung 30 in H,O (0.1 mm).
5.3.2 Synthese von Thiaminazid 46
5.3.2.1 Synthese des Thiazol-Derivats 48

5.3.2.1.1 2-(4-Methylthiazol-5-yl)ethylmethansulfonat (57)'*

OMs

56 (5.00 mL, 41.80 mmol, 1.00 eq) wurde in CH,Cl, (25 mL) gelost und mit NEt; (6.58 mL,
47.50 mmol, 1.10 eq) versetzt. Zu der gelben Losung wurde tropfenweise unter Eisbad-
kithlung MsCl (3.68 mL, 47.50 mmol, 1.10 eq) gegeben, wobei sich rasch ein gelber kris-
talliner Niederschlag bildete. Es wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle
EtOAc). Zu der Suspension wurde ges. NaHCO;3-Losung (10 mL) gegeben und anschlieSend
wurde mit CH,Cl, (40 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser (45 mL) und

ges. NaCl-Losung (45 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losemittel in
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vacuo entfernt. Das verbleibende orange Ol wurde siulenchromatographisch (SiO,, EtOAc)

gereinigt. Verbindung 57 (4.54 g, 20.5 mmol, 49 %) konnte als gelbes Ol erhalten werden.

DC [EtOAc]: R;= 0.43; "H-NMR (300 MHz, CDCl3): d = 8.52 (s, 1H, H2), 4.26 (t, °J (H7,
H6) = 8.0 Hz, 2H, H7), 3.13 (t, °J (H6, H7) = 8.0 Hz, 2H, H6), 2.86 (s, 3H, 0SO,-CH3), 2.32
(s, 3H, CH3); *C-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 150.53 (C4), 150.25 (C2), 125.25 (C5), 68.94
(C7), 37.41 (0S0O,-CH3), 26.36 (C6), 14.92 (CH3); MS (EI'): m/z (%) = 45.0 (26, CHS), 58.0
(10, C,H»S), 79.0 (23, CH30,S), 85.0 (33, C3H3NS), 97.0 (15, CsHsS), 98.0 (24, CsHeS),
112.0 (100, C,H30sS), 112.0 (56, CsHsO,N), 125.1 (47, C7H90»), 126.0 (35.0, C3H;003S),
127.0 (12, CsHsO;3;N), 221.0 (6, [M]"); HRMS (ESI'): m/z (%): 74.26 (7), 126.04 (9,
CeHsNS), 222.03 (77, [M+H]"; ber. fiir [C;H;;NO3S,]" 222.0259, gef. 222.0256 [M+H]"),
347.06 (100); (EI"): m/z (%): 221.02 (4, [M]"; ber. fiir [C;H;;NO3S,]" 221.0180, gef.
221.0170 [M]"); (BEST): m/z (%): 94.98 (100), 190.97 (10), 266.02 (18, [M+HCOO]; ber. fiir
[CsH12NOsS>]™ 266.0162, gef. 266.0160 [M+HCOO] "), 315.99 (70), 441.03 (20, [2M-H];
ber. fiir [C14H1N,O6S4]” 441.0288, gef. 441.0286 [2M-H]"); IR (Reinsubstanz): vV = 667
(vw), 729 (w), 766 (m), 793 (m), 837 (w), 881 (w), 919 (m), 961 (br m), 1038 (s), 1166 (vs),
1339 (s), 1382 (vw), 1414 (w), 1450 (vw), 1545 (vw), 1589 (vw), 2930 (vw), 3007 (vw), 3435

(br vw) cm .

5.3.2.1.2 5-(2-Azidoethyl)-4-methylthiazol (48)

Variante 1: 57 (8.74 g, 39.50 mmol, 1.00 eq) wurde in DMF (65 mL) gelost und mit NaNs
(3.08 g, 47.40 mmol, 1.20 eq) versetzt. Die erhaltene Suspension wurde 24 h bei Raumtem-
peratur geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Nach Entfernen des Losemittels in vacuo wurde der
Riickstand in CH,Cl, (20 mL) aufgenommen. Es wurde mit H,O (40 mL) gewaschen, mit
CH,Cl; (20 mL) riickextrahiert, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Das
bleibende orange Ol wurde sidulenchromatographisch (SiO,, EtOAc) gereinigt. 48 wurde als
gelbes Ol isoliert (6.10 g, 36.20 mmol, 92%).
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Variante 2: 56 (140 mg, 1.00 mmol, 1.00 eq) und PPh; (0.53 g, 2.00 mmol, 2.00 eq) wurden
in trockenem Toluol (5 mL) gelost. In der farblosen Losung wurde Zn(N3),-2Py (0.46 g, 1.50
mmol, 1.50 eq) suspendiert. DIAD (0.39 mL, 1.85 mmol, 1.85 eq) wurde langsam zugetropft,
wobei sich suspendiertes Zn(N3),-2Py 110 aufloste und gegen Ende der Zugabe eine homo-
gene gelbe Suspension bestehen blieb. Es wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kon-
trolle EtOAc), iiber Cellite filtriert, mit Toluol gewaschen und das Filtrat in vacuo eingeengt.

48 (89 mg, 0.53 mmol, 53%) blieb als oranges Ol, das nicht weiter aufgereinigt wurde.

DC [EtOAc]: R, = 0.73; "H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6 = 8.58 (s, 1H, H2), 3.47 (t, °J (H6,
H7) = 8.0 Hz, 2H, H7), 3.00 (t, *J (H7, H6) = 8.0 Hz, 2H, H6), 2.39 (s, 3H, CH3); “C-NMR
(75 MHz, CDCly): ¢ = 150.2 (C2), 150.2 (C4), 127.2 (C5), 52.2 (C7), 26.4 (C6), 15.1 (CH3);
MS (EIY), m/z (%): 45.0 (15, CHS), 59.0 (5, CHNS), 68.1 (2, C4HgN), 69.0 (3, C3HS), 85.0
(24, C4H5S), 111.0 (24, CsHsNS), 112.0 (100, CsHgNS), 113.0 (11, CsH;NS), 168.0 (4, [M]");
HRMS (EI):m/z(%): 168.05 (4, [M]"; ber. fiir [CsHsN,S]" 168.0465, gef. 168.0470 [M]"); IR
(Reinsubstanz): 7 = 647 (m), 792 (s), 842 (s), 902 (w), 942 (vw), 1079 (w), 1204 (vw), 1239
(5), 1259 (s), 1350 (w), 1378 (w), 1414 (s), 1450 (vw), 1543 (w), 1737 (vw), 2087 (vs), 2868
(vw), 2926 (w) cm™.

Synthese von Zn(Nj3),-2Py (110)

Zu einer Losung von Zn(NOs3),-6H,0 (7.14 g, 24.00 mmol, 1.00 eq) in H,O (6 mL) wurde
unter Rithren eine NaN3-Losung (2M in H,O, 12 mL, 48.00 mmol, 2.00 eq) zugetropft. Die
entstandene weille Suspension wurde auf 50 °C erwédrmt und tropfenweise mit Pyridin (4.00,
49.40 mmol, 2.06 eq) versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde das Reaktionsgemisch mit
einem Eisbad gekiihlt, wobei Zn(N3),-2Py 110 als weier kristalliner Feststoff ausfiel, der mit
Eiswasser gewaschen und am Hochvakuum getrocknet wurde (5.61 g, 18.24 mmol, 76%).

Das Produkt wurde bei —20 °C unter Argon-Atmosphire gelagert.
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5.3.2.2 Synthese des Pyrimidin-Derivats 47

5.3.2.2.1 5-(Ethoxymethyl)-2-methylpyrimidin-4-ol (53)"*°

OH
4 1
N| N OEt
)2\N/ 6

NaOEt (43.70 g, 0.64 mol, 2.00 eq) wurde in Petrolatum (250 mL) suspendiert. Bei 35 °C
wurde eine Mischung von Ethylacrylat 51 (34.60 mL, 0.32 mol, 1.00 eq) und Ethylformiat 50
(52.80 mL, 0.65 mol, 2.04 eq) innerhalb von 60 min unter Riihren zugetropft. Zu der gelben
Suspension wurde Acetamidin-HCI] 52 (31.30 g, 0.33 mmol, 1.04 eq) in Eiswasser (80 mL)
zugetropft und eine Stunde bei 0 °C geriihrt. Das Petrolatum wurde abgenutscht, 52 (37.80 g,
0.40 mmol, 1.26 eq) im gelben Filtrat gelost und 24 h im Kiihlschrank gelagert (DC-Kon-
trolle, EtOAc/CH3;OH 10:1). Die gelbe Losung wurde mit Ether (260 mL) gewaschen, mit
Eisessig auf pH = 6-7 gebracht (Kontrolle mit pH-Papier) und mit CHCl; (2 L) extrahiert. Das
Losemittel wurde in vacuo entfernt und der erhaltene Feststoff mit wenig Aceton gewaschen.
Nach Trocknung am Hochvakuum konnte 53 als farbloser Feststoff (3.00 g, 17.8 mmol, 6 %)

isoliert werden.

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.91; "H-NMR (300 MHz, CDCLs): § = 8.61 (s, 1H, H6),
4.52 (s, 2H, H1"), 3.61 (q, *J(OCH,CH3, OCH,CH3) = 7.0 Hz, 2H, OCH,CH3), 2.68 (s, 3H,
CH3), 1.25 (t, °J (OCH,CHs, OCH,CH3) = 7.0 Hz, 3H, OCH,CHs); “C-NMR (75 MHz,
CDCls): d = 168.1 (C2), 159.5 (C6), 157.4 (C4), 127.5 (C5), 67.1 (OCH,CH3), 66.9 (C1°),
25.7 (CH3), 15.3 (OCH,CH3); MS (EI'): m/z (%): 41.6 (21), 43.8 (7), 80.1 (10, CsHgN), 123.1
(38, C¢H,0ON,), 124.1 (100, CsHgON>), 137.0 (12), 139.1 (58, CeH;0,N>), 168.1 (2, [M]");
HRMS (EST"): m/z (%):169.09 (100, [M+H]", ber. fiir [CsH3N,0,]" 169.0972, gef. 169.0971
[M+H]), 232.11 (31), 270.22 (21), 359.17 (54, [2M+Na]’; ber. fiir [CisHN,NaO,]*
359.1690, gef. 359.1687 [2M+Nal"), 395.19 (18), 425.24 (34); (ESI):m/z (%): 167.08 (88,
[M—H]; ber. fiir [CsH;;N,O,]” 167.0826, gef. 167.0824 [M-H]"), 203.06 (100, [M+CI]"; ber.
fiir [CgH ,CIN,O,]™ 203.0593, gef. 203.0592 [M+CI1]), 230.08 (45), 249.00 (27), 335.17 (65,
[2M-HT; ber. fiir [C16H23N404]" 335.1725, gef. 335.1730 [2M-H]"), 371.15 (22, [2M+CIT ;
ber. fiir [C16H24CIN4O4]  371.1492, gef. 371.1502 [2M+CI]"); IR (Reinsubstanz): V¥ = 1084
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(s), 1119 (s), 1338 (m), 1380 (m), 1431 (s), 1485 (w), 1530 (s), 1620 (m), 1928 (w), 2868
(w), 2981 (w) cm™'; Schmelzpunkt: 184—185 °C.

5.3.2.2.2 4-Chlor-5-(ethoxymethyl)-2-methylpyrimidin (54)""’

53 (200 mg, 1.19 mmol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphire bei —78 °C vorsichtig mit
Phosphorylchlorid (2.00 mL, 18.00 mmol, 15.00 eq) versetzt. Die erhaltene gelbe Losung
wurde 3 h bei dieser Temperatur geriihrt (DC Kontrolle EtOAc/CH3;OH 10:1). Uberschiissi-
ges Phosphorylchlorid wurde in vacuo entfernt und der verbleibende Riickstand mit H,O (10
mL) versetzt. Es wurde mit CHCl; (40 mL) extrahiert, iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und
das Losemittel in vacuo entfernt. 54 konnte als gelbes Ol (195 mg, 1.04 mmol, 87 %) erhalten

werden.

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)] Ry = 0.91; "H-NMR (300 MHz, CDCl;): ¢ = 8.61 (s, 1H, H6),
4.52 (s, 2H, HI"), 3.61 (q, *J (OCH,CH3, OCH,CH3) = 7.0 Hz, 2H, OCH,CH3), 2.68 (s, 3H,
CH3), 1.25 (t, *J (OCH,CHs, OCH,CH;3) = 7.0 Hz, 3H, OCH,CH3); “C-NMR (75 MHz,
CDCl3): 0 = 168.1 (C2), 159.5 (C6), 157.4 (C4), 127.5 (C5), 67.1 (OCH,CHj3), 66.9 (C1°),
25.7 (CH3), 15.3 (OCH,CH3); MS (EI): m/z (%): 52.0 (8, C3H,N), 59.0 (4, C3H;0), 73.0 (12,
C,CIN), 83.0 (10, C4HsNO), 106.1 (5, CeHgN,), 107.1 (10, CcH;7N,, 121.0 (12, C¢HsN,O),
141.0 (100, C¢HCINy) 142.0 (16, C¢H;CIN), 157.0 (55, CsHcCIN,O), 186.1 (13 [M]");
HRMS (EST): m/z (%): 187.06 (100, [M+H]"; ber. fiir [CsH2CIN,O]" 187.0638, gef.
187.0628 [M+H]"), 373.12 (25, [2M+H]"; ber. fiir [C16H23CLN,O,]" 373.1193, gef. 373.1183
[2M+H]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 1084 (s), 1119 (s), 1338 (m), 1380 (m), 1431 (s), 1485
(w), 1530 (s), 1580 (s), 2871 (w), 2978 (w) cm .
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5.3.2.2.3 5-(Ethoxymethyl)-2-methylpyrimidin-4-amin (55)""’

NH,
4 1

N| N OEt

)2\[\1/ 6

54 (790 mg, 4.23 mmol, 1.00 eq) wurde in einer Hochdruckbombe vorgelegt und mit einer
NH;-Losung (8 mL, 7 M in CH30H) versetzt. Es wurde 24 h bei 140°C und 5 bar geriihrt. Die
Losung wurde in vacuo eingeengt, der Riickstand in Wasser (15 mL) aufgenommen und mit
festem NaHCO; auf pH 8 gebracht (Kontrolle mit pH-Papier). Die wissrige Losung wurde
mit CHCI; extrahiert (75 mL), tiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Der
Riickstand wurde in heilem Ether (20 mL) aufgenommen und in vacuo auf etwa 5 mL einge-
engt, wobei sich sofort farblose Kristalle abschieden. Nach Filtration und Trocknen am Hoch-

vakuum konnte 55 als farbloser kristalliner Feststoff isoliert werden. (620 mg, 3.71 mmol,

88%).

DC [EtOAc/CH30H (10:1)]: Ry = 0.32; "H-NMR (200 MHz, CDCl3): 6 = 7.97 (s, 1H, H6),
5.42 (s, 2H, NH,), 4.40 (s, 2H, H1"), 3.46 (q, °J (OCH,CHs, OCH,CH3) = 7 Hz, 2H,
OCH,CHj3), 2.47 (s, 3H, CH3), 1.20 (t, >J (OCH,CHs, OCH,CH3) = 7 Hz, 3H, OCH,CH);
BC-NMR (75 MHz, CD;0D): ¢ = 167.9 (C2), 162.6 (C4), 154.8 (C6), 110.7 (C5), 68.4
(C17), 65.6 (OCH,CHj3), 25.9 (CH3), 15.3 (OCH,CH3); MS (EIY): m/z (%): 54.0 (11, CoHoN,,
81.0 (25, CsHiaN3), 110.1 (8, CsHgN3), 122.1 (100, C¢HsN3), 123.1 (83, C¢HoN3), 138.1 (37,
CeHsN;0), 167.1 (39, [M]"); HRMS (ESI'): m/z (%): 168.11 (100, [M+H]"; ber. fiir
[CsH14ON3]" 168.1131, gef. 168.1130 [M+H]"), 284.12 (6), 335.22 (4, [2M+H]"; ber. fiir
[C16H27N6O,]* 335.2190, gef. 335.2190 [2M+H]"); (ESI'): m/z (%): 166.09 (10, [M—H]; ber.
fiir [CgH12N30]™ 166.0986, gef. 166.0983 [M—H]"), 250.94 (100), 323.14 (45); (EI"): m/z (%):
167.11 (39, [M]", ber. fiir [CgH13N;0]" 167.1059, gef. 167.1050 [M]"); IR (Reinsubstanz):
V = 1071 (s), 1374 (m), 1396 (m), 1421 (s), 1485 (m), 1560 (s), 1594 (m), 1659 (s), 2857 (m),
2898 (1m), 2981 (m), 3336 (m), 3376 (m) cm™'; Schmelzpunkt: 85-87°C.
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5.3.2.2.4 5-(Brommethyl)-2-methylpyrimidin-4-aminhydrobromid (47)""’

HBr
NH,
4 1"
N| N Br
/L\N/ 6

55 (94 mg, 0.56 mmol) wurde in einem Glasbombenrohr vorgelegt, rasch mit HBr (6.0 mL,
33 Vol.-% in Eisessig) versetzt, luftdicht verschlossen und die Losung 3 h bei 100 °C geriihrt
(DC-Kontrolle EtOAc/CH30H 10:1). Von der gelben Suspension wurde die iiberstehende gel-
be Losung vorsichtig abpipetiert. Der verbleibende Riickstand wurde solange mit Ether ge-
waschen, bis der Etherextrakt farblos war, anschlieBend wurde der farblose Riickstand in we-
nig kaltem CH3;OH gelost und das Produkt durch Zugabe von Ether zur vollstindigen Prézipi-
tation gebracht. Es wurde filtriert und am Hochvakuum getrocknet. 47 konnte als farbloser,

kristalliner Feststoff erhalten werden (137 mg, 0.488 mmol, 86%).

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.22; "H-NMR (300 MHz, CD;0D): J = 8.08 (s, 1H, H6),
4.38 (s, 2H, H1"), 2.55 (s, 3H, CH3); C-NMR (100 MHz, CD;0D): ¢ = 165.4 (C4), 162.8
(C2), 142.1 (C6), 113.7 (C5), 68.5 (C1"), 21.7 (CH3); MS (EI'): m/z (%): 42.0 (43, C;HuN),
53.0 (16, C,HNy), 78.9 (20, Br), 79.9 (41, HBr), 81.0 (30, C4Hs5Ny), 122.1 (93, CsHgN3),
123.1 (100, Ce¢HoN3), 201.0 (0.1, [M]); HRMS (EI'): m/z (%): 200.99 (0.1, [M]", ber. fiir
[CeHsN3Br]™ 200.9902, gef. 200.9902 [M]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 686 (s), 1384 (m), 1442
(m), 1506 (m), 1579 (s), 1636 (m), 1669 (s), 3057 (m) cm™'; Schmelzpunkt: 203-205°C.
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5.3.2.2.5 Thiaminazidbromidhydrobromid (46)

47 (73 mg, 0.43 mmol, 1.20 eq) und 48 (102 mg, 0.36 mmol, 1.00 eq) wurden mit nBuOH
(1 mL) versetzt. Es entstand eine schwach gelbe Suspension, die auf 120 °C erwarmt wurde.
Nach etwa 10 min entfirbte sich die Reaktion. Nach 20 min wurde die Suspension auf Raum-
temperatur gekiihlt und mit EtOH (2 mL) versetzt, wobei ein farbloser Feststoff ausfiel. Es
wurde filtriert, mit wenig EtOH gewaschen und getrocknet. 46 konnte als farbloser, kris-

talliner Feststoff erhalten werden (29 mg, 0.06 mmol, 18%).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 9.99 (s, 1H, H2"), 8.43 (s, 1H, H6), 5.55 (s, 2H, H7),
3.69 (t, °J (H7", H6") = 8.0 Hz), 2H, H7"), 3.25 (t, °J (H6", H7") = 8.0 Hz), 2H, H6"), 2.57 (s,
3H, C2-CHa), 2.55 (s, 3H, C4"-CHs); *C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): 6 = 163.2 (C6), 161.9
(C27), 155.8 (C2), 146.7 (C4), 143.3 (C4"), 134.2 (C57), 105.1 (C5), 50.4 (C7), 50.1 (C7"),
25.8 (C67), 21.4 (C2-CHj3), 11.7 (C4°-CH3); MS (EI): m/z (%): 42.1 (11, CHaNy), 79.0 (22,
C4H;3N>»), 80.0 (53, C4H4N,, 81.0 (34, C4HsN,), 82.0 (50, C4HeN,, 112.1 (16, CsHgNS), 122.1
(65, CcHgN3), 149.1 (24, C7HoNy), 151.1 (13, C;HNy), 243.2 (100, CioH 1N4S), 270.2 (11,
C12HoNgS), 273.1 (20, C12H3NgS); HRMS (ESIN): m/z (%): 196.14 (11, CgHgNg), 290.12
(100, [MT"; ber. fiir [C12H 6N7S;]" 290.1182, gef. 290.1147 [M]"), 659.15 (16, [2M+Br]"; ber.
fiir [Co4H3,BrN4S,]" 659.1554, gef. 659.1529 [2M+Br]"); (ESI): m/z (%) = 449.96 (100,
[M+2Br]; ber. fiir [Ci,H;¢BroN7S]™ 449.9560, gef. 449.9585 [2M+Br] ); IR (Reinsubstanz):
vV = 1348 (m), 1379 (m), 1519 (m), 1573 (w), 1598 (w), 1651 (s), 2109 (s), 2828 (m), 2931
(m), 2985 (m), 3054 (w) em™; Schmelzpunkt: 109°C.
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5.3.3 Synthese des L-Lysin-Derivats (91)

5.3.3.1 2-(1,3-Dioxan-2-yl)benzaldehyd (95)"*

oﬁ‘f
fj o
CHO
94 (5.53g, 0.04 mol, 1.00 eq), 1,3-Propandiol (2.98 mL, 0.04 mol, 1.00 eq) und p-Toluolsul-
fonsdure (78 mg, 0.40 mmol, 0.10 eq) wurden in Toluol (25 mL) suspendiert. Das Reaktions-
gemisch rithrte 6 h unter Riickfluss unter Verwendung eines Wasserabscheiders (DC-Kon-
trolle Isohexan/EtOAc 4:1). Nach Abkiihlen wurde ges. NaHCO;-Losung (1 mL) sowie H,O
(9 mL) zugegeben, die Phasen getrennt und die wissrige Phase mit Ether (75 mL) extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das bleibende

schwarz gefirbte Ol im Hochvakuum destilliert (0,1 mbar, 100 °C). 95 wurde als gelbes Ol
erhalten (5.42 g, 0.028 mmol, 68%).

DC [Isohexan/EtOAc (4:1)]: R, = 0.38; '"H-NMR (300 MHz, CDCl3): & =10.53 (s, 1H,
CHO), 6.02 (s, 1H, H1"), 7.94-7.34 (m, 4H, H1, H4, H5, H6), 5.61 (s, 1H, H1"), 4.32-4.00 (m,
4H, H3", H5"), 2.34-2.18 (m, 1H, H4"), 1.52-1.45 (m, 1H, H4"); *C-NMR (75 MHz, CDCl5):
S = 192.3 (CHO), 139.7 (C5), 133.8 (C2), 133.5 (C3), 129.7 (C1), 129.2 (C6), 127.3 (C4),
100.1 (C1°), 67.6 (2C, C3", C5°), 25.8 (C4"); MS (EI*): m/z (%): 77.0 (22, C¢Hs), 105.0 (48,
C;Hs0), 133.0 (100, CoHs0), 192.1 (5, [M]*); HRMS (EI): m/z (%): 192.08 (5, [M]"; ber. fiir
[C1 H1,05]" 192.0781, gef. 192.0768 [M]"); (ESI'): m/z (%): 193.07 (12, [M+H]"; ber. fiir
[C11H1305]" 193.0859, gef. 193.0861 [M+H]"), 239.22 (18), 251.13 (17), 325.11 (10), 363.08
(16), 402.19 (100, [2M+NH,]"; ber. fiir [CooHasNOg]* 402.1911, gef. 402.1908 [2M+NH,]"),
407.15 (55, [2M+Nal"; ber. fiir [CoH4NaOg]" 407.1465, gef. 407.1464 [2M+Na]*); IR (Rein-
substanz): ¥ = 634 (w) , 760 (m), 817 (w), 848 (w), 924 (m), 949 (w), 988 (m), 1089 (vs),
1147 (m), 1215 (w), 1237 (w), 1376 (w), 1429 (vw), 1468 (w), 1602 (m), 1692 (vs), 1725 (w),
1767 (vs), 2858 (w), 2964 (w) cm ™"
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5.3.3.2 [2-(1,3-Dioxan-2-yl)phenylJmethanol (96)

Acetal 95 (11.84 g, 0.06 mol, 1.00 eq) wurde in trockenem CH3;OH (200 mL) gelost. Zu der
gelben Losung wurde bei 0 °C NaBHy (4.66 g, 0.12 mol, 2.00 eq) portionsweise gegeben, wo-
bei eine Entfarbung beobachtet wurde. Die Reaktion wurde 30 min bei 0 °C geriihrt (DC-
Kontrolle Isohexan/EtOAc 4:1) und anschlieBend mit H,O (10 mL) gequencht. Es wurde mit
EtOAc (200 mL) extrahiert, mit ges. NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, iiber MgSQO, ge-
trocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Das erhaltene gelb gefirbte Ol wurde siulenchro-
matographisch (SiO,, Isohexan/EtOAc 4:1) aufgereinigt. 96 (8.42 g, 0.04 mol, 70 %) wurde

als farbloses Ol erhalten, das in der Kilte kristallisierte.

DC [Isohexan/EtOAc (4:1)]: Ry = 0.17; "H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 = 7.52-7.48 (m, 1H,
H1), 7.37 (m, 1H, H4), 7.34 (m, 1H, H5), 7.31 (m, 1H, H6), 5.62 (s, 1H, H1"), 4.70
(d,’J(H1"", OH) = 6.5 Hz, 2H, H1""), 4.23 (ddd, *J (H5", (H3")) = 12.2 Hz, *J (H5" (H3"), H4")
= 2.6 Hz, 2H, H3",(H5")), 3.98-3.91 (dd, *J (H3", (H5")) = 12.2 Hz, 2H, H3", (H5")), 3.39 (t,
3J (OH, H1”) = 6.5 Hz, 1H, OH), 2.26-2.14 (ddd, °J (H4") = 17.5 Hz, *J (H4", H3", (H5")) =
7.5 Hz, 1H, H4"), 1.44-1.39 (dd, *J (H4", H3", (H5")) = 2.6 Hz, 1H, H4"); ®C-NMR (75
MHz, CDCly): 6 = 139.1 (C3), 136.2 (C2),130.0 (C4), 129.3 (C5), 127.8 (C6), 127.1 (C1),
101.8 (C17), 67.5 (C3", C57), 63.0 (C17), 25.6 (C4"); MS (EI"): m/z (%): 41.0 (30), 77.0
(CeHs), 87.0 (13, C4HgO5), 90.0 (20), 105.0 (16, CsHo), 118.0 (81, CgHg0), 135.0 (100,
CoH,,0), 176.08 (35, C11H1,0,), 194.1 (3, [M]"); HRMS (EIY): m/z (%): 194.09 (2, [M]"; ber.
fiir [C;H1405]" 194.0943, gef. 194.0892 [M]"); IR (Reinsubstanz): V = 640 (w) , 717 (vw),
744 (w), 844 (vw), 923 (m), 969 (w), 1004 (m), 1035 (w), 1094 (m), 1113 (w), 1146 (w), 1157
(vw), 1240 (vw), 1276 (vw), 1372 (w), 1426 (vw), 1608 (vw), 1735 (vw), 2857 (m), 2946 (w),
3079 (vw), 3293 (br w) cm™; Schmelzpunkt: 39 °C.
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5.3.3.3 2-(1,3-Dioxan-2-yl)benzyl chloroformiat (92)

o._ _ClI
\n/
O

Triphosgen (0.79 g, 2.67 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem Ether (10 mL) gelost, mit Aktiv-
kohle (34 mg) versetzt und 1 h unter Ausschlufl von Licht bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und tropfenweise zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von 96
(1.10 g, 5.34 mmol, 2.00 eq) in trockenem Ether (10 mL) gegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde langsam auf Raumtemperatur erwéarmt und unter Ausschlufl von Licht weitere 20 h bei
Raumtemperatur geriihrt (DC Kontrolle Isohexan/EtOAc 4:1). Nach Filtration iiber Cellite
und Einengen in vacuo wurde 92 als rotes Ol erhalten, das unmittelbar weiter umgesetzt wur-

de.

5.3.3.4 tert-Butoxycarbonyl-N°®-0-1,3-dioxan-2-yl-oxycarbonyl-L-lysin (97)

Saurechlorid 92 (1.41 g, 5.49 mmol, 1.10 eq) wurde in trockenem THF (17 mL) gelost und
auf 0 °C gekiihlt. Eine auf 0 °C gekiihlte Losung von N-Boc-Lys-OH 93 (1.23 g, 4.99 mmol,
1.00 eq) in einem Losemittelgemisch aus THF und 1 N NaOH (34 mL, 1:1) wurde tropfen-
weise zugegeben. Das gelb gefirbte Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwéirmt
und unter Lichtausschlu3 weitere 16 h geriihrt (DC Kontrolle EtOAc). Es wurde mit konz.
HCI (1 mL) angeséduert und mit CH,Cl, (300 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde
iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Es konnte ein schwach gelbes Ol er-
halten werden, das sdulenchromatographisch (SiO,, EtOAc + 1% Eisessig) gereinigt wurde.

97 (1.18 g, 2.87 mmol, 58%) wurde als schwach gelbes Ol isoliert.
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DC [EtOAc]: Ry = 0.20; "H-NMR (400 MHz, Aceton-d): 6 = 7.58-6.98 (m, 4H, H4, H5, H6,
H1), 5.69 (s, 1H, H1"), 5.22 (s, 2H, H1"), 4.20-4.10 (m, 1H, H9""), 4.05-3.95 (m, 4H, H3",
H57), 3.23-3.03 (m, 2H, H5""), 1.88-1.66 (m, 2H, H8""), 1.49-1.42 (m, 6H, H4", H6"", H7""),
1.39 (s, 9H, C(CHs)3); “C-NMR (100 MHz, Aceton-ds): § = 173.4 (CO,H), 171.1 (C3"),
170.0 (HNCOO), 128.3 (C3), 128.0 (C5), 127.2 (C2), 126.2 (C1), 122.9 (C6), 122.1 (C4),
99.7 (C17), 78.2 (C(CH3)3), 67.0 (C37, C57), 62.6 (C17), 53.3 (C97"), 40.3 (C57), 31.3 (C8""),
29.3 (C67), 27.5 (C(CH3)3), 25.7 (C4°), 22.8 (C7°"); MS (EI'): m/z (%): 91.1 (13, C4H;30N),
105.1 (13, CsHysON), 118.1 (47, CoH03), 176.1 (100, CoH003), 236.2 (9, C13Hz00,Ny);
HRMS (ESI): m/z (%): 177.09 (13, C;H30,), 389.17 (21, C sHys06N>Na), 433.16 (27,
C19H,605N,Na), 489.22 (100, [M+Nal"; ber. fiir [Co3H34N,NaOg]" 489.2207, gef. 489.2206
[M+Nal]*); (ESD): m/z (%): 197.06 (12, CsHoO4N>), 347.18 (7, CisHp,09Ny), 391.157 (57,
C19H307Ny), 465.22 (100, [M—H]"; ber. fiir [Co3H33N,05]” 465.2242, gef. 465.2233 [M—H]"),
931.45 (11, [2M=H]; ber. fiir [C4sHs7N4O16]” 931.4558, gef. 931.4542 [2M-H]); IR (Rein-
substanz): ¥ =706 (vw) , 724 (w), 753 (vs), 866 (vw), 923 (w), 948 (w), 1000 (vs), 1094 (s),
1160 (m), 1238 (m), 1320 (vw), 1367 (m), 1392 (w), 1461 (w), 1524 (br m), 1694 (vs), 2867
(W), 2932 (w), 3340 (br w) cm™".

5.3.3.5 tert-Butoxycarbonyl-N*-o-formylbenzyloxycarbonyl-L-Lysin (98)

H
(0] N g CO,H
(0] NHBoc

97 (110 mg, 0.24 mmol, 1.00 eq) wurde in einem Losemittelgemisch aus CH;OH und H,O
(v/v = 1:1, 5 mL) gelost. Es wurde InCl; (6 mg, 0.02 mmol, 0.10 eq) zugegeben und das
Reaktionsgemisch 4 h unter Riickfluss geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Nach dem Abkiihlen
wurde mit Ether (25 mL) extrahiert, der Ether-Extrakt mit ges. NaCl-Losung gewaschen (10
mL), iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Es blieb ein brauner oliger
Riickstand, der durch Sdulenchromatographie (SiO,, EtOAc + 1% Eisessig) aufgereinigt wur-
de. 98 (61 mg, 0.15 mmol, 63%) konnte als oranges Ol isoliert werden.
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DC [EtOAc]: Ry= 0.22; "H-NMR (400 MHz, Aceton-ds): 6 = 10.24 (s, 1H, CHO), 7.94-6.98
(m, 4H, H4, H5, H6, H1), 5.60 (s, 2H, H1"), 4.16-4.06 (m, 1H, H9"), 3.18-3.10 (m, 2H, H5"),
1.86-1.68 (m, 2H, H8"), 1.43-1.45 (m, 4H, H6", H7"), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3); *C-NMR (100
MHz, Aceton-dg): 6 = 192.4 (CHO), 173.3 (COOH), 156.0 (C3"), 155.6 (HNCOO), 133.7
(C3), 132.2 (C5), 128.0 (C2), 127.8 (C1), 122.9 (C6), 122.1 (C4), 78.2 (C(CH3)s, 62.8 (C17),
53.3(C9"), 40.2 (C5%), 31.2 (C8"), 29.3 (C6”), 27.5 (C(CH3)3), 22.8 (C77); MS (EI): m/z (%):
44.0 (100, C,H40), 77.1 (8, CeHs), 84.1 (36), 91.1 (49, C7Hy), 118.1 (64, CsHe0), 127.1 (24),
136.1 (18), 178.2 (22), 207.2 (40), 236.2 (24); HRMS (EST"): m/z (%): 153.14 (30, CoH7Ny),
298.22 (24, Cy0Hs0ON), 409.20 (40,[M+H]*, 409.20 (41, [M+H]"); ber. fiir [CaoHzoN,07]"
409.1969, gef. 409.1972 [M+H]"), 426.22 (66, [M+NH,]", ber. fiir [Co0H3,N30;]* 426.2235,
gef. 426.2236 [M+NH,]"), 431.18 (100, [M+Na]"; ber. fiir [C2oH2sN,O/Na]* 431.1794, gef.
431.1790 [M+Nal®), 839.37 (26, [2M+Na]"; ber. fiir [C4HssN4ONa]* 839.3685, gef.
839.3688 [2M+H]"); (ESI): m/z (%): 197.06 (45, CsHoO4N,), 347.18 (7, CisHyO:Ny),
407.18 (100, [M=H]; ber. fiir [CoHsN,07]” 407.1824, gef. 407.1822 [M—H]"), 583.27 (6),
815.37 (28, [2M-H]; ber. fiir [C4HssN4O14]” 815.3720, gef. 815.3723 [2M-H]); IR (Rein-
substanz): ¥ = 660 (w) , 703 (vw), 755 (m), 806 (vw), 860 (w), 1011 (w), 1047 (w), 1090
(vw), 1106 (vw), 1061 (m), 1247 (m), 1367 (w), 1393 (vw), 1456 (w), 1524 (br m), 1577 (w),
1602 (w), 1692 (vs), 2867 (w), 2931 (m), 3334 (br w) cm™".

5.3.3.6 o-Formylbenzyloxycarbonyl-N*-L-Lysin (91)

1

2 CHO
od
H
5

0 NH,

98 (104 mg, 0.25 mmol) wurde in Dioxan/H,O (v:v = 4:1, 5 mL) gelost. Zu der roten Losung
wurde konz. HCI (5 mL) gegeben, wobei ein Farbumschlag nach gelb auftrat. Das Reaktions-
gemisch wurde 2 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc) und anschlieBend in
vacuo eingeengt. Es blieb ein fester, oranger Riickstand, der mit trockenem Ether (10 mL) ge-
waschen und am Hochvakuum getrocknet wurde. 91 konnte als oranger Feststoff isoliert wer-

den, der nicht weiter aufgereinigt werden musste (70 mg, 0.22 mmol, 90%).
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'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 10.16 (s, 1H, CHO), 7.92-7.52 (m, 4H, H4, H5, H6,
H1), 5.40 (s, 2H, H1"), 3.44 (m, 1H, H9"), 2.97 (s, 2H, H5"), 1.77 (s, 2H, H8"), 1.50-1.21 (m,
4H, H6", H7"); “C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): 6 = 193.8 (CHO), 171.4 (CO,H), 156.2
(CO), 139.5 (C3), 134.5 (C5), 133.5 (C2), 132.7 (C1), 128.6 (C6), 128.3 (C4), 62.9 (C1"),
52.2(C97), 30.0 (C57),29.2 (2C, C8", C6), 22.0 (C77); MS (EI'): m/z (%): 44.0 (90, C,H40),
77.1 (18, CeHs), 91.1 (48, C7H7), 118.1 (100, CgHgO), 130.1 (18), 145.2 (10), 184.2 (8), 218.2
(20); HRMS (ESI): m/z (%): 215.08 (30, C;H,40sNNa), 309.14 (100 [M+H]"; ber. fiir
[C15H 05N, " 309.1445, gef. 309.1444 [M+H]"), 328.11 (32), 331.13 (14, M+Na]"; ber. fiir
CisHyOsNoNal® 3311264, gef. 331.1264 [M+Nal"), 617.28 (4, [2M+H]"; ber. fiir
[C3oH4i1N4O10]" 617.2817, gef. 617.2814 [2M+H]Y). (EST): m/z (%): 278.05 (5, C1sH;104Na),
307.13 (39, [M—H]; ber. fiir [C;sH;9N,Os]” 307.1299, gef. 307.1299 [M-H]), 343.11 (100,
[M+CI]"; ber. fiir [C;sH0CIN,Os]™ 343.1066, gef. 343.1065 [M+Cl]), 615.27 (14, [2M-H];
ber. fiir [C30H30N4O010]” 615.2672, gef. 615.2671 [2M—H]"); IR (Reinsubstanz): Vv = 660 (w) ,
758 (m), 861 (w), 1050 (vw), 1133 (brw), 1195 (m), 1252 (m), 1339 (vw), 1524 (m), 1576 (w),
1600 (w), 1689 (vs), 2932 (m) cm™'; Schmelzpunkt: 89 °C.

5.3.4 Synthese des azidmodifizierten Pyrrolidin-3,4-diols 99

5.3.4.1 1-(2-Bromethyl)-2,5-dihydro-1H-pyrrol (102)

O
| N—/<_\
s
/.
Br

Eine Losung von 100 (506 mg, 3.30 mmol, 1.00 eq) in trockenem CH,Cl, (1.9 mL, 0.4 m)
wurde auf —20 °C gekiihlt und mit DCC (154 mg, 3.30 mmol, 1.00 eq) sowie 101 (57.2 uL,
3.30 mmol, 1.00 eq) versetzt. Die entstandene weille Suspension wurde auf Raumtemperatur
erwiarmt und 18 h geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Nach Filtration iiber Cellite wurde das
Losemittel in vacuo entfernt. 102 blieb als weiller Feststoff, der nicht weiter aufgereinigt wer-

den musste (481 mg, 2.36 mmol, 71%).

DC [EtOAc]: Ry = 0.32; "H-NMR (300 MHz, CDCl3): § =5.87 und 5.78 (d, °J (H2") = 6.1
Hz, 2H, H2), 4.24 (s, 4H, H1"), 3.66 (t, °J (H3, H2) = 7.0 Hz, 2H, H3), 2.86 (t, °J (H2, H3) =
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7.0 Hz, 2H, H2); *C-NMR (75 MHz, CDCl3): = 168.2 (C1), 124.7 und 126.4 (C2"), 52.9
und 53.3 (C1"), 37.6 (C2), 26.9 (C3),; MS (EI'): m/z (%): 55.0 (14, C3H;0), 68.0 (10,
C4HeN), 96.1 (6, CsHcON), 107.0 (13, C,H4Br), 110.1 (25, C¢HsON), 124.1 (12, C;H;oON),
136.9 (C5H4OBr), 203.0 (20, [M]"); HRMS (EI"): m/z (%): 202.99 (20, [M]"; ber. fiir
[C7HoBrNOJ™ 202.9946, gef. 202.9944 [M]"); IR (Reinsubstanz): V = 682 (vs) , 742 (m),
804 (w), 900 (w), 916 (m), 940 (w), 1017 (w), 1073 (m), 1122 (m), 1198 (w), 1270 (vs), 1318
(vw), 1353 (vw), 1380 (vw), 1419 (w), 1447 (vs), 1579 (w), 1641 (vs), 1725 (vs), 2859 (m),
2928 (w), 2956 (w), 3322 (w) cm™'; Schmelzpunkt: 83 °C.

5.3.4.2 1-(2-Azidoethyl)-2,5-dihydro-1H-pyrrol (103)

o)
| N{j
2-@ 1
/
Ns

102 (135 mg, 0.66 mmol, 1.00 eq) wurde in DMF (5 mL) gelost und mit NaN3 (214 mg, 3.29
mmol, 4.99 eq) versetzt. Die entstandene Suspension wurde 16 h bei Raumtemperatur geriihrt
(DC-Kontrolle EtOAc), anschlieend das Losemittel in vacuo entfernt und der verbleibende
schwach gelbe Riickstand mit H;O (20 mL) versetzt. Es wurde mit CH,Cl, (40 mL) extra-
hiert, mit ges. NaCl-Losung gewaschen (20 mL), filtriert, iiber Na,SO, getrocknet und in
vacuo eingeengt. Nach sidulenchromatographischer Aufgreinigung (SiO,, EtOAc) konnte 103
(42 mg, 0.25 mmol, 38%) als farbloses Ol erhalten werden.

DC [EtOAc]: Ry = 0.39; H-NMR (300 MHz, CDCls): ¢ = 5.90 und 5.80 (d, >J (H2") = 6.5 Hz,
2H, H2"), 4.25 (s, 4H, H1"), 3.66 (t, °J (H3, H2) = 6.6 Hz, 2H, H3), 2.52 (t, >J (H2, H3) = 6.6
Hz, 2H, H2); “C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 168.2 (C1), 124.7 und 126.4 (C2"), 52.9 und
53.3 (C17), 47.0 (C2), 33.6 (C3); MS (EI'): m/z (%): 41.3 (27), 56.0 (100, CH,N3), 68.1 (42,
C,HeN), 82.9 (13, CsHgN), 99.1 (37, CeH;3N), 138.1 (25, C7H oONy), 166.1 (2, [M]Y);
HRMS (EI'): m/z (%): 166.08 (2, [M]"; ber. fiir [C;H;oN4,O]" 166.0855, gef. 166.0842 [M]");
IR (Reinsubstanz): V = 673 (s) , 808 (w), 836 (vw), 942 (w), 973 (vw), 1000 (w), 1108 (vw),
1199 (m), 1280 (br m), 1357 (m), 1442 (vs), 1618 (vs), 1641 (vs), 1738 (vw), 2097 (vs), 2860
(w), 2906 (vw), 3084 (wv), 3464 (br vw) cem™.
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5.3.4.3 (3R, 4S)-1-(2-Azidoethyl)pyrrolidin-3,4-diol (99)

103 (42 mg, 0.25 mmol, 1.00 eq) wurde in einem Losemittelgemisch aus Aceton, H,O und
'BuOH (7 mL, 5:1.6:4) gelost. Zu der farblosen Losung wurde NMO (61 mg, 0.52 mmol, 2.08
eq) sowie K,OsO4 (10 mg, 0.03 mmol, 0.12 eq) gegeben, wobei eine braune Suspension ent-
stand. Es wurde 21 h bei Raumtemperatur gerithrt (DC-Kontrolle EtOAc), dann wurde
NaHSO; zugegeben und weitere 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zentrifugieren
wurde die Losung abgenommen und mit H,O (5 mL) und CHCl;s (10 mL) versetzt. Die
wissrige Phase wurde mit CHCl; (25 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit
ges. NaCl-Losung (15 mL) gewaschen, iiber MgSOy4 getrocknet, filtriert und in vacuo einge-
engt. Verbindung 99 konnte als weiler Feststoff isoliert werden, der nicht weiter aufgereinigt

werden musste (41 mg, 0.21 mmol, 82%).

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): ¢ = 4.27-4.13 (m, 2H, H2"), 3.74-3.53 (m, 4H, H1"), 3.43 (t, °J
(H2, H3) = 6.3 Hz, 2H, H2), 2.56 (t, °J (H3, H2) = 6.3 Hz, 2H, H3); “C-NMR (100 MHz,
CD;0D): d = 170.3 (C1), 70.9 und 69.7 (C2°), 50.5 und 50.0 (C1), 46.6 (C2), 32.8 (C3); MS
(EIN): m/z (%): 43.0 (100, C,HsN), 103.1 (5, C4HoNO,), 145.1 (54, C4HyO,Ny), 182.1 (42,
C7H,00,Ny), 200.1 (2, [M]"); HRMS (ESI"): m/z (%): 201.09 (5, [M+H]"; ber. fiir
[C/H13N405]" 201.0982, gef. 201.0983 [M+H]"), 225.19 (100), 338.27 (34); (ESI'): m/z (%):
235.06 (100, [M+CI1]; ber. fiir [C7H2CIN4O3]” 235.0603, gef. 235.0604 [M+CI]7); 245.09
(36, [M+HCOO]; ber. fiir [CgH;3N405]” 245.0891, gef. 245.0892 [M+HCOO]"), 399.17 (72),
435.15 (86, [2M+CI]; ber. fiir [C14HCINgOg]™ 435.1513, gef. 435.1515 [2M+CI]"); (EI'):
m/z (%): 200.09 (2, [M]"; ber. fiir [C7H;2N403]" 200.0909, gef. 200.0883 [M]"); IR (Rein-
substanz): V = 664 (w) , 704 (w), 800 (vw), 834 (w), 882 (w), 952 (s), 1015 (m), 1125 (s),
1300 (br m), 1343 (w), 1463 (vs), 1611 (vs), 2102 (vs), 2444 (br vw), 2535 (vw), 2929 (w),
3271 (br vw) cem™'; Schmelzpunkt: 49 °C.
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5.3.5 Synthese der Methylcarbamodithioate 80 und 111

5.3.5.1 Methyl-2,3-dihydroxypropylcarbamodithioat (80)'®*

81 (5.18 g, 56.85 mmol, 1.00 eq) wurde mit NEt; (7.90 mL, 56.85 mmol, 1.00 eq) und EtOH
(30 mL) versetzt. Die erhaltene farblose Losung wurde mit CS; (5.40 mL, 56.85 mmol, 1.00
eq) bei 0 °C tropfweise versetzt, wobei sich unmittelbar nach Beendigung der Zugabe eine
gelbe Suspension bildete. Es wurde auf Raumtemperatur erwdrmt und weitere 90 min ge-
rithrt.Nach Zugabe von H,O (18 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt und CH3I (3.55 mL, 56.85
mmol, 1.00 eq) langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur er-
wirmt und 3 d geriihrt (DC Kontrolle CHCI3/MeOH 10:1). Nach Entfernen des Losemittels
in vacuo blieb ein braunes Ol, das saulenchromatographisch (SiO,, CHCIs/MeOH 10:1) auf-
gereinigt wurde. 80 konnte als gelbes Ol erhalten werden (7.51 g, 41,50 mmol, 73%).

DC [CHCI;/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.48; "H-NMR (300 MHz, CDCLy): § = 4.11-4.08 (m, 1H,
H2), 4.05 (m, 1H, H1), 3.77 (m, 1H, H1), 3.65-3.60 (m, 2H, H3), 2.65 (s, 3H, SCH3); "*C-
NMR (75 MHz, CDCl3): d = 200.4 (CS), 70.0 (C2), 63.8 (C3), 49.3 (C1), 18.3 (SCH3); MS
(EI): m/z (%): 43.0 (46), 48.0 (71), 57.0 (23), 61.0 (83, C,Hs50,), 73.0 (70), 86.1 (36), 90.9
(24), 108.0 (22, C3HsS), 116.0 (27), 133.0 (100, C4H;0,NS), 163.0 (16, CsHyONS, 181.0 (9,
(MTY); HRMS (ESI): m/z (%): 167.99 (14),180.02 (20, [M-H]; ber. fiir
[CsH oNO,S,]7180.0158, gef. 180.0157 [M-H]), 215.99 (100, [M+Cl]"; ber. fiir
[CsH | CINO,S,]™ 215.9925, gef. 215.9923 [M+CI1]); (EI'): m/z (%): 181.02 (9, [M]"; ber. fiir
[CsH|1NO,S,]* 181.0231, gef 181.0230 [M]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 834 (w), 932 (m),
1031 (m), 1071 (w), 1167 (vs), 1276 (w), 1306 (m), 1381 (m), 1472 (w), 1521 (vs), 2922 (m),
3225 (brvs) cm™,
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5.3.5.2 Methyl (3-(bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-
2-hydroxypropyl) carbamodithioat (111)

S

DMTrO—3  HN—4
M swe

HO

80 (3.57 g, 19.70 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem Pyridin (50 mL) gelost und portions-
weise mit DMTrCl (7.34 g, 22.20 mmol, 1.10 eq) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h
bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc 2:1) und mit CH3;0H (5 mL)
gequencht. Nach Entfernen des Losemittels in vacuo und sdulenchromatographischer Aufrei-
nigung (SiO,, Isohexan/EtOAc 2:1 + 0.1% Pyridin) konnte 111 als gelbes Ol erhalten werden
(6.00 g, 12.41 mmol, 62%).

DC [Isohexan/EtOAc (2:1)]: Ry= 0.35; "H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 7.78 (m, 1H, Ar-H),
7.45-7.16 (m, 8H, Ar-H), 6.88-6.83 (m, 4H, Ar-H), 4.09-3.99 (m, 2H, H3), 3.78 (s, 6H,
OCHs3), 3.63 (m, 2H, H1), 2.65 und 2.62 (s, 3H, SCH3); C-NMR (75 MHz, CDCl3): § =
200.0 (CS), 158.6 (Ar-C), 148.9 (Ar-C), 147.3 (Ar-C), 144.5 (Ar-C), 139.5 (Ar-C), 135.6 (Ar-
0), 130.0 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.0 (Ar-C), 124.2 (Ar-C), 113.2 (Ar-C), 86.6 und 81.5
(DMTr-Cyuart), 70.2 und 69.1 (C3), 65.1 und 63.9 (C2), 49.8 und 49.1 (C1), 55.3 (d, OCHs),
21.1 und 18.3 (SCH3); MS (EI'): m/z (%): 41.1 (11), 43.1 (16), 55.1 (16), 57.1 (26), 69.2 (17),
81.1 (11), 112.2 (15), 197.2 (12), 215.2 (13), 227.2 (36), 245.2 (11), 259.2 (11), 271.2 (11,
C21Hyo), 273.2 (16, C21Hy1), 288.2 (63, C21H200), 303.3 (100, C3;H90,); HRMS (ESI): m/z
(%):195.99 (10, C,H40S), 434.14 (44, CysHpOu4NS), 482.1453 (100, [M—H]; ber. fiir
[Ca6H2sNO4S,]™ 482.1465, gef. 482.1453 [M-H]"), 518.12 (9, [M+CI]; ber. fiir
[Ca6H2oCINO,S,]7518.1232, gef. 518.1221 [M+CI]"); (ESI'): m/z (%): 303.14 (100,
C21H190,), 506.14 (30, [M+Na]’; ber. fir [CosHa0O4NNaS,]" 506.1430, gef. 506.1430
[M+Na]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 700 (m), 726 (w), 753 (w), 789 (vw), 826 (m), 900 (vw),
943 (br w), 1031 (s), 1069 (vw), 1114 (w), 1155 (w), 1174 (s), 1245 (vs), 1297 (br m), 1385
(vw), 1412 (vw), 1443 (w), 1462 (w), 1506 (s), 1582 (w), 1606 (m), 2839 (vw), 2999 (vw),
3343 (brw)em™.
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5.3.6 Synthese des Phosphoramidits 63 fiir die DNA-Synthese

5.3.6.1 tert-Butyl-(1R,4S)-3-0x0-2-azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxylat (67)'*

O \4
e,
BocN

1 2

60 (20.00 g, 0.18 mol, 1.00 eq) wurde in trockenem THF (600 mL) gelost. Zu der farblosen
Losung wurde Boc,0O (78.50 mL, 0.36 mol, 2.00 eq) sowie DMAP (22.40 g, 0.18 mol, 1.00
eq) gegeben, wobei ein Farbumschlag nach orange auftrat. Das Reaktionsgemisch wurde bei
Raumtemperatur fiir 3 h geriihrt. (DC-Kontrolle Toluol/EtOAc 2:1). Nach Entfernen des
Losemittels in vacuo wurde ein oranger Riickstand erhalten, der sidulenchromatographisch
(Si0,, Toluol/EtOAc2:1) aufgereinigt wurde. 67 konnte als gelber Feststoff isoliert werden
(36.55 g, 0.17 mol, 94%).

DC [Toluol/EtOAc (2:1)]: Ry = 0.41; "H-NMR (300 MHz, CDCls): ¢ = 6.86-6.83 (m, 1H,
H2), 6.64-6.59 (m, 1H, H3), 4.93-4.89 (m, 1H, H1), 3.35-3.32 (m, 1H, H4), 2.32 (d, *J (HT,,
H7,) = 8.5 Hz, 1 H, H7y), 2.12 (d, J (H7,, H7y) = 8.5 Hz, 1 H, H7,), 1.45 (s, 9H, 'Bu); *C-
NMR (400 MHz, CDCLy): ¢ = 175.2 (C5), 154.4 (C(CH3);CO), 139.9 (C2), 138.1 (C3), 82.4
(C(CH3)3), 62.3 (C1), 54.8 (C7), 54.3 (C4), 27.9 (CHs); MS (EI'): m/z (%): 41.0 (6), 47.0 (5),
57.1 (52), 66.1 (100), 83.0 (68), 108.1 (6, C;HgO), 209.1 (1, [M]"); HRMS (EST"): m/z (%):
227.14 (14, [M+NH,4]"; ber. fiir [C;;H;oN,O3]" 227.1390, gef. 227.1393 [M+NH,]"), 273.12
(16), 436.24 (15, [2M+NH,]*; ber. fiir [CoH34N306]" 436.2442, gef. 236.2438 [2M+NH,]h),
441.20 (100, [2M+Na]"; ber. fiir [C5,H30N,NaOg]* 441.1996, gef. 441.1993 [2M+Na]"); (ET*):
m/z (%): 209.10 (1, [M]"; ber. fiir [C;;H;sNOs]" 209.1046, gef 209.1071 [M]"); IR (Rein-
substanz): ¥ = 656 (w), 705 (m), 764 (s), 777 (m), 833 (vw), 847 (m), 855 (s), 887 (w), 904
(W), 936 (w), 964 (vw), 994 (m), 1017 (vw), 1041 (vw), 1085 (m), 1121 (m), 1135 (m), 1152
(vs), 1165 (m), 1194 (w), 1222 (vw), 1252 (m), 1305 (vs), 1330 (s), 1364 (m), 1392 (w), 1458
(w), 1704 (vs), 1750 (s), 2931 (vw), 2975 (w), 2997 (vw), 3028 (vw), 3070 (vw), 3394 (br vw)
cm™'; Schmelzpunkt: 81°C.
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5.3.6.2 tert-Butyl-(1S ,2R,4S,5R)-7-0x0-3-0xa-6-azatricyclo[3.2.1.02’4]0ctan-
6-carboxylat (68)143

0
BocN ;

5

Carbamat 67 (8.83 g, 42.20 mmol, 1.00 eq) wurde in CH,Cl, (350 mL) gelost. Zu der
schwach gelben Losung wurde mCPBA (26.10 g, 0.11 mol, 2.55 eq) gegeben, wobei eine Ent-
farbung beobachtet wurde. Die entstandene Suspension riihrte 44 h bei Raumtemperatur und
wurde anschlieBend je dreimal mit ges. Na,COs-Losung, ges. NaHCO;-Losung und H,O ge-
waschen. Nach Trocknung iiber Na;SO,, Filtration und Entfernen des Losemittels in vacuo
wurde der Riickstand sdulenchromatographisch (SiO,, Toluol/EtOAc 2:1) gereinigt. Das Pro-
dukt 68 (7.03 g, 31.20 mmol, 74%) wurde als weiler Feststoff erhalten.

DC [Toluol/EtOAc (2:1)]: Ry = 0.42; '"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 =4.63 (m, 1H, H5),
3.78 (dd, *J (H4, H2) = 2.8 Hz, °J (H4, H5) = 1.4 Hz, 1H, H4), 3.62 (dd, °J (H2, H4) = 2.8 Hz,
3J (H2, H1) = 1.4 Hz, 1H, H2), 3.06 (m, 1H, H1), 1.84-1.80 (m, 1H, HSy), 1.66-1.62 (m, 1H,
H8,), 1.53 (s, 9H, ‘Bu); ®C-NMR(75 MHz, CDCl3): 6 = 173.2 (C7), 149.6 (C(CH;);CO),
83.4 (C(CHs3)3), 59.4 (C5), 53.2 (C4), 49.3 (C2), 48.3 (C1), 28.0 (CH3), 27.0 (C8); MS (EI'):
m/z (%): 43.1 (2), 57.1 (100, C4Hy), 81.0 (4), 82.9 (100, C¢Hyy), 96.0 (4), 111.0 (2), 138.9
(CsHO4N), 152.0 (2), 205.2 (26, C;1H;1NO3), 210.2 (C1H¢NO3), 225.2 (9, [M]"); HRMS
(BST): m/z (%): 211.07 (15), 227.14 (21), 243.13 (64, [M+NH,4]"; ber. fiir [C;;H;9N,O4]"
243.1339, gef. 243.1340 [M+NH,4]"), 289.11 (76), 457.19 (30), 468.23 (10, [2M+NH,4]"; ber.
fiir [CooH34N30g]" 468.2340, gef. 468.2346 [2M+NH,]"), 473.19 (100, [2M+Na]"; ber. fiir
[C2oH30N,NaOg]" 473.1894, gef. 473.1893 [2M+Na]"); IR (Reinsubstanz): V = 653 (w), 667
(w), 719 (m), 748 (s), 770 (m), 808 (vw), 897 (w), 933 (m), 990 (vw), 1007 (m), 1075 (vw),
1117 (m), 1139 (m), 1195 (vw), 1213 (w), 1258 (m), 1303 (s), 1368 (m) 1392 (vw), 1574 (w),
1698 (s), 1702 (s), 1764 (s), 2934 (vw), 2981 (br w), 3074 (br vw) cm™'; Schmelzpunkt:
125°C.
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5.3.6.3 tert-Butyl-((1S,2R ,4R,SR)-4-(hydroxymethyl)-6-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-

yl)carbamat (69)143
T' 5 NHBoc
1

0

HO

Epoxid 70 (6.55 g, 30.00 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem Methanol (350 mL) gelost und
bei 0 °C portionsweise mit NaBH, (8.25 g, 220.00 mmol, 7.50 eq) versetzt. Das Reaktions-
gemisch riihrte bei 0 °C weiter bis vollstindiger Umsatz stattgefunden hatte (DC-Kontrolle
Toluol/EtOAc 2:1). Es wurde auf Raumtemperatur erwidrmt und vorsichtig mit Eisessig neu-
tralisiert (pH 7, Kontrolle mit pH-Papier). Nach Zugabe von ges. NH4CI-Losung (200 mL)
wurde mit CHCIl; extrahiert, iber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losemittel in vacuo
entfernt. Der Alkohol 69 wurde als farbloser, oliger Riickstand erhalten und ohne weitere

Aufreinigung umgesetzt (6.67 g, 29.10 mmol, 97%).

DC [Toluol/EtOAc (1:1)]: Ry = 0.28; "H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 =5.97 (m, 1H, NH),
4.34-4.14 (m, 1H, H1), 3.89-3.81 (dd, *J (H1%, H1",) = 10.1 Hz, °J (H1%, H4) = 2.1 Hz, 1H,
H1%), 3.65-3.59 (dd, *J (H1,, H1%,) = 10.1 Hz, °J (H1",, H4) = 3.5 Hz, 1H, H1%,), 3.43-3.39
(m, 2H, H2, H3), 2.37-2.34 (dd, *J (H4, H1",) = 3.5 Hz, °J (H4, H1,) = 2.1 Hz, 1H, H4),2.10-
2.02 (m, 1H, H5,), 1.46-1.40 (m, 1H, H5y), 1.43 (s, 9H,'Bu); *C-NMR (75 MHz, CDCl;): J =
155.6 (HNCOOR), 79.3 (C(CH3)3), 62.1 (C17), 59.9 (C2), 59.4 (C3), 49.7 (C1), 40.3 (C4),
32.8 (C5); MS (EI'): m/z (%): 57.1 (44, C4Hy), 82.9 (100), 85.0 (63), 98.1 (36), 127.2 (22),
130.1 (30), 149.1 (100), 174.2 (25, C;H2NOy), 229.2 (1, [M]"); HRMS (EST"): m/z (%):
105.04 (15, C3H;O03N), 174.08 (72, C;H;;04N), 252.12 (100, [M+Na]; ber. fiir
[Ci1H1oNaNO4]" 252.1206, gef. 252.1205 [M+Na]");(EST): m/z (%): 264.10 (44, [M+CI];
ber. fiir [C;;HoCINO4]™ 264.1009, gef. 264.1024 [M+Cl1]"), 274.13 (100, [M+HCOO]; ber.
fiir [C1oHo0NOg]™ 274.1296, gef. 274.1311 [M+HCOO]"), 288.15 (35, [M+H3;CCOQO]; ber.
fiir [C13H2nNOg]™ 288.1453, gef. 288.1472 [M+H;CCOO]); IR (Reinsubstanz): Vv = 670
(vw), 720 (m), 751 (s), 770 (s), 802 (w), 816 (w), 853 (vs), 892 (w), 934 (m), 971 (vw), 990
(vw), 1007 (s), 1117 (s), 1150 (s), 1194 (vw), 1213 (m), 1256 (m), 1302 (vs), 1329 (s), 1368
(m), 1390 (vw), 1461 (w), 1573 (w), 1596 (vw), 1702 (vs), 1763 (s), 2981 (w) cm™".
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5.3.6.4 tert-Butyl-N-[(1S,2R , 4R ,5SR)-4-[ (tert-butyldimethylsilyloxy)methyl]-6-
oxabicyclo[3.1.0]hex-2-yl]carbamat (70)143

TBSO.__ 1

W 5 NHBoc
1

(0]

69 (6.58 g, 0.028 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem DMF (150 mL) geldst und mit Imidazol
(4.30 g, 0.063 mol, 2.25 eq) sowie TBSCI (9.52 g, 0.063 mol, 2.25 eq) versetzt. Nachdem das
Reaktionsgemisch 2 h bei Raumtemperatur geriihrt wurde (DC-Kontrolle Toluol/EtOAc 2:1),
wurde EtOAc (300 mL) zugegeben und je dreimal mit ges. NaHCO3-Losung (150 mL) sowie
ges. NaCl-Losung (150 mL) gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden {iiber
MgSO, getrocknet und filtriert, anschlieBend wurde in vacuo eingeengt. Nach sdulenchro-
matographischer Aufreinigung (SiO,, Toluol/EtOAc 6:1) konnte 69 (6.40 g, 0.019 mol, 62%)

als stark hygroskopischer Feststoff erhalten werden.

DC [Toluol/EtOAc (6:1)]: R = 0.42; "H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 =5.71 (m, 1H, NH),
4.33-4.23 (m, 1H, H2), 3.92-3.87 (dd, °J (H1",, H4) = 2.3 Hz, °J (H1",, H1",) = 10.4 Hz, 1H,
H1%), 3.69-3.64 (dd, *J (H1",, H4) = 3.0 Hz, *J (H1",, H1%,) = 10.4 Hz, 1H, H1",), 3.42 d, *J
(H1, H5) = 2.2 Hz, 1H, H1), 3.38 (d, °J (H5, H1) = 2.2 Hz, 1H, H5), 2.41-2.35 (m, 1H, H4),
2.18-2.07 (m, 1H, H3,), 1.46 (s, 9H, 'Bu), 1.43-1.37 (m, 1H, H3}), 0.9(s, 9H, SiC(CH3)3), 0.16
(s, 6H, Si(CH3); ®C-NMR (50 MHz, CDCL): § = 155.3 (RNHCOOR), 79.1 (OC(CHs)3),
64.8 (C1%), 59.8 (C1), 59.4 (C5), 49.6 (C2), 40.8 (C4), 33.4 (C3), 28.4 (OC(CH3)3), 26.1
(SiC(CHa)3), 18.7 (SiC(CHa)3), —5.4 (SiCHs); MS (EIY): m/z (%): 57.1 (60, C4Ho), 75.1 (30),
105.1 (9), 169.1 (19), 1862 (12), 230.2 (100, C;3Hy0,Si), 270.3 (8), 300.3 (34,
C1sHx6NO,Si), 315.3 (50, C;sHoNO,Si); HRMS (ESI): m/z (%): 154.99 (100), 255.23 (5),
325.14 (13), 342.21 (24, (M-H]; ber. fiir [C17H3,NO,Si]™ 342.2106, gef. 342.2103 [M-H]"),
378.19 (98, [M+CI]"; ber. fiir [C17H33CINO,Si]™ 378.1873, gef. 378.1869 [M+CI]), 524.30
(14), 721.40 (23, [2M+CI]; ber. fiir [C34HssCIN2OsSi,]” 721.4052, gef. 721.4040 [2M+CI]);
(EST"): m/z (%): 239.23 (6, CisHyON), 244.17 (13, C;pHys0,NSi), 288.16 (75,
C13Hy604NSi), 305.19 (100, C;7H»70,NSi), 310.14 (60, C;5sHy,O4NSi), 344.23 (40, [M+H]";
ber. fiir [C7H3NO4Si]" 344.2257, gef. 344.2254 [M+H]"), 366.21 (54, [M+Na]"; ber. fiir
[C;7H33NO4SiNa]" 366.2077, gef. 366.2073 [M+Na]"); IR (Reinsubstanz): V = 664 (w), 696
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(w), 730 (m), 779 (s), 835 (vs), 863 (vw), 929 (w), 986 (w), 1016 (m), 1047 (m), 1093 (br w),
1126 (w), 1169 (s), 1217 (vw), 1235 (w), 1254 (m), 1324 (w), 1366 (w), 1390 (w), 1472 (vw),
1503 (br m), 1605 (vw), 1714 (vs), 2858 (w), 2930 (w), 2954 (w), 3225 (br w) cm™ .

5.3.6.5 tert-Butyl-N-[(1R,3S ,4R)-3-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cyclopentyl]-

carbamat (61)143

HO_ 4
" & NHBoc

OH

Epoxid 70 (1.16 g, 3.38 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem Toluol (24 mL) gelost und auf 0
°C gekiihlt. Red-Al® (65 % Losung in Toluol, 2.0 mL, 6.76 mmol, 2.00 eq) wurde mit einer
Spritze innerhalb von 5 min tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam
auf Raumtemperatur erwidrmt und weitere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle
Toluol/EtOAc 6:1), wobei ein volumindser weiller Feststoff ausfiel. Es wurde ges. NH4Cl-
Losung (40 mL) zugegeben und weitere 30 min geriihrt, anschliefend erfolgte Zugabe von
EtOAc (100 mL). Es wurde mehrmals mit ges. NaCl-Losung gewaschen (300 mL) und die
wissrige Phase mit EtOAc (100 mL) riickextrahiert. Die vereinten organischen Phasen wur-
den iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Es blieb ein weiler kristalliner
Feststoff, der mit Isohexan gewaschen (10 mL) und im Hochvakuum getrocknet wurde. Diol

61 wurde als kristalliner Feststoff (0.52 g, 2.26 mmol, 67 %) erhalten.

DC [CHCI;/CH30H (10:1)]: Ry = 0.19; "H-NMR (300 MHz, CDCly): d =4.78 (s, 1H, NH),
4.08-3.96 (m, 2H, H1, H3), 3.60-3.48 (dd, >/ (H1",, H1%,) = 10.8 Hz, °J (H1",, H4) = 6.2 Hz,
2H, H1,, H1%), 2.26-2.18 (m, 1H, H5,), 1.98-1.65 (m, 3H, H2,, H2,, H4), 1.42 (s, 9H, ‘Bu),
1.19-1.11 (m, 1H, H5,); “C-NMR (75 MHz, CDCLy): 6 = 156.5 (RNHCOOR), 78.4
(OC(CH3)3), 72.7 (C3), 63.4 (CI’), 49.0 (C1), 48.2 (C4), 40.9 (C2), 34.2 (C5), 27.4
(OC(CH3)3); MS (EI'): m/z (%): 57.1 (100, C4Hy), 83.0 (22, CeHy1), 199.3 (56, C1oHi7NO3),
213.3 (40, C1;H9NO3), 227.3 (34, C1H,1NO3), 231.2 (86, [M]"); HRMS (EST): m/z (%):
154.99 (1, C;H40,Cl), 266.12 (100, [M+CI1]"; ber. fir [C;1H2O4NCI]™ 266.1165, gef.
266.1171 [M+CI] ), 276.15 (4, [M+HCOO] ; ber. fiir [C12H»uNOg]™ 276.1453, gef. 276.1467
[M+HCOO]"); (EI): m/z (%): 231.15 (1, [M]"; ber. fiir [C;;H2;O4N]" 231.1465, gef. 231.1469
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[M]); IR (Reinsubstanz): V' = 746 (vw), 768 (vw), 778 (vw), 829 (w), 855 (w), 867 (w), 883
(vw), 916 (m), 977 (m), 1014 (s), 1040 (w), 1049 (m), 1080 (w), 1090 (w), 1109 (m), 1158 (s),
1220 (w), 1242 (w), 1279 (s), 1333 (w), 1363 (m), 1503 (w), 1519 (vw), 1524 (s), 1682 (s),
2887 (vw), 2965 (vw), 2981 (w), 3279 (br m), 3372 (m) cm™'; Schmelzpunkt: 124-127°C.

5.3.6.6 Methyl-((1R,3R,4R)-3-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cyclopentyl)-
carbamodithioat (58)

61 (200 mg, 0.86 mmol, 1.00 eq) wurde mit H,O (8 mL) versetzt. Nach sorgfiltigem ent-
gasen wurde die Suspension 12 h bei 100 °C geriihrt. Die entstandene gelbe Losung wurde
nach dem Abkiihlen an der Lyophille iiber Nacht getrocknet. Es blieb das Amin 59 als gelbes
Ol (113 mg, quantitative Umsetzung), das in entgastem EtOH (10 mL) geldst wurde. Zu der
gelben Losung wurde 72 (137 mg, 0.86 mmol, 1.00 eq) gegeben. Unter Ausschluf3 von Sauer-
stoff wurde 3 h unter Riickfluss geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Das Losemittel wurde in
vacuo entfernt und der erhaltene 6lige Riickstand sdulenchromatographisch (SiO,, EtOAc) ge-

reinigt. 58 konnte als farbloses Ol isoliert werden (140 mg, 0.63 mmol, 73% iiber 2 Stufen).

DC [EtOAc]: R = 0.23; "H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 8.25, 7.81 (br s, 1H, NH), 5.00,
4.22 (m, 1H, H3), 4.29-4.16 (m, 2H, HS), 3.88-3.76 (m, 1H, H1",), 3.66-3.56 (m, 1H, H1%),
2.45 (m, 1H, H2y), 2.13-2.05 (m, 2H, H1, H4), 2.67 (s, 3H, SCH3), 1.37 (m, 1H, H2,); *C-
NMR (150 MHz, CDCls): 0 = 197.6 (CS), 74.8, 74.7 (C3), 65.0, 64,2 (C1°), 55.8, 54.0 (C3),
48.3, 48.0 (C1), 42.2, 41.5 (C4, C2), 34.4, 33.8 (C5), 19.0, 18.0 (SCH3); MS (EI"): m/z (%):
44.0 (15), 91.0 (100, C,H30,S), 106.9 (11, C;HsNS,), 116.1 (40, C¢H20,), 155.8 (Cs0,S,),
158.0 (CoH,0S) 206.9 (30, C;H1oNO,S,), 221.01 (4, [M]"); HRMS (ESTY): m/z (%): 102.13
9), 173.93 (100), 222.06 (35, [M+H]"; ber. fiir [CsH;sNO,S,]" 222.0617, gef. 222.0617
[M+H]"), 299.18 (30); (EST): m/z (%): 142.03 (10), 220.05 (53, [M—H]"; ber. fiir
[CsHisNO,S]  220.0471, gef. 220.0473 [M-H] ), 256.02 (100, [M+CI]; ber. fiir
[CsHsNO,S,Cl]™ 256.0238, gef. 256.0237 [M+CI]"), 299.18 (30); IR (Reinsubstanz): V' =
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668 (vw), 727 (vw), 883 (vw), 951(w) , 1015(m)1038 (m), 1161 (w), 1250 (vw), 1307 (vw),
1342 (m), 1366 (m), 1437 (vw), 1512 (br m), 1683 (m), 2108 (brm), 2873 (vw), 2924 (m),
3304 (br s)em ™.

Die Zwischenstufe 59 wurde massenspektrometrisch nachgewiesen: MS (EI"): m/z (%): 45.1
(67), 56.0 (54), 69.1 (18, CsHy), 72.0 (100, C3H¢ON), 86.1 (37, C4HgON), 100.1 (CsH;oON),
131.1 (2, [M]"); HRMS (ET"): m/z (%): 131.09 (2, [M]"; ber. fiir [CsH;3NO,]" 131.0946, gef.
131.0929 [M]").

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurde das UV/Vis-Spektrum von 58 in H,O

(0.1 mMm) aufgenommen (Abb. 107).
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Abb. 107: UV/Vis-Spektrum der Verbindung 58 in H,O (0.1 mM).
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5.3.6.7 Methyl-3-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-4-
hydroxycyclopentylcarbamodithioat (62)

S

pmtro_ .

" HN” “SMe
4 1

OH

58 (0.88 g, 4.00 mmol, 1.00 eq) wurde mit trockenem Pyridin coevaporiert (2-10 mL) und an-
schliefend in trockenem Pyridin (30 mL) gelost. Zu der farblosen Losung wurde innerhalb
eines Zeitraums von 10 min DMT-CI (1.42 g, 4.20 mmol, 1.05 eq) portionsweise gegeben,
wobei eine intensive Gelbfiarbung beobachtet werden konnte. Das Reaktionsgemisch riihrte 2
h bei Raumtemperatur (DC-Kontrolle EtOAc), wurde mit Methanol (1 mL) gequencht und in
vacuo eingeengt. Der erhaltene Riickstand wurde sdulenchromatographisch (SiO,,
Isohexan/EtOAc 1:1 + 1% Pyridin) gereinigt. Nach Entfernung restlichen Pyridins mittels
azeotroper Destillation mit Toluol (3-10 mL) und Trocknung im Hochvakuum konnte 62 als

gelber Schaum erhalten werden (1.47 g, 2.80 mmol, 70%).

DC [Isohexan/EtOAc (1:1)]: Rr=0.67 ; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =8.59, 7.96 (m, 1H,
NH), 7.45-7.40 (m, 4H, Ar-H)), 7.34-7.27 (m, 4H, Ar-H), 7.24-7.15 (m, 1H, Ar-H), 6.86-6.81
(m, 4H, Ar-H), 4.99, 4.55-4.40 (m, 1H, H3), 4.30-4.16 (m, 2H, H5), 3.92-3.84 (m, 1H, H1",),
3.68-3.62 (m, 1H, H1%), 2.66, 2.59 (s, 3H, SCH3), 2.43 (m, 1H, H2;), 2.18-1.99 (m, 2H, H1,
H4), 1.55-1.46 (m, 1H, H2,); C-NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 158.6, 158.5 (CS), 147.3 (Ar-
C), 144.9, 144.7 (Ar-C), 139.5 (Ar-C), 132.6, 136.1 (Ar-C), 135.9, 135.7 (Ar-C), 130.1, 130.0
(Ar-C), 129.1 (Ar-C), 128.2 (Ar-C), 128.0, 127.9 (Ar-C), 127.8, 127.7 (Ar-C), 127.0, 126.9
(Ar-C), 113.2, 113.0 (Ar-C), 86.4, 81.4 (DMTr-Cquarr), 75.0 (C3), 65.9, 65,5 (C1°), 55.2,
55.1(0CH3), 53.7, 51.9 (C1), 46.7 (C4), 41.6 (C2), 35.4 (C5), 20.3, 18.1 (SCH3); MS (EI"):
m/z (%): 41.0 (37), 79.0 (3), 105.0 (5, C,H4NS,), 127.2 (6, CsH7N)135.1 (8, C3H304S), 152.0
(3), 165.0 (3), 195.0 (5), 202.0 (3), 215.0 (3), 227.2 (8), 244.9 (3), 288.0 (4), 303.3 (100,
C21H190,), 319.3 (3), 398.3 (3), 475.4 (3, C2oH33NOsS); HRMS (ESI): m/z (%): 474.17 (5),
510.15 (35), 522.18 (80, [M—H]; ber. fiir [C2oH3,NO,S,]” 522.1778, gef. 522.1767[M-H]"),
558.15 (100, [M+CI]™; ber. fiir [CooH33CINO,S,]™ 558.1545, gef. 558.1531 [M+CI]); IR
(Reinsubstanz): ¥ = 700 (w), 726 (w), 754 (w), 826 (m), 901 (vw), 1030 (m), 1065 (w), 1113
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(vw), 1173 (m), 1246 (s), 1299 (m), 1347 (w), 1443 (w), 1462 (w), 1506 (s), 1581 (w), 1607
(m), 2105 (br m), 2835 (w), 2868 (w), 2930 (w), 2957 (w), 3364 (br w) cm™'; Schmelzpunkt:
74 °C.

5.3.6.8 Phosphoramidit 63

62 (106 mg, 0.20 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem CH,Cl, (2 mL) gelost. Die gelbe Lo-
sung wurde sorgfiltig entgast und bei Raumtemperatur via Spritze (Hamilton) tropfenweise
mit entgaster Hiinig-Base (177 pL, 1.00 mmol, 5.00 eq) sowie CEDCI (54 uL, 0.24 mmol,
1.20 eq) versetzt, wobei eine sofortige Entfarbung eintrat. Die farblose Losung wurde 45 min
bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc 1:1), anschlieBend die Reaktion
durch Zugabe von entgastem CH3OH (0.1 mL) gestoppt. Nach Entfernen des Losemittels in
vacuo wurde der 0lige Riickstand in entgastem EtOAc (1 mL) aufgenommen, der dabei ent-
standene Niederschlag wurde abgetrennt und verworfen. Die verbleibende schwach gelbe Lo-
sung wurde zweimal iiber eine GHP Membran (0.2 um, Pall Life Sciences) filtriert, mit wenig
entgastem Ether versetzt und in vacuo eingeengt. Das Phosphoramidit 63 wurde nach Trock-
nung am Hochvakuum als farbloser Schaum erhalten (76 mg, 0.11 mmol, 52%) und un-

mittelbar fiir die DNA-Synthese weiter eingesetzt.

'"H-NMR (200 MHz, CDCl3): 6 =7.45-7.20 (m, 13H, Ar-H), 5.01-4.46 (m, 3H, H3, H5),
3.90-3.83 (m, 1H, H1%,), 3.79 (s, 6H, OCH3), 3.77-3.52 (m, 3H, OCH,CH,CN, H1%), 3.20-
3.11 (m, 3H, OCH,CH,CN, '‘PrCH), 2.66, 2.63 (SCH3), 2.49-2.41 (m, 1H, H2;), 2.29-2.23 (m,
2H, H1, H4), 1.44 (m, 1H, H2,), 1.18, 1.16 (d, *J (PrCHs, 'PrCH) = 6.9 Hz, 6H, ‘PrCH3; *'P-
NMR (200 MHz, CDCl;): 6 = 150.6, 150.4; HRMS (ESI"): m/z (%): 303.14 (100, C2;H;90,),
44122 (57), 577.36 (39), 67630 (45), 74628 (24, [M+Na]; ber. fir
[C3sHs50N3NaOsPS,]" 746.2822, gef. 746.2830 [M+Na]"), 844.43 (14); (ESI'): m/z (%): 758.26
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(100, [M+CI]7; ber. fiir [C3sHs0CIN3OsPS,] 758.2624, gef. 758.2617 [M+Cl] "), 1481.55 (8,
[2M+C1]7; ber. fiir [C76H100CINgO19P2S4]™ 1481.5553, gef. 1481.5497 [2M+CI]).

5.3.7 Synthese eines Thioharnstoff-Derivats mit carbozyklischem Riickgrat
5.3.7.1 1-((1R,3R 4R)-3-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cyclopentyl)thioharnstoff (83)

S

Ho_, ..U

HN" ~NH,
1

OH

58 (28 mg, 0.13 mmol) wurde mit NH,OH (50uL) versetzt.Die erhaltene gelbe Losung wurde
fest verschlossen und bei 60 °C fiir 3 h geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemischin vacuo eingeengt, der verbleibende olige
Riickstand wurde mittels Saulenchromatographie gereinigt (RP SiO,, H,O — CH3;CN/H,0O
1:10). Produkt 84 wurde nach Trocknung an der Lyophille iiber Nacht als farbloses Ol erhal-
ten (19 mg, 0.10 mmol, 79%).

'H-NMR (400 MHz, D;0): 6 =4.44 (m, 1H, H1), 3.98-3.86 (m, 1H, H3), 3.54-3.49 (dd, %J
(H1, H1%) = 11.1 Hz, *J (H1%,, H4) = 6.7 Hz, 1H, H1%), 3.45-3.40 (dd, 2J (H1%, H1%) =
11.1 Hz, *J (H1%, H4) = 6.0 Hz, 1H, H1%), 2.29-2.19 (m, 1H, HS,), 1.92-1.86 (d, *J (H4,
H1%) = 6.7 Hz, 1H, H4), 1.79-1.66 (m, 2H, H2), 1.22-1.06 (m, 1H, H5); *C-NMR (150
MHz, D,0): 6 = 177.3 (CS), 72.8 (C3), 63.1 (C17), 53.4 (C1), 48.0 (C4), 39.5 (C2), 33.2 (C5);
MS (EI'): m/z (%): 41.1 (100, CsHs), 55.0 (17), 69.0 (14), 76.9 (24, HON,S), 83.0 (10,
CsH;0), 123.0 (10), 127.1 (6), 190.1 (10, [M]*); HRMS (ESI"): m/z (%): 105.04 (6, C¢HsNy),
191.08 (100, [M+HT"); ber. fiir [C7H;sN,0,S]* 191.0849, gef. 191.0848 [M+H]"); (ESI): m/z
(%): 155.08 (26, C;H;,0,N,), 189.07 (100, [M-H]; ber. fiir [C7H;3N,0,8] 189.0703, gef.
189.0704 [M-H]); IR (Reinsubstanz): ¥ =792 (w), 932 (vw), 1031 (m), 1158 (w), 1299 (w),
1356 (w), 1433 (m), 1528 (s), 1619 (m), 2873 (w), 2928 (w), 3186 (vs), 3280 (vs) cm ™.
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Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurde das UV/Vis-Spektrum von 83 in H,O

(0.1 mMm) aufgenommen (Abb. 108).
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Abb. 108: UV/Vis-Spektrum der Verbindung 83 in H,O (0.1 mm).
5.3.8 Synthese der Verbindungen 38, 39 und 40 fiir die Click Chemie
5.3.8.1 5-(2-Azidoethyl)-4-methylthiazoliumiodid (40)

Ny

S
\/)I />2
+N\ -

48 (1.00 g, 5.94 mmol, 1.00 eq) wurde in CH3CN (10 mL) gelost. Zu der Losung wurde CH;3l
(3.70 mL, 59.40 mmol, 10.00 eq) getropft, dann wurde die erhaltene gelbe Losung fest ver-
schlossen und 3 d bei Raumtemperatur (DC Kontrolle EtOAc) geriihrt. Nach Entfernen von
tiberschiissigem CH3l sowie CH3CN im N,-Strom iiber Nacht blieb ein schwach gelber Riick-
stand, der mit kaltem CH3;CN (25 mL) gewaschen wurde. Nach Trocknung im Hochvakuum
wurde 40 (1.10 g, 3.55 mmol, 60%) als farbloser Feststoff isoliert.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 6 = 10.00 (s, 1H, H2), 4.07 (s, 3H, N-CH3), 3.63 (t, °J (H2",
H1%) = 6.5 Hz, 2H, H2"), 3.17 (t, *J (H1", H2") = 6.5 Hz, 2H, H1"), 2.43 (s, 3H, C4-CH3); "*C-
NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 157.4 (C2), 143.7 (C4), 134.0 (C5), 50.9 (C1"), 40.9 (N-
CH3), 26.3 (C27), 11.8 (C4-CHs); MS (EI"): m/z (%): 58.1 (8), 85.1 (8, C3H3NS), 112.1 (22),
127.0 (30), 142.0 (100, C;H;2NS); HRMS (ESTY): m/z (%): 127.05 (7, CéHoNS), 155.06 (15,
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C/H1N,S), 183.07 (100, [M]"; ber. fiir [CH i N4ST™ 183.0699, gef. 183.0694 [M]"), 248.2
(15); (EST): m/z (%): 126.90 (100, 1), 436.88 (55, [M+21] ; ber. fiir [C;H;112N4S] 436.8799,
gef. 436.8795 [M+21]7); IR (Reinsubstanz): V' = 564 (s), 578 (s), 620 (m), 761 (vw), 798 (m),
855 (w), 923 (w), 986 (m), 1009 (s), 1061 (w), 1100 (s), 1204 (m), 1230 (s), 1286 (m), 1348
(s), 1442 (m), 1476 (m), 1594 (br w), 2104 (vs), 2146 (vw), 2360 (vw), 2513 (vw), 2853 (w),
2921 (w), 2956 (w), 2987 (w), 3091 (s), 3446 (br w) cm™'; Schmelzpunkt: 113°C.

5.3.8.2 2-(1H-Imidazol-1-yl)ethylmethansulfonat (42)

2 .
N%NJ\/OMS
\—/ z
4

41 (1.32 g, 11.75 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem CH,Cl, (7 mL) gel6st. Zu der gelben
Losung wurde NEt; (1.79 mL, 12.92 mmol, 1.10 eq) gegeben, dann wurde das Reaktionsge-
misch auf 0 °C gekiihlt und tropfenweise mit Methansulfonylchlorid (1.00 mL, 12.92 mmol,
1.10 eq) versetzt. Die entstandene Suspension wurde auf Raumtemperatur erwéarmt und 16 h
geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc/CH3;0H 10:1). Nach Zugabe von CH,Cl, (50 mL) wurde mit
ges. wissriger NaHCO;3-Losung (100 mL) sowie H,O (50 mL) gewaschen. Nach Trocknung
tiber MgSQ,, Filtration und Entfernen des Losemittels in vacuo blieb ein oliger Riickstand,
der sidulenchromatographisch (SiO,, EtOAc/MeOH 10:1) gereinigt wurde. 42 (1.19 g, 6.23
mmol, 53%) wurde als gelbes Ol isoliert.

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.70; "H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.43 (s, 1H, H2),
6.95 (s, 1H, H5), 6.90 (s, 1H, H4), 4.33 (t, °J (H2", H1") = 5.1 Hz, 2H, H2"), 4.18 (t, °J (H1",
H2") = 5.1 Hz, 2H, H1"), 2.77 (s, 3H, SO,-CH3); *C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 137.5
(C2), 129.8 (C5), 119.1 (C4), 68.3 (C2"), 45.8 (C1°), 37.2 (SO,-CHs); MS (EI'): m/z (%):
54.0 (18), 81.0 (23, C4HS), 94.0 (80, C3H,408S), 130.0 (7), 190.0 (100, [M]"); HRMS (EST"):
m/z (%): 191.05 (30, [M+H]"; ber. fiir [CeH;N,O3S]" 191.0485, gef. 191.0487 [M+H]Y),
285.10 (11), 381.09 (100, [2M+H]"; ber. fiir [C1oH2N4O6S,]" 381.0897, gef. 381.0903
[2M+H]Y), 477.08 (25); (EST): m/z (%): 415.05 (32, [2M+CI]™; ber. fiir [C1,HaCIN,O4S2]
415.0518, gef. 415.0527 [2M+CI]"), 475.06 (100), 571.05 (29); (EI"): m/z (%): 190.04 (100,
[M]"; ber. fiir [CeH;0O3N2S]" 190.0412, gef. 190.0412 [M]"); IR (Reinsubstanz): V = 1021
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(vs), 1111 (br w), 1178 (br w), 1222 (vw), 1449 (w), 2359 (vw), 2832 (m), 2943 (m), 3318 (br

n) cm .

5.3.8.3 1-(2-Azidoethyl)-1H-imidazol (43)

2
.
NZON—Ns
\—/ z
4

42 (0.89 g g, 4.68 mmol, 1.00 eq) wurde in DMF (9 mL) gelost. Nach Zugabe von NaN3 (0.36
g, 5.61 mmol, 1.20 eq) zu der gelben Losung riihrte die entstandene gelbe Suspension 22 h bei
Raumtemperatur. Nach Entfernen des Losemittels in vacuo wurde CH,Cl, (75 mL) zugegeben
und je dreimal mit H,O (20 mL) sowie ges. wiéssriger NaHCO3; Losung (20 mL) gewaschen.
Die vereinten wiassrigen Phasen wurden mit CH,Cl, (100 mL) riickextrahiert. Nach Trocknen
tiber MgSQ,, Filtration und Entfernen des Losemittels in vacuo wurde der bleibende Riick-
stand sdulenchromatographisch (SiO,, EtOAc/MeOH 10:1) aufgereinigt. 43 (0.50 g, 3.65

mmol, 78%) konnte als oranges Ol isoliert werden.

DC [EtOAc/CH;0H (10:1)]: Ry = 0.70; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § =7.49 (s, 1H,
H2), 7.07 (br, s, 1H, H5), 6.96 (s, 1H, H4), 4.06 (t, >J (H1", H2") = 6.0 Hz, 2H, H1"), 3.59 (1,
3] (H2’, H1") = 6.0 Hz, 2H, H2"); *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): § = 137.4 (C2), 130.0
(C5), 119.1 (C4), 51.8 (C17), 46.1 (C27); MS (EI"): m/z (%): 40.9 (14), 43.9 (18, H,N3), 54.1
(62, C3H4N), 68.1 (12), 81.1 (100, C4HsNy), 111.1 (35, C4H,Ny), 130.0 (92, CsHs), 137.2 (10,
[MT*); HRMS (EST"): m/z (%): 74.81 (5), 138.08 (100, [M+H]"; ber. fiir [CsHsNs]* 138.0774,
gef. 138.0764 [M+H]"), 182.10 (12), 232.13 (12), 275.14 (38, [2M+H]"; ber. fiir [C1oH;sNo]"
275.1476, gef. 275.1441 [2M+H]"); (BI'): m/z (%): 137.0695 (10, [M], ber. fiir [CsH;Ns]*
137.0696, gef. 137.0695 [M]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 663 (vs), 920 (vw), 1023 (vs), 1084
(w), 1108 (w), 1289 (w), 1391 (m), 1443 (br w), 1513 (m), 1657 (vs), 2105 (s), 2359 (vw),
2834 (w), 2944 (w), 3364 (br s) cm™".
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5.3.8.4 1-(2-Azidoethyl)-1H-imidazoliumiodid (38)

2
.
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43 (0.70 g, 5.10 mmol, 1.00 eq) wurde in CH3CN (7 mL) gelost. Die gelbe Losung wurde bei
Raumtemperatur tropfenweise mit CHsl (3.19 mL, 51.00 mmol, 10.00 eq) versetzt und fest
verschlossen fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle CH,Cl,/MeOH 19:1). Uber-
schiissiges CH3l sowie Losemittel wurden iiber Nacht im N,-Strom entfernt. 38 wurde nach
Trocknung am Hochvakuum als gelbes Ol erhalten (1.42 g, 5.09 mmol, quantitative Um-

setzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 =9.19 (s, 1H, H2), 7.80 (s, 1H, H5), 7.75 (s, 1H, H4),
4.35 (t,°J (H1", H2") = 5.6 Hz, 2H, H1"), 3.86 (t, °J (H2", H1") = 5.6 Hz, 2H, H2"), 3.85 (s,
3H, N-CH3); ®C-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 137.4 (C2), 124.1 (C5), 122.9 (C4), 50.2
(C17), 48.6 (C2"), 36.5 (N-CH3); HRMS (ESI'): m/z (%): 152.09 (38, [M]"; ber. fiir
[CeHoNs] 152.0931, gef. 152.0927 [M]"), 236.99 (34, C¢H oNoI), 431.09 (100, [2M+I]"; ber.
fiir [C12H0INo]" 431.0917, gef. 431.0898 [2M+1]"); (EST): m/z (%): 126.91 (5, T), 405.90
(100, [M+21]7; ber. fiir [C¢HoIbN5]™ 405.9031, gef. 405.9042 [M+21]7); IR (Reinsubstanz): Vv
=619 (vs), 646 (m), 702 (vw), 749 (w), 824 (vw), 1165 (vs), 1288 (br m), 1457 (m), 1507 (w),
1560 (vs), 1654 (s), 2100 (vs), 2360 (w), 3087 (m), 3145 (vw), 3448 (brs) cm™".

5.3.8.5 1-(Prop-2-ynyl)-1H-imidazol (44)"’

N

Eine Losung von 34 (8.53 g, 0.12 mol, 1.00 eq) in THF (100 mL) wurde auf —78 °C gekiihlt.
Mittels Tropftrichter wurde nBuLi (2.5 M, 50 mL, 0.12 mol, 1.00 eq) zugegeben, wobei eine
Gelbfiarbung der Losung eintrat. Das Reaktionsgemisch riihrte weitere 2.5 h bei =78 °C und

wurde anschliessend via Kaniile zu einer auf —78 °C gekiihlte Losung von Propargylbromid
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(18.63g, 0.12 mol, 1.00 eq) in THF (50 mL) gegeben. Es wurde auf Raumtemperatur erwarmt
und 12 h geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Zu der entstandenen braunen Suspension wurde H,O
(50 mL) gegeben und mit CH,Cl, (250 mL) extrahiert. Nach Trocknung tiber MgSO4 wurde
das Losemittel in vacuo entfernt und der Riickstand durch Destillation im Hochvakuum (5
mbar, 72 °C) aufgereinigt. 44 wurde als gelbes Ol erhalten (8.49 g, 0.08 mol, 67%), das bei

+4 °C gelagert wurde.

DC [EtOAc]: Ry = 0.47; '"H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 7.55 (s, 1H, H2), 7.06-7.00 (m, 2H,
H4, H5), 4.70 (d, *7 (H1", H3") = 1.4 Hz, 2H, H1"), 2.49 (d, *J (H3", H1") = 1.4 Hz, 1H, H3");
BC.NMR (75 MHz, CDCly): 6 = 116.7 (C2), 129.8 (C5), 118.8 (C4), 76.5 (C27), 74.7 (C3"),
36.3 (C17); MS (EI'): m/z (%): 53.0 (10, C4Hs), 68.0 (22, C3H4N>), 79.0 (100, CsHsN), 106.1
(90, [M]*); HRMS (ESI*): m/z (%): 107.06 (59, [M+H]"; ber. fiir [C7H;N,]" 107.0604, gef.
107.0604 [M+H]"), 148.09 (68, [M+CH;CN+H]"; ber. fir [CsHisN3]® 148.0869, gef.
148.0869 [M+CH;CN+H]"), 213.11 (100, [2M+H]"; ber. fir [C1oHi3N4J* 213.1135, gef.
213.1134 [2M+H]); IR (Reinsubstanz): ¥ = 612 (m) , 659 (vs), 733 (s), 820 (m), 907 (w),
943 (vw), 1030 (w), 1075 (s), 1107 (w), 1229 (s), 1282 (w), 1348 (br vw), 1393 (w), 1434 (w),
1505 (s), 2928 (vw), 3116 (vw), 3287 (w) cm .

5.3.8.6 1-(Prop-2-ynyl)-1H-imidazolium iodid (39)

44 (1.00 g, 9.42 mmol, 1.00 eq) wurde in CH3CN (10 mL) gelost. Zu der farblosen Losung
wurde CHsl (5.9 mL, 94.36 mmol, 10.01 eq) gegeben, es konnte hierbei eine schwache
Gelbfiarbung beobachtet werden. Das Reaktionsgemisch riihrte fest verschlossen fiir 17 h bei
Raumtemperatur (DC Kontrolle EtOAc). Im Anschluss wurden {iiberschiissiges CH3l und
Losemittel tiber Nacht im N,-Strom vertrieben. Es blieb ein gelbes Ol, das in der Kilte

kristallisierte. 39 konnte als gelber Feststoff (2.30 g, 9,26 mmol, 99%) isoliert werden.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): d = 9.20 (s, 1H, H2), 7.76-7.73 (m, 2H, H4, H5), 5.19 (d, *J
(H1°, H3") = 1.8 Hz, 2H, H1"), 3.85 (s, 3H, CH3), 2.47 (d, *J (H3", H1") = 1.8 Hz, 1H, H3");
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): § = 137.0 (C2), 124.5 (C5), 122.6 (C4), 79.4 (C2"), 76.5
(C37), 39.1 (CH3), 36.6 (C1°); MS (EI'): m/z (%): 42.1 (12), 54.0 (22, C4Hg), 57.1 (9), 68.1
(6, C3HyNy), 82.1 (100, C4HgN>), 106.1 (4, C7HgN), 119.0 (5); HRMS (ESI'): m/z (%): 94.07
(5, C¢HgN), 121.08 (100, [M]"; ber. fiir [C;HoN,]" 121.0760, gef. 121.0760 [M]"), 369.06
(100, [2M+1]"; ber. fiir [C14H;sINg]" 369.0576, gef. 369.0571 [2M+1]"); (EST): m/z (%):
126.91 (100, I'), 282.95 (11, [M+CI+]I]; ber. fiir [C;HoClIN,] 282.9504, gef. 282.9504
[MACI+]] ), 374.98 (100, [M+21] ; ber. fiir [C7HoloNo]™ 374.8861, gef. 374.8861 [M+21]); IR
(Reinsubstanz): vV =612 (s) , 621 (s), 722 (s), 741 (m), 850 (m), 949 (w), 1016 (w), 1092 (w),
1167 (vs), 1204 (w), 1281 (w), 1323 (w), 1384 (vw), 1423 (m), 1558 (m), 1574 (w), 1619 (vw),
2125 (m), 2914 (w), 3030 (s), 3095 (m), 3184 (s) cm™'; Schmelzpunkt: 68 °C.

5.3.9 Komplexierungsstudien

5.3.9.1 Umsetzungen mit Verbindung 58

5.3.9.1.1 Ag'- und Au'- Verbindungen

Verbindung 58 wurde hinsichtlich seines Koordinationsverhaltens gegeniiber Ag™- sowie
Au*-Ionen untersucht. Im Falle der AgI—Verbindung wurden lH—NMR—, UV/Vis-, IR- so-wie
ESI-MS-Experimente durchgefiihrt. Im Falle der Au'-Verbindung wurden ESI-MS-Experi-

mente durchgefiihrt.

Fiir Titrationen von 58 (L) mit Ag'-Ionen in Wasser sowie gepuffertem wissrigen Medium
wurden frisch hergestellte und dunkel gelagerte AgNOs-Losungen (¢ = 0.01 M) bei 20 °C in
Schritten von 0.1 eq zu Losungen von 58 (1 mL, 0.1 mM) pipettiert. Fiir 'H-NMR-Experi-
mente wurde 58 (7.5 mg, 0.34 umol, 1.00 eq) in D,O gel6st, so dass eine Konzentration von
0.1 M erhalten wurde. Zu der Losung wurde eine AgNOs-Losung (1 M, 0.17 umol, 0.50 eq) in
Schritten von 0.10 eq bis 0.50 eq gegeben. Messungen von 'H-NMR-Spektren erfolgten je-

weils unmittelbar nach Zugabe.
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Zur Synthese der Ag'-Verbindung [AgL,]" 73 wurde unter Lichtausschluss eine AgNOs-Lo-
sung (0.1 m, 61 pL, 6.10 nmol, 1.0 eq) zu 58 (2.7 mg, 12.2 nmol, 2.0 eq) gegeben. Der ent-
standene Niederschlag wurde abzentrifugiert und mehrmals mit EtOH und Ether gewaschen.
Komplexverbindung 73 wurde nach Trocknung am Hochvakuum als brauner Feststoff erhal-

ten.

"H-NMR (200 MHz, D,0): § = 4.20-4.08 (m, 3H, H3, H5), 3.96-3.90 (m, 1H, H1%,), 3.55-
3.51 (m, 1H, H1%), 2.54 (s, 3H, SCH3), 2.34-2.19 (m, 3H, H2,, H1, H4), 1.54-1.50 (m, 1H,
H2,); “C-NMR (75 MHz, D,0): 6 = 194.8 (CS), 72.7 (C3), 62.9 (C1°), 54.1 (C3), 47.7 (C1),
41.1, 40.3 (C4, C2), 34.6 (C5), 27.6 (SCH3); HRMS (ESI"): m/z (%): 549.01 (100, [M]"; ber.
fiir [C16H3004N2AgS4]" 549.0134, gef. 549.0135 [M]"); (EST): m/z (%): 283.04 (100,
[2L+(NOs3),]*; ber. fiir [Ci6H3oN4010S4]* 283.0428, gef. 283.0426 [2L+(NO;3),]*); IR
(KBr): Vv = 547 (vw), 652 (vw), 759 (w), 822 (w), 882 (vw), 956 (m), 1036 (s), 1279 (vs),
1384 (s), 1533 (s), 1627 (m), 2120 (br w), 2919 (m), 3199 (br s) cm™".

Zur Synthese der AuI—Verbindung [AuL,]" 79 wurde HAuCl4-4H>0 (30%, 0.25 mL) in Ace-
ton (5 mL) gelost. Die gelbe Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und mit einer auf 0 °C gekiihlten
Losung von Bis-(2-hydroxyethyl)sulfid (75 puL) in Aceton (5 mL) versetzt und fiir 30 min bei
0 °C geriihrt. Anschliefend wurden 0.5 mL von der Lésung (0.09 mmol, 1.00 eq) zu 58 (4.00
mg, 0.18 mmol, 2.00 eq) gegeben, wobei zunidchst eine Orangefiarbung beobachtet wurde, die
innerhalb von 5 min wieder nach Gelb umschlug. Das Reaktionsgemisch wurde ohne weitere
Reinigung fiir ESI-MS-Messungen eingesetzt. Im Anschluf3 wurde die gelbe Losung bei —20
°C gelagert. Nach mehreren Tagen hatten sich farblose, nadelformige Kristalle abgeschieden.
Eine Rontgenstrukturanalyse ergab, dass es sich hierbei jedoch nicht um eine Komplexver-

bindung, sondern um Bis-(2-hydroxy-ethyl)sulfoxid handelte.

HRMS (ESI"): m/z (%): 268.05 (100, CoH;30,NS3), 270.04 (14, C14H1900.N,S), 441.10 (33),
473.07 (43), 633.14 (44, Ci¢H3s04NAuS,), 635.10 (66), 639.07 (33, [M]; ber. fir
[C16H30N40,AuS,]" 639.0748, gef. 639.0751 [M]").
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5.3.9.1.2 Pd"- und Au™- Verbindungen

Titrationen von 58 mit Au’*-Ionen und Pd**-Ionen in Wasser sowie gepuffertem wissrigen
Medium erfolgten unter den gleichen Bedingungen wie die Titrationen mit Ag*-Ionen. Dazu
wurden K[AuCly]- und K;[PdCly]-Losungen (0.01 M) bei 20 °C in Schritten von 0.1 eq zu Lo-
sungen von 58 (1 mL, 0.1 mMm) pipettiert. Fiir 'H-NMR-Experimente wurde 58 in D,O geldst,
so dass eine Konzentration von 0.1 M erhalten wurde (fiir Versuche mit At 7.3 mg, 32.98
nmol, 1.00 eq und fiir Versuche mit Pd**: 7.8 mg, 35.24 nmol, 1.00 eq). Zu der Losung
wurden die jeweiligen Au**- und Pd**-Losungen (1 M, 0.50 eq) in Schritten von 0.1 eq bis 0.5

eq gegeben. 'H-NMR-Messungen wurden ebenfalls unmittelbar nach Zugabe durchgefiihrt.

Zur Synthese der AuHI—Verbindung 78 wurde eine Losung von K[AuCly] (0.1 M, 119.8 uL,
11.98 nmol, 1.00 eq) zu 58 (5.3 mg, 23.95 mmol, 2.00 eq) gegeben. Es konnte eine sofortige
Triibung und ein Farbumschlag von gelb iiber orange nach braun beobachtet werden. Das Pri-
zipitat wurde zentrifugiert, der verbleibende dunkelbraune Feststoff mit Ether gewaschen und

im Hochvakuum getrocknet.

"H-NMR (400 MHz, D,0): § =4.18-3.92 (m, 4H, H3, H5, H1",), 3.57-3.40 (m, 1H, H1%),
2.34-2.26 (m, 3H, H2,, H1, H4), 1.54-1.46 (m, 1H, H2,); “C-NMR (75 MHz, D,0): ¢ =
182.3 (CS), 72.7 (C3), 62.9 (C1°), 54.0 (C3), 48.1 (Cl), 41.0, 39.9 (C4, C2), 34.5 (C5);
HRMS (EST'): m/z (%): 361.13 (100), 453.23 (90), 609.03 (12, [M]"; ber. fiir
[C14H24AuN,0,S4]" 609.0284, gef. 609.0280 [M]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 958 (br w), 1019
(w), 1189 (w), 1303 (br vw), 1345 (br w), 1436 (w), 1539 (m), 1652 (br w), 2110 (br m), 2923
(w), 3315 (br s) cm™'; (KBr): 7 =449 (vw), 653 (yw), 720 (vw), 959 (m), 1015 (m), 1211 (br
m), 1342 (br w), 1439 (w), 1473 (w), 1527 (s), 1643 (vw), 2103 (br m), 2850 (vs), 2918 (vs),
3201 (br m) cm™".
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5.3.9.2 Umsetzungen mit Verbindung 77

5.3.9.2.1 Pd"-, Au™- und Rh™- Verbindungen

Synthese des Liganden: Natrium cyclopentylcarbamodithioat (77)

Cyclopentylamin (1.72 g, 0.02 mol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphire mit entgastem
H,O (10 mL) versetzt. Zu der gelben Losung wurde CS, (1.54 g, 0.02 mol, 1.00 eq) gegeben,
wobei unmittelbar nach Zugabe ein brauner Niederschlag ausfiel. Das Reaktionsgemisch
wurde mit einer Losung von NaOH (1.60 g, 0.04 mol, 2.00 eq) in H,O (10 mL) versetzt und
45 min bei 70 °C geriihrt. Die entstandene orange Losung wurde in vacuo eingeengt. 77 wur-
de nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Aceton und Fillung mit Ether als schwach rosa

Feststoff erhalten (1.04 g, 5.60 mmol, 28%).

"H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 4.39 (m, 1H, H1), 1.91-1.82 (m, 2H, H2, H5), 1.60-1.55 (m,
2H, H3, H4), 1.50-1.35 (m, 4H, H2, H5, H3, H4); *C-NMR (75 MHz, D,0): 6 = 208.7 (CS),
59.6 (C1), 31.5 (C2, C5), 23.5 (C3, C4); MS (EI"): m/z (%): 41.1 (100), 58.1 (9, C3HsN), 69.2
(92, CsHy), 70.1 (7, C4HgN), 85.1 (7, CsH1N), 127.1 (85, C¢HoNS); IR (Reinsubstanz): vV =
660 (m), 962 (s), 1017 (w), 1088 (brw), 1188 (w), 1330 (s), 1480 (s), 1617 (w), 2866 (m),
2954 (s), 3211 (s), 3299 (s) cm™"; (PE): V' = 149 (br m), 280 (br w), 558 (br m), 630 (brw)

-1
cm .

Der Ligand 77 (L) wurde zur Synthese zweier Komplexverbindungen vom Typ [ML,*" (M =
Pd** (76),x=0; M = Au’? (75), x = 1) sowie einer Komplexverbindung vom Typ [ML3] (M =
Rh’" (112), ohne Abb.)) eingesetzt.

Zur Synthese der Rh™-Verbindung 112 ([RhL;]) wurde eine Losung von RhCl; (30 mg, 0.14
mmol, 1.00 eq) in H,O (2 mL) zu einer Losung von 78 (78 mg, 0.42 mmol, 3.00 eq) in H,O (2
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mL) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 18 h bei 40 °C geriihrt, wobei sich 112 als
oranger Feststoff absetzte, der mehrmals mit H,O gewaschen und im Hochvakuum getrocknet
wurde. Zur Aufnahme eines UV/Vis-Spektrums der Verbindung wurde eine Losung von 112
in Aceton (2.5 mM) hergestellt, die unmittelbar vor der Messung mit Aceton auf die End-

konzentration 0.25 mM verdiinnt wurde (Abb. 109).

HRMS (EST"): m/z (%): 400.04 (68, C14H6NSe), 505.01 (59), 583.99 (35, [M+H]"; ber. fiir
[CisH31N3RhS¢]™ 583.9892, gef. 583.9894 [M+H]"), 605.97 (22, [M+Na]’; ber. fiir
[CisH3NaN3;RhSe]™ 605.9711, gef. 605.9713 [M+Na]"), 1005.94 (100, [2M-L]"; ber. fiir
[C30HsoNsRhyS10]" 1005.9378, gef. 1005.9377 [2M-L]"); (EST): m/z (%): 581.97 (100,
[M—H]; ber. fiir [C1gH20N3RhS¢]" 581.9746, gef. 581.9735 [M-H]"), 743.01 (68, [M+L];
ber. fiir [C24H40N4RhS,]™ 743.0074, gef. 743.0062 [M—-L]").

Zur Synthese der Pd"-Verbindung [PdL,] 76 wurde eine Losung von K,[PdCls] (60 mg, 0.18
mmol, 1.00 eq) in H,O (2.5 mL) zu einer Losung von 77 (68 mg, 0.36 mmol, 2.00 eq) in H,O
(2mL) gegeben. Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert und mehrmals mit H,O
gewaschen. Nach Trocknung im Hochvakuum wurde 76 als brauner Feststoff erhalten. Zur
Messung des UV/Vis-Spektrums der Verbindung (Abb. 109) wurde eine Losung von 76 in
Aceton (2.5 mM) hergestellt, die unmittelbar vor der Messung mit Aceton auf die Endkonzen-

tration 0.25 mM verdiinnt wurde.

"H-NMR (400 MHz, Aceton-dy): d = 4.20-4.15 (m, 1H, H1), 1.95-1.65 (m, 4H, H2, H5; H3,
H4), 1.50-1.35 (m, 4H, H2, H5, H3, H4); ®C-NMR (75 MHz, Aceton-ds): = 205.4 (CS),
33.9 (C2, C5), 22.8 (C3, C4); C1 nicht detektiert; HRMS (EST"): m/z (%): 349.02 (46),
428.96 (100, [M+H]"; ber. fiir [C1,Hy NoPdSy]" 428.9622, gef. 428.9621 [M+H]"), 450.94 (28,
[M+Na]™; ber. fiir [C12HyoN,NaPdSy]"448,9436, gef. 448,9440[M+Na]"), 693.88 (50,
[2M-L]"; ber. fiir [C1sH30N3Pd2S]"691,8834, gef. 691,8834 [2M-L]"), 854.92 (16, [2M+H];
ber. fiir [Co4Hy N4PdySg]* 854.9166, gef. 854.9166 [2M+H]™;) (EST): m/z (%): 299.90 (15,
CsHeNoPdS,), 426.95 (100, [M-H]; ber. fiir [CioHioNoPdS4]™ 426.9475, gef. 426.9467
[M—-H]"); IR (Reinsubstanz): Vv = 660 (br w) , 937 (br w), 973 (w), 1070 (w), 1185 (m), 1339
(m), 1395 (m), 1446 (w), 1512 (s), 2864 (w), 2955 (s), 3235 (s) cm™'; (PE): ¥ = 126 (w), 151
(br w), 245 (br vw), 336 (vs), 393 (m), 429 (br w), 540 (m), 569 (w), 608 (vw), 632 (vw) cm .
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Zur Synthese der Au'-Verbindung [Aul,]*75 wurde eine Losung von 77 (68 mg, 0.36
mmol, 2.00 eq) in H;O (2 mL) tropfenweise mit einer Losung von K[AuCly] (70 mg, 0.18
mmol, 1.00 eq) in H,O (2 mL) versetzt. Der dabei entstandene Niederschlag wurde abzentri-
fugiert, mehrmals mit H,O gewaschen und an der Lyophille getrocknet. 75 wurde als oranger
Feststoff erhalten. Zur Messung des UV/Vis-Spektrums (Abb. 109) der Verbindung wurde
eine 2.5 mM Losung in Aceton verwendet, die unmittelbar vor der Messung mit Aceton auf

die Endkonzentration 0.25 mM verdiinnt wurde.

"H-NMR (400 MHz, Aceton-ds): 0 = 4.20-4.15 (m, 1H, H1), 2.10-1.95 (m, 3H, NH; H2, H5),
1.76-1.59 (m, 6H, H2, H5; H3, H4); *C-NMR (75 MHz, Aceton-dy): 6 = 211.3 (CS), 55.0
(C1), 33.8 (C2, C5), 23.6 (C3, C4); HRMS (EST"): m/z (%): 279.02 (60, C4HsN,Au), 380.89
(100, CoH4N,AuS,), 517.02 (100, [M]"; ber. fiir [CioHoN2AuS,]" 517.0169, gef. 517.0169
[MT"); (EST): m/z (%): 248.97 (10, CaN2Au), 260.91 (72, AuSy), 382.9951 (6, C7H oN2AUS,),
515.00 (100, [M-2H]; ber. fiir [C;2H;sN2AuS4]7515.0018, gef. 505.0009 [M-2H]"). IR
(Reinsubstanz): V' = 658 (w) , 842 (br w), 926 (w), 1016 (br w), 1085 (br w), 1183 (vs), 1340
(m), 1381 (br w), 1440 (m), 1531 (vs), 2116 (br w), 2866 (m), 2954 (s), 3145 (br w) cm™";
(PE): Vv =126 (w), 162 (br w), 343 (br w), 409 (br m), 526 (br vw), 605 (br vw) cm .

3,0+

2,59 e Rh"'-Verbindung
| —— Au"-Verbindung

2,01 — Pd"-Verbindung

T T T T T T T T
200 300 400 500 600
A[nm]

Abb. 109: UV/Vis-Spektren der Verbindungen 75, 76 und 112 (jeweils 2.5 mM in Aceton).
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5.3.9.3 Umsetzungen mit Verbindung 83
5.3.9.3.1 Pd"-, Au'- und Ag"- Verbindungen

Der Ligand 83 (L) wurde zur Synthese zweier Komplexverbindungen vom Typ [ML,]" (M =
Ag" (88), Au" (90) sowie einer Komplexverbindung vom Typ [ML4]*" (M = Pd** (89))

eingesetzt.

Zur Synthese der PdH—Verbindung [PdL4]2Jr 89 wurde eine wissrige Losung von K;[PdCly]
(0.1 M, 13.14 pL, 1.31 nmol, 1.00 eq) zu 83 (1.0 mg, 5.26 nmol, 4.00 eq) gegeben. Es ent-
stand unmittelbar nach Zugabe eine rote Losung, die in vacuo eingeengt wurde. Der ver-

bleibende tiefroter Riickstand wurde direkt fiir ESI-MS-Messungen benutzt.

HRMS (EST"): m/z (%): 433.10 (61, [M]*"; ber. fiir [CosHseNgOsPdS,]*" 433.1064, gef.
433.1046 [M]*"); 675.12 (100, [M-L]"; ber. fiir [Co;H4N¢OsPdS;]" 675.1279, gef. 675.1238
[M-L]".

Zur Synthese der Ag'-Verbindung [AgL,]* 88 wurde eine Losung von AgNOs (0.1 M, 23.7
uL, 2.36 nmol, 0.50 eq) tropfenweise zu 83 (0.9 mg, 4.72 nmol, 1.00 eq) gegeben, wobei eine
sofortige Gelbfarbung beobachtet wurde. Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert

und unmittelbar fiir ESI-MS-Messungen verwandt.

HRMS (EST'): m/z (%): 191.08 (15, [L+H]"), 338.00 (6, CoH;70,N3AgS), 487.06 (100, [M]";
ber. fiir [C14Has04N4AgS,]" 487.0597, gef. 487.0596 [M]"); (ESI): m/z (%): 218.08 (71),
252.07 (100, [L4+NOs]; ber. fiir [C7H14N3O0sS]™ 252.0660, gef. 252.0659 [L+NOs] ).

Zur Synthese der Au'-Verbindung [AuL,]* 90 wurde 83 (1.5 mg, 7.88 nmol, 1.00 eq) trop-
fenweise mit einer wissrigen Losung von K[AuCly] (0.1 m, 19.70 pL, 1.97 mmol, 0.25 eq)
versetzt. Der dabei entstandene orange gefarbte Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit Ether

gewaschen, am Hochvakuum getrocknet und unmittelbar fiir ESI-MS-Messungen eingesetzt.

HRMS (EST'): m/z (%): 202.01 (42), 261.03 (54), 345.16 (100), 577.12 (25, [M]"; ber. fiir
[C14H2804N4AUS,]" 5771217, gef. 577.1212 [M]").
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5.3.10 Synthese sonstiger Verbindungen

5.3.10.1 Alternative Synthese von 62

0 s
HO
NHBoc DMTrO DMTrO
a). b) ' HNJ\CF3 d)e) ' HN)kSMe
c)

H
° OH OH

61 65 62

Abb. 110: Alternative Syntheseroute fiir Verbindung 62; Reaktionsbedingungen: a) TFA, H,O, RT, 30
min; b) DMF, NEt;, TFAOEt, RT, 22 h; ¢) DMTrCl, Pyridin, RT, 3 h; d) 1 N NaOH, H,O, EtOH, RT,
12 h; e) CS,, NEt;, EtOH, RT 90 min; dann H,O, CHsl, RT, 22 h.

5.3.10.1.1 N-((1R,3R,4S)-3-((bis(4-Methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-4-
hydroxycyclopentyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (65)

pmTro_ .

OH

61 (158 mg, 0.68 mmol, 1.00 eq) wurde in TFA (95% in H,O, 5 mL) gelost und die ent-
standene farblose Losung 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Lose-
mittels in vacuo und Trocknen im Hochvakuum wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der in
trockenem DMF (1.5 mL) gel6st wurde. Zu der Losung wurde tropfenweise NEt; (0.47 mL,
3.40 mmol, 5.00 eq) sowie TFAOEt (0.24 mL, 2.04 mmol, 3.00 eq) gegeben. Die farblose
Losung wurde 22 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei nach 3 h ein Farbumschlag nach Gelb
auftrat. Nach Entfernen des Losemittels in vacuo wurde der verbleibende 6lige Riickstand mit
trockenem Pyridin (5 mL) coevaporiert und mit einer Losung von DMTrCl (230 mg, 0.68
mmol, 1.00 eq) in trockenem Pyridin (1 mL) versetzt. Die erhaltene orange Losung wurde 3 h
bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc) und in vacuo eingeengt. Nach sdulen-

chromatographischer Aufreinigung (SiO,, EtOAc + 0.1% Pyridin) konnte 65 als gelbes Ol
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erhalten werden (150 mg, 0.28 mmol 41% iiber 3 Stufen). Das Verhiltnis der vorliegenden

Rotamere betrug 1:0.4 (bestimmt aus den Integralen der NH-Protonen).

DC [EtOAc]: R,=0.77 ; 'H-NMR (300 MHz, CDCl3, nur 1 Rotamer aufgefiihrt): 6 = 8.60 (br
s, 1H, NH), 7.50-7.42 (m, 4H, Ar-H), 7.38-7.30 (m, 4H, Ar-H), 7.24-7.18 (m, 1H, Ar-H),
6.90-6.84 (m, 4H, Ar-H), 4.51-4.43 (m, 1H, H3), 4.19-4.10 (m, 2H, H5), 3.95-3.93 (m, 1H,
H1%), 3.79 (s, 6H, OCH3), 3.58-3.48 (m, 1H, H1%), 2.46-2.40 (m, 1H, H2}), 2.12-1.99 (m,
2H, H1, H4), 1.38-1.31 (m, 1H, H2,); C-NMR (75 MHz, CDCls): § = 158.8 (Ar-C), 158.6,
(CO), 130.4 (Ar-C), 130.0, 129.1 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 113.2 (CF3), 113.0 (Ar-C), 86.6,
(DMTr-Cuar), 75.9 (C3), 65.9 (C1°), 55.2 (OCH3), 49.9 (C1), 46.4 (C4), 39.9 (C2), 34.7
(C5); PF-NMR (75 MHz, CECLy): § = =75.9, =75.0; MS (EI): m/z (%): 94.0 (2), 113.0 (1,
C,H,F3NO), 135.1 (34), 142.0 (12, C;H;,NO»), 227.0 (10, CoH 6F3NO»), 244.9 (4), 288.1 (14,
C1:H1304F,), 303.3 (100, C2H90,), 529.2 (1, [M]"); HRMS (ESI): m/z (%): 358.03 (48,
C,1H,05F), 528.20 (57, [M=H]; ber. fiir [CooH,00sNF3]"; 528.2003, gef. 528.2004 [M-H]),
660.16 (100), 738.18 (54), 830.33 (10, CsoH47FsNO7); (ET"): m/z (%): 529.21 (1, [M]"; ber. fiir
[CaoH30F3NOs]™ 529.2076, gef. 529.2056 [M]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 681 (vw), 702 (s),
733 (w), 820 (s5), 848 (vw), 870 (w), 903 (m), 946 (w), 1007 (w), 1022 (m), 1054 (w), 1081
(vw), 1158 (s), 1172 (vs), 1238 (m), 1254 (m), 1295 (br w), 1354 (vw), 1380 (vw), 1447 (m),
1465 (vw), 1490 (vw), 1507 (m), 1553 (w), 1580 (vw), 1607 (br vw), 1697 (s), 1782 (br w),
2838 (vw), 2914 (vw), 2934 (vw), 3007 (vw), 3070 (vw), 3298 (br w), 3505 (w) cm™".
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5.3.10.1.2 Methyl-3-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-4-
hydroxycyclopentylcarbamodithioat (62)

S

J

" HN” “SMe
4 1

DMTrO

OH

65 (572 mg, 1.08 mmol, 1.00 eq) wurde in einem Losemittelgemisch aus 1 N NaOH in
H,O/EtOH (1:1, SmL) gelost und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc).
Das Losemittel wurde in vacuo entfernt, der Riickstand in CHCl; (20 mL) aufgenommen und
mit H,O (30 mL) gewaschen. Nach Trocknung iiber Na,SO,, Filtration und Entfernen des
Losemittels blieb ein gelber Schaum, der in EtOH (5 mL) gelost wurde. Die gelbe Losung
wurde mit NEt; (0.15 pL, 1.08 mmol, 1.00 eq) sowie CS; (66 uL, 1.08 mmol, 1.00 eq) ver-
setzt und 90 min bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). AnschlieBend wurden
H,O (1 mL) sowie CH3I (68 uL, 1.08 mmol, 1.00 eq) zugegeben und die erhaltene gelbe Sus-
pension weitere 20 h geriihrt (DC-Kontrolle EtOAc). Nach Einengen in vacuo wurde der
Riickstand in CHCl; (50 mL) aufgenommen, mit ges. NaCl-Losung gewaschen (75 mL), iiber
Na,SO, getrocknet, filtriert, in vacuo eingeengt und sdulenchromatographisch (SiO,, EtOAc +
1% Pyridin) gereinigt. 62 (187 mg, 0.36 mmol, 33% {iiber 3 Stufen) konnte als gelber Schaum

1soliert werden.

Analytische Daten der Zwischenstufe (1S,2R,4R)-4-amino-2-((bis(4-
methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)cyclopentanol 66:

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =7.36-7.10 (m, 5H, Ar-H), 7.07-7.03 (m, 4H, Ar-H),
6.88-6.73 (m, 4H, Ar-H), 5.73 (br s, 1H, NH), 4.69-4.65 (m, 1H, H1), 4.18 (m, 2H, H3), 3.88-
3.83 (m, 1H, H1%), 3.71 (s, 6H, OCH3), 3.50-3.44 (m, 1H, H1%), 2.44-2.36 (m, 1H, HS5y),
2.13-1.95 (m, 2H, H4, H2), 1.76-1.70 (m, 1H, H5,); *C-NMR (100 MHz, DMSO-dj): J =
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158.4 (Ar-C), 148.8 (Ar-C), 140.7 (Ar-C), 130.5 (Ar-C), 130.1 (Ar-C), 129.3 (Ar-C), 127.9
(Ar-C), 127.1 (Ar-C), 113.6 (Ar-C), 113.5 (Ar-C), 113.2 (Ar-C), 86.3, (DMTr-Cyuart), 76.4
(C1), 65.3 (C17), 55.5 (OCH3), 50.6 (C4),48.8 (C4), 45.8 (C2), 41.5 (CS); HRMS (ESI"): m/z
(%): 288.11 (4, CyH;60,), 303.14 (85, CyHi90z), 434.24 (100, [M+H]"; ber. fiir
[Co7H304N]" 434.2326, gef. 434.2325 [M+H]"); (EST'): m/z (%): 468.19 (10, [M+CI]; ber.
fiir [Co7H3CINO4]™ 468.1947, gef. 468.1948 [M+Cl1]"), 866.31 (100); IR (Reinsubstanz): V =
668 (w), 701 (s), 726 (w), 754 (m), 790 (w), 826 (s), 1031 (vs), 1174 (s), 1246 (vs), 1298 (m),
1443 (w), 1463 (w), 1507 (s), 1606 (m), 2340 (m), 2361 (m), 2931 cm™".

5.3.10.2 Synthese von Thioharnstoff-Derivaten mit azyklischem Riickgrat
5.3.10.2.1 (R)-(9H-Fluoren-9-yl)-(2,3-dihydroxypropyl)thioharnstoff (113)

S

HO—  HN—
‘>—{ NHFmoc

HO

(5)-81 (156 mg, 1.71 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem CH,Cl, (25 mL) suspendiert und bei
0 °C mit FmocNCS (481 mg, 1.71 mmol, 1.00 eq) versetzt. Die erhaltene gelbe Suspension
wurde auf Raumtemperatur erwdarmt und 2 h geriihrt, bis ein gelber Feststoff ausfiel. Das
Losemittel wurde in vacuo entfernt und der verbleibende gelbe Feststoff mit H,O gewaschen.
Nach Trocknung am Hochvakuum wurde 113 (242 mg, 0.65 mmol, 38%) als gelber Feststoff

erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): § = 10.04 (s, 1H, NH), 7.90-7.81 (m, 4H, Ar-H), 7.43-7.30
(m, 4H, Ar-H), 435 (d, °J (NHCOOCH,CH, NHCOOCH,CH) = 8.0 Hz, 2H,
NHCOOCH,CH), 4.23 (t, °J (NHCOOCH,CH, NHCOOCH,CH) = 8.0 Hz), IH,
NHCOOCH,CH), 3.80-3.74 (m, 1H, H1,), 3.67-3.61 (m, 1H, H2), 3.40-3.32 (d, *J (H3,, H3;)
= 10.9 Hz, 2H, H3,, Hly), 3.27 (d, *J (H3y, H3,) = 10.9 Hz, 1H, H3}); *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 6 =179.8 (CS), 129.3 (Ar-C), 128.6 (Ar-C), 128.3 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 127.6
(Ar-C), 126.1 (Ar-C), 125.8 (Ar-C), 120.6 (Ar-C), 69.3 (C2), 67.6 (NHCOO-CH,CH), 64.2
(C3), 48.8 (C1), 46.5 (NHCOOCH,CH); MS (EI"): m/z (%): 44.1 (5), 57.1 (2), 60.1 (3), 76.1
(5, CsHgO»), 89.1 (5, CsHgNO»), 152.1 (7, C4H2N20,S), 165.1 (46), 166.2 (26), 176.1 (11),
178.1 (100, CH140,N,S), 196.2 (10, C1oH4ONS), 372.1 (1, [M]"); HRMS (EST"): m/z (%):
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179.09 (4, C14H;1),373.12 (36, [M+H]"; ber. fiir [C1oH2;04N,S]" 373.1217, gef. 373.1219
[M+H]"), 395.10 (100, [M+Na]"; ber. fiir [CioHyO4NoNaS]" 395.1036, gef. 395.1037
[M+Na]"), 74524 (12, [2M+H]"; ber. fiir [CassHy1N4OgS,o]" 745.2360, gef. 745.2365
[2M+H]Y), 767.22 (26, [2M+Na]"; ber. fiir [C3sHsNsNaOgS,]" 767.2180, gef. 767.2182
[2M+Na]"); (EST'): m/z (%): 149.04 (100), 193.03 (34), 255.23 (18), 314.03 (16), 407.08 (22,
[M+CI]7; ber. fiir [C19H20CIN,04S]7407.0838, gef. 407.0833 [M+CI]"), 521.15 (16), 652.16
(10), 743.22 (38, [2M—H]; ber. fiir [C3sH39N4OsS,]” 743.2215, gef. 743.2200 [2M—-H]"),
765.20 (20, [2M-2H4+Na]; ber. fiir [CsgH3sN4NaOgS,]™ 765.2034, gef. 765.2020
[2M—2H+Na]"); IR (Reinsubstanz): vV = 662 (vw), 737 (s), 758 (m), 794 (s), 865 (br w), 1018
(vs), 1081 (w), 1221 (w), 1258 (m), 1333 (br w), 1449 (m), 1527 (br w), 1687 (w), 1711 (w),
2961 (m), 3261 (br w) cm™".

5.3.10.2.2 (R)-(9H-Fluoren-9-yl)-(3-(bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-(2-
hydroxypropyl)thioharnstoff (114)

S

DMTrO—3  HN—4/
3—4 NHFmoc

HO

Zu einer Losung von Diol 113 (150 mg, 0.43 mmol, 1.00 eq) in trockenem Pyridin (4 mL)
wurde DMTr-CI (166 mg, 0.49 mmol, 1.15 eq) gegeben. Das orange gefarbte Reaktionsge-
misch rithrte 16 h bei Raumtemperatur (DC-Kontrolle CH,Cl,) und wurde durch Zugabe von
CH;0H (1 mL) gestoppt. Nach Entfernen des Losemittels in vacuo erfolgte sdulenchromato-
graphische Aufreinigung des Produkt (Si0,, CH>Cl, + 0.1% Pyridin). Verbindung 114 konnte
als gelbes Ol isoliert werden (180 mg, 0.27 mmol, 62%).

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): § = 9.98 (s, 1H, NH), 7.35-7.15 (m, 17H, Ar-H), 6.86-6.82 (m,
4H, Ar-H), 4.47 (d, °J (NHCOOCH,CH, NHCOOCH,CH) = 7.0 Hz), 2H, NHCOO-CH,CH),
4.23 (t, °J (NHCOOCH,CH, NHCOOCH,CH) = 7.0 Hz), 1H, NHCOOCH,CH), 3.99-3.95
(m, 1H, H2), 3.77 (s, 6H, OCH3), 4.08 (br m, 1H, H2), 3.99-3.95 (m, 1H, H1,), 3.69-3.64 (m,
1H, Hly), 3.27 (dd, *J (H3,, H3;) = 10.9 Hz, 1H, H3,), 3.27 (dd, *J ( H3,, H3,) = 9.6 Hz, 1H,
H3,); “C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 179.5 (CS), 130.0 (Ar-C), 128.2 (Ar-C), 128.1 (Ar-C),
127.9 (Ar-C), 127.3, 126.9 (Ar-C), 125.3 (Ar-C), 124.9 (Ar-C), 120.2 (Ar-C), 113.2 (Ar-C),
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86.5 (DMTr-Cquar), 69.3 (C2), 68.2 (NHCOOCH,CH), 65.0 (C3), 55.2 (OCH3), 48.4 (C1),
46.6 (NHCOOCH,CH); MS (EI'): m/z (%): 47.1 (23), 76.8 (13), 82.8 (100), 105.1 (23), 132.9
(69, C3HO,S), 148.7 (10), 253.6 (7, CisHIsNO,); HRMS (ESIY): m/z (%): 304.14 (95,
C21Hy0,), 697.23 (100, [M+Na]*; ber. fiir [C4HisOsNoNaS]" 697.2343, gef. 697.2346
[M+Nal"), 1371.48 (44, [2M+Na]*; ber. fiir [CsoH76NsNaO,S,]* 1371.4793, gef. 1371.4803
[2M+Na]"); (ESD): m/z (%):451.17 (100, CosHyN,O4S), 494.30 (24), 709.21 (12, [M+CI;
ber. fiir [C4oH33CIN2O6S]™ 709.2145, gef. 709.2134 [M+CI]"); IR(Reinsubstanz): V = 673
(vw), 689 (w), 712 (w), 749 (s), 760 (s), 817 (w), 848 (w), 868 (vw), 880 (vw), 893 (w), 924
(m), 949 (m), 988 (m), 1061 (w), 1089 (s), 1105 (w), 1147 (m), 1215 (w), 1237 (w), 1265 (vw),
1275 (vw), 1285 (vw), 1376 (br w), 1403 (br vw), 1430 (vw), 1467 (w), 1582 (vw), 1602 (m),
1692 (br s), 1724 (br vw), 1767 (m), 2770 (vw), 2858 (w), 2928 (vw), 2963 (vw), 3070 (br
ww), 3370 (br vw) cm™.

5.3.10.3 Synthese der Phosphoramidite 105 und 106 fiir die DNA-Synthese

rbN/“\r/\OH a) RHN/“\r/\OH

OH OH
115 R = Fmoc
81
117 R = Alloc

RHN /Y\ODMTr
b) RHN/Y\ODMTr c) 0

OH ) P. CN
(PN~ 07
116 R = Fmoc 105 R = Fmoc
118 R = Alloc 106 R = Alloc

Abb. 111: Syntheserouten der Phosphoramidite 105 und 106 fiir die Synthese aminomodifizierter
DANN. Reaktionsbedingungen: a) FmocOSu, DMF, 75 min, RT fiir 115 und AllocCl, H,O, NaOH,
RT, 19 h fiir 117; b) DMTrCl, Pyridin, RT 16 h fiir 116 und 19 h fiir 118; c) Hiinig-Base, CEDCI,
CH,Cl,, RT, 30 min fiir 105 und 106.
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5.3.10.3.1 (S)-(9H-Fluoren-9-yl)methyl (2,3-dihydroxypropyl)carbamat (1 15)"%

1

FmocHN/Y\OH

OH

(5)-81 (1.36 g, 14.90 mmol, 1.00 eq) wurde in DMF (45 mL) unter leichtem erwidrmen ge-
16st. Fmoc-OSu (5.04 g, 14.90 mmol, 1.00 eq) wurde zugegeben und die entstandene schwach
gelbe Losung 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losemittels in vacuo wur-
de EtOAc (100 mL) zugegeben und mit H,O (50 mL) sowie H,SO4 (2% in H,O, 50 mL) ge-
waschen. Es wurde iiber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. 115 blieb als
weiler Feststoff, der mit Isohexan (100 mL) gewaschen und am Hochvakuum getrocknet

wurde (3.45 g, 11.03 mmol, 74%).

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =7.90-7.85 (m, 2H, Ar-H), 7.68-7.65 (m, 2H, Ar-H),
7.42-7.28 (m, 4H, Ar-H), 4.79 (d, 37 (NHCOOCH,CH, NHCOOCH,CH) = 7.6 Hz), 2H,
NHCOO-CH,CH),4.25 (t, °J (NHCOOCH,CH, NHCOOCH,CH) = 7.6 Hz), IH,
NHCOOCH,CH), 3.47 (m, 1H, H2), 3.27-3.23 (m, 2H, H3), 3.06 (m, 1H, HI), 2.92 (m, 1H,
H1); *C-NMR (75 MHz, DMSO-dp): 6 = 170.1 (CO), 144.4 (Ar-C), 141.1 (Ar-C), 128.4 (Ar-
C), 128.0 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.5 (Ar-C), 120.7 (Ar-C), 120.5 (Ar-C), 70.9 (C2), 65.8
(NHCOOCH,CH), 64.2 (C3), 47.2 (NHCOOCH,CH), 44.3 (C1); MS (EI'): m/z (%): 82.9 (7),
165.1 (28), 166.1 (17), 176.1 (7), 178.1 (100, C14Hyo), 196.1 (6); HRMS (EST"): m/z (%):
143.06 (20, CgHoO3N), 314.14 (26, C;gHy0O4N), 336.12 (100, [M+Na]™; ber. fiir
[C1gH1oNNaO,4]" 336.1206, gef. 336.1206 [M+Na]"), 352.09 (6, [M+K]"; ber. fir
CisH9O4NK]" 352.0946, gef. 352.0950 [M+K]"), 394.08 (6, [M+2Na+Cl]"); ber. fiir
[C1gHoCINNayO4]" 394.0793, gef. 394.0797 [M+2Na+Cl1]"; (ESIN): m/z (%): 348.10 (100,
[M+CI]; ber. fir [C;sH;9CINO4]™ 348.1008, gef. 348.1027 [M+CIl], 358.13 (52,
[M+HCOO]; ber. fiir [C19H0NOg]™ 358.1296, gef. 358.1321 [M+HCOO] ; IR (Reinsubs-
tanz): vV =732 (s), 762 (m), 779 (vw), 863 (vw), 905 (w), 989 (m), 1045 (w), 1078 (vw), 1107
(w), 1152 (br w), 1263 (s), 1445 (m), 1466 (vw), 1478 (vw), 1543 (m), 1690 (s), 1782 (br vw),
2944 (br w), 3319 (br m) cm™",

160



Experimenteller Teil

5.3.10.3.2 (S)-(9H-Fluoren-9-yl)methyl (3-(bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-2-

hydroxypropyl)carbamat (1 16)"°

1

FmocHN/\zﬁ\ODMTr

OH

Carbamat 115 (3.80 g, 12.12 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem Pyridin (50 mL) gelost. Zu
der farblosen Losung wurde DMTrCl (4.93 g, 14.55 mmol, 1.20 eq) innerhalb von 10 min zu-
gegeben und die entstandene orange Losung fiir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt, an-
schlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von CH30H (2 mL) gequencht. Das Losemittel
wurde in vacuo entfernt und der erhaltene 6lige Riickstand durch Sdulenchromatographie
(S10,, CH,Cl,/CH30H 50:1 + 0.1% Pyridin) gereinigt. 116 wurde als schwach gelber Schaum
erhalten (5.79 g, 9.33 mmol, 77%).

'"H-NMR (300 MHz, CDCl3): § =7.41-6.80 (m, 13H, Ar-H), 4.36 (d, °J (O-CH,CH, O-
CH,CH) = 7.0 Hz, 2H, O-CH,CH), 4.18 (t, °J (O-CH,CH, O-CH,CH) = 7.0 Hz, 1H, O-
CH,CH), 3.87 (m, 1H, H2), 3.74 (s, 6H, OCH3), 3.44-3.39 (m, 1H, H1), 3.21-3.14 (2m, 2H,
H3), 3.16 (m, 1H, H1); “C-NMR (75 MHz, CDCls): § = 158.6 (Ar-C), 156.9 (CO), 147.3
(Ar-C), 143.6 (Ar-C), 132.8 (Ar-C), 130.0 (Ar-C), 129.1 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 127.7 (Ar-C),
127.0 (Ar-C), 117.6 (Ar-C), 113.2 (Ar-C), 86.3 (DMTr-Cyuar), 70.2 (C2), 66.8 (O-CH,), 64.8
(C3), 55.1 (OCH3), 47.1 (O-CH2CH), 44.0 (Cl); MS (EI'): m/z (%): 74.0 (2), 90.0 (3,
C,H4O3N), 136.0 (1), 153.0 (3), 178.0 (7), 195.0 (5), 202.0 (6), 215.0 (9, C;1H30s5), 228.0 (7),
229.0 (7), 245.0 (5), 259.0 (6), 273.0 (5), 288.1 (10), 303.1 (37, C21H90,), 304.1 (100,
C21H2003), 393.2 (5, CasHy505); HRMS (ESI): m/z (%): 650.24 (100, [M+Cl1]; ber. fiir
[C30H37NO6CI]™ 650.2315, gef. 650.2354 [M+Cl]), 660.26 (51, [M+HCOQ] ; ber. fiir
[C4oH3sNOgP]™ 660.2603, gef. 660.2643 [M+HCOO] ); IR (Reinsubstanz): V' =701 (vs), 734
(s), 757 (w), 782 (w), 790 (vw), 827 (m), 902 (vw), 939 (vw), 990 (vw), 1031 (s), 1069 (br w),
1114 (vw), 1153 (w), 1175 (m), 1246 (vs), 1299 (br m), 1439 (m), 1463 (vw), 1507 (s), 1580
(w), 1607 (w), 1716 (br m), 1810 (vw), 1919 (vw), 2048 (vw), 2336 (vw), 2363 (vw), 2835 (w),
2913 (w), 3002 (vw), 3036 (vw), 3061 (vw), 3214 (br vw) cm™".
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5.3.10.3.3 Phosphoramidit 105

1

FmocHN/Y\ODMTr

0]

. P< CN
(PrN" 07

116 (135 mg, 0.22 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem CH,Cl, (2 mL) gelost. Die schwach
gelbe Losung wurde sorgfiltig entgast und mit entgaster Hiinig-Base (0.17 mL, 0.99 mmol,
4.50 eq) sowie CEDCI (0.10 mL, 0.44 mmol, 2.00 eq) versetzt, wobei eine sofortige Ent-
farbung eintrat. Das Reaktionsgemisch riithrte 30 min bei Raumtemperatur (DC-Kontrolle
CH,Cl,/CH30H 50:1) und wurde mit CH30H (1 mL) gequencht. Nach Einengen in vacuo
wurde das schwach gelbe Ol in entgastem EtOAc (2 mL) aufgenommen und mit entgastem
Isohexan (6 mL) versetzt, wobei ein farbloser Niederschlag ausfiel, der mit entgastem Iso-
hexan (5 mL) gewaschen wurde. Das Phosphoramidit 105 (97 mg, 0.12 mmol, 54%) wurde

nach Trocknung am Hochvakuum als schwach gelber Feststoff erhalten.

"H-NMR (200 MHz, CDCl3): 6 = 7.60-6.99 (m, 21H, Ar-H), 4.25-4.14 (m, 2H, O-CH,CH),
4.13-4.06 (m, 1H, O-CH,CH), 3.83-3.79 (m, 1H, H2), 3.55 (s, 6H, OCH3), 3.44-3.42 (m, 1H,
HI1), 3.38 (m, 2H, OCH,CH,CN), 3.26 (m, 2H, H3), 3.19 (m, 1H, H1); 2.89-2.85 (m, 2H,
'PrCH),2.48-2.42 (m, 2H, OCH,CH,CN), 1.02-0.93 (d, *J (‘PrCHs, PrCH) = 6.8 Hz, 6H,
‘PrCH3); *'P-NMR(200 MHz, CDCl3): 6 = 149.9, 149.6; HRMS (ESI): m/z (%): 767.23 (40,
C47H4106CIP), 850.34 (100, [M+CI]; ber. fiir [C4sHs54N307PCI]™ 850.3393, gef. 850.3426
[M+Cl1]").

5.3.10.3.4 (S)-Allyl (2,3-dihydroxypropyl)carbamat (117)""!

0
3' 1
5 \/\OJTLN/\K?OH

H OH

(5)-81 (586 mg, 6.43 mmol, 1.00 eq) wurde in H,O (11 mL) gelost. Die farblose Losung
wurde auf 0 °C gekiihlt und tropfenweise mit Alloc-Cl (0.82 mL, 7.72 mmol, 1.20 eq) ver-
setzt. Die entstandene weille Suspension wurde auf Raumtemperatur erwarmt, mit NaOH (520
mg, 12.86 mmol, 2.00 eq) in H,O (3.5 mL) versetzt und 19 h geriihrt. Zu der farblosen
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Losung wurde EtOAc (11 mL) gegeben, anschlieBend wurde die Reaktionsmischung unter
Eisbad-Kiihlung vorsichtig mit 4 N HCI auf pH 2 angesduert (Kontrolle mit pH Papier). Die
wissrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert (200 mL) und die vereinten organischen Phasen
anschlieBend iiber MgSO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. 117 (666 mg, 3.80

mmol, 59%) wurde als gelbes Ol erhalten, das nicht weiter aufgereinigt werden musste.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 5.88 (m, 1H, H4"), 5.32-5.16 (m, 2H, H5"), 3.75 (m, 1H,
H2), 4.54 (d, °J (H3", H4") = 5.4 Hz, 1H, H3"), 3.59-3.54 (m, 2H, H3), 3.30-3.23 (2m, 2H,
H1); ®C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 157.5 (C1), 132.6 (C4"), 117.9 (C5°), 71.2 (C2), 65.91
(C3"), 63.8 (C3), 43.2 (C1); MS (EI'): m/z (%): 44.0 (62), 43.0 (13), 47.0 (19), 57.0 (11), 58.0
(5), 61.0 (6), 70.1 (9), 74.0 (38), 82.9 (100, C3HO,N), 84.9 (69, C3H30,N), 87.0 (12), 100.1
(4), 114.1 (31, CsHgO,N), 115.1 (CsHgO,N), 144.1 (11, CsH;003N); HRMS (ESI'): m/z (%):
176.09 (17, [M+H]", ber. fiir [C;H;404N]" 176.0917, gef. 176.0913 [M+H]"), 248.24 (100),
682.26 (16); (ESI'): m/z (%): 210.05 (56, [M+C1]; ber. fiir [C;H;3NclO4]™ 210.0539, gef.
210.0544 [M+C1] "), 220.08 (100, [M+HCOQ] ; ber. fiir [CsH14NOg]™ 220.0827, gef. 220.0832
[M+HCOO]); IR (Reinsubstanz): V' =776 (m), 858 (br vw), 927 (m), 991 (s), 1036 (s), 1111
(m), 1149 (w), 1252 (vs), 1425 (vw), 1532 (s), 1648 (vw), 1691 (vs), 2938 (m), 3324 (brm)

cm

5.3.10.3.5 (S)-Allyl (3-(bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-2-

hydroxypropyl)carbamat (118)'**

o)
3 1
'\/\ )'L
5 o H/\(s\ooMTr

OH

117 (0.66 g, 3.80 mmol, 1.00 eq) wurde trockenem Pyridin (2-10 mL) coevaporiert, in trock-
enem Pyridin(17 mL) aufgenommen und mit DMTrCl (1.49 g, 4.41 mmol, 1.16 eq) versetzt.
Die orange Losung riihrte 19 h bei Raumtemperatur, wobei ein Farbumschlag nach Gelb be-
obachtet wurde. Es wurde CH3;0H (3 mL) zugegeben, weitere 10 min bei Raumtemperatur
geriihrt und in vacuo eingeengt. Der Riickstand wurde in EtOAc (75 mL) aufgenommen, mit
H,O (100 mL) gewaschen, iiber MgSQO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. 118 wur-
de nach Aufreinigung durch Sidulenchromatographie (SiO,, CH,Cl,/CH3;OH 19:1 + 1% Pyri-
din) als gelber Schaum erhalten (0.92 g, 1.94 mmol, 51%).
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"H-NMR (300 MHz, CDCl3): = 7.48-6.12 (m, 13H, Ar-H), 5.88 (m, 1H, H4"), 5.29-5.18
(m, 2H, H5"), 4.52 (d, °J (H3", H4") = 5.4 Hz, 1H, H3"), 3.84 (m, 1H, H2), 3.78 (s, 6H,
OCH3), 3.63-3.53 (m, 2H, H3), 3.42-3.14 (m, 2H, H1); “C-NMR (75 MHz, CDCl3): ¢
=158.6 (Ar-C), 156.9 (C1°), 132.7 (C4"), 129.9 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 127.9 (C-Ar), 117.6
(C57), 113.1 (Ar-C), 86.2 (DMTr-Cyuar), 70.2 (C2), 65.6 (C37), 63.6 (C3), 55.1 (OCH3), 44.0
(C1); MS (EI"): m/z (%): 77.0 (6), 91.9 (4), 134.9 (34), 185.0 (4), 215.0 (9), 228.0 (3), 243.1
(100, C11H705N), 288.0 (4), 302.0 (62), 321.0 (7), 419.2 (1), 477.2 (1, [M]"); HRMS (ESI"):
m/z (%): 303.14 (100, CH;90,), 500.20 (8, [M+Nal"; ber. fiir [CosH3;NNaOg]* 500.2044,
gef. 500.2040 [M+Nal"), 972.46 (78, [2M+NH,]"; ber. fiir [CssHesN3015]" 9724611, gef.
972.4617 [2M+NH,]"), 1449.68 (12, [3M+NH,4]"; ber. fiir [CgqHosN4O5]" 1449.6792, gef.
1449.6753 [3M4+NH,]"); (EST): m/z (%): 512.19 (100, [M+CI]™; ber. fiir [CosH3 OgNCI]
512.1845, gef. 512.1877 [M+Cl]", 522. 22 (17, [M+HCOO]; ber. fiir [CooH3,NOg]™ 522.2133,
gef. 522.2156 [M+HCOO]", 989.41 (40, [2M+CI]"; ber. fiir [CssHsCIN,O 2] 989.3997, gef.
989.4134 [2M+CI]"); IR (Reinsubstanz): ¥ = 668 (w), 701 (m), 727 (w), 754 (m), 789 (w),
827 (s), 930 (vw), 1031 (s), 1080 (br vw), 1114 (w), 1156 (m), 1175 (s), 1245 (vs), 1413 (vw),
1445 (m), 1463 (w), 1508 (vs), 1583 (w), 1607 (m), 1648 (vw), 1699 (br m), 2836 (w), 2934
(W), 3404 (br w) cm™".

5.3.10.3.6 Phosphoramidit 106

0O
3 1
5'\/\ )J\
07 H/\(:s\ODMTr
Q
: P. CN
(PN~ Y07

118 (77 mg, 0.16 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem CH,Cl, (1.5 mL) gelost. Die gelbe
Losung wurde sorgfiltig entgast und tropfenweise bei Raumtemperatur mit entgaster Hiinig-
Base (170 uL, 0.73 mmol, 4.50 eq) sowie entgastem CEDCI (70 uL, 0.32 mmol, 2.00 eq) ver-
setzt, wobei eine sofortige Entfirbung eintrat. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min bei
Raumtemperatur unter Argon-Atmosphire (DC-Kontrolle CH,Cl,/CH3;0H 19:1) geriihrt und
im Anschluf3 mit entgastem CH30H (1 mL) versetzt und weitere 15 min geriihrt. Der 6lige
Riickstand wurde in entgastem EtOAc (1.5 mL) gelost und mit entgastem Isohexan (5 mL)

versetzt. Der entstandene Niederschlag wurde verworfen und die verbleibende Ldsung in
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vacuo eingeengt. Die Prozedur wurde zweimal wiederholt und der verbleibende Riickstand
anschliefend in entgastem CH3;CN (3 mL) aufgenommen und mit fliissigem Stickstoff
gekiihlt. Der dabei ausfallende Niederschlag wurde abgetrennt und verworfen. Die Prozedur
wurde so lange wiederholt, bis kein Niederschlag mehr ausfiel. Nach Entfernen des
Losemittels in vacuo konnte das Phosphoramidit 106 als weiller Schaum erhalten werden (69

mg, 0.10 mmol, 63%).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): J = 7.46-6.83 (m, 13H, Ar-H), 5.89 (m, 1H, H4"), 5.28-5.13
(m, 2H, H5"), 4.47 (m, 2H, H3"), 4.34-4.01(m, 1H, H2), 3.78 (s, 6H, OCHs), 3.72 (m, 2H,
OCH,CH,CN), 3.63-3.55 (m, 2H, H3), 3.36 (m, 2H, H1), 3.08 (m, 2H, 'PrCH), 2.70-2.60 (m,
2H, OCH,CH,CN), 1.18 und 1.16 (d, *J (‘PrCHs, ‘PrCH) = 5.7 Hz, 6H, ‘PrCHs); *'P-NMR
(200 MHz, CDCls): 6 = 148.8, 148.5; HRMS (ESI"): m/z (%): 295.29 (54, C1oH3;0N), 678.33
(100, [M+H]*; ber. fiir [Cs7HsO0;N3sP]* 678.3303, gef. 678.3287 [M+H]"), 1355.65 (21,
[2M+H]"; ber. fiir [C74HosNgO14P2]" 1355.6460, gef. 1355.6488 [2M+H]"); (EST): m/z (%):
712.29 (100, [M+CI]™; ber. fiir [C37/H4sN3;O7PCI]™ 712.2924, gef. 712.2950 [M+CI1]), 722.32
(96, [M+HCOO]; ber. fiir [C3gHyoN300P]” 722.3212, gef. 722.3232 [M+HCOO]").
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5.3.11 Synthese eines Aktivesters fiir die postsynthetische Modifizierung

von Amino-DNA'¥

Br/\/\/COZH _a, N3/\/\/002H

120 119

Abb. 112: Syntheseweg des Aktivesters 107 fiir die postsynthetische Modifizierung von Oligonukleo-

tiden. Reaktionsbedingungen: a)

5-Azidopentansiure (119)
5
N3/\/\/C02H
2

5-Bromopentansdure 120 (1.00 g, 5.52 mmol, 1.00 eq) wurde mit einer Stock-Losung von
NaN3 in DMSO (0.5 M, 12.5 mL, 6.07 mmol, 1.10 eq) versetzt und 20 h bei Raumtem-
peratur geriihrt. Es wurde H,O (20 mL) zugegeben, mit EtOAc (100 mL) extrahiert, iiber
MgSO;, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Nach Trocknung am Hochvakuum wurde

119 als gelbes Ol erhalten (0.66 g, 4.58 mmol, 83%) und unmittelbar weiter umgesetzt.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 3.21 (t, °J ( H5, H4) = 6.6 Hz, 2H, H5), 2.24 (t, *J ( H2, H3)
=7.1 Hz, 2H, H2), 1.64-1.55 (m, 4H, H3, H4); ®C-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 175.5 (C1),
51.1 (C5), 33.4 (C2), 28.2 (C4), 22.0 (C3); MS (EI'): m/z (%): 45.0 (10), 47.0 (15), 49.0 (6),
69.0 (19), 78.0 (28), 83.0 (100), 85.0 (64), 115.1 (1, CsHyoNO), 124.1 (3); IR (Reinsubstanz):
V =668 (br w), 701 (w), 818 (vw), 898 (vw), 951 (m), 1016 (br vs), 1163 (vw), 1252 (br vw),
1312 (br w), 1346 (w), 1406 (w), 1436 (w), 1715 (br m), 2097 (s), 2339 (vw), 2361 (vw), 2917
(vw), 3001 (vw), 3425 (br w) cm .
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 5-azidopentanoat (107)
0 O 10
1
N3/\/\)J\O, N 9
0]

5-Azidopentansdure 119 (268 mg, 1.87 mmol, 1.00 eq) und N-Hydroxysuccinimid (226 mg,
1.96 mmol, 1.05 eq) wurden in CH,Cl, (15 mL) suspendiert. EDC-HCI (377 mg, 1.96 mmol,
1.05 eq) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung 17 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Zugabe von H,O (15 mL) wurde die organische Phase separiert und mit H,O sowie ges.
NaCl-Losung (je 25 mL) gewaschen. Nach Trocknung iiber MgSQy, Filtration und Einengen
in vacuo wurde 107 (369 mg, 1.53 mmol, 82%) als farbloses Ol erhalten.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 3.33 (t, °J ( H4, H3) = 6.5 Hz, 2H, H4), 2.82 (s, 4H, HO,
H10), 2.65 (t, >J, H1, H2) = 7.1 Hz, 2H, H1), 1.89-1.67 (m, 4H, H2, H3); *C-NMR (75 MHz,
CDCls): 6 =169.1 (C8, C11), 168.2 (C5), 50.8 (C1), 30.4 (C4), 27.9 (C2), 25.6 (C9, C10),
21.8 (C3); MS (EI"): m/z (%): 41.0 (29), 47.0 (11), 55.0 (100, C3HsN), 69.0 (19), 82.9 (74,
C3HO,N), 84.9 (45, C3H30,N), 116.1 (20, CsH,0Ny), 126.1 (8), 157.0 (5, CeH,04N), 185.1
(3, CgH,104N); HRMS (ESI): m/z (%): 229.05 (6), 255.23 (7), 275.06 (18, [M+CI]"; ber. fiir
[CoH1204N,CI]™ 275.0553, gef. 275.0557 [M+Cl]"), 362.04 (100); IR (Reinsubstanz): V =
737 (w), 813 (m), 845 (vw), 882 (vw), 994 (m), 1046 (w), 1063 (s), 1105 (vw), 1250 (vw),
1362 (br m), 1430 (w), 1456 (vw), 1730 (vs), 1782 (m), 1813 (m), 2095 (s), 2875 (vw), 2947

(brw)cm™.
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5.3.12 Synthese verschiedener imidazolmodifizierter Azid-Precursor und Alkin-

Precursor fiir die Click Chemie

5.3.12.1 Synthese von 4-(4-Bromphenyl)-1-methyl-1H-imidazol (121)"**

HN N
N N/\\N
O AN ~
/©)L8r a) b)
Br
Br Br
122 123 121

Abb. 113: Synthese von Verbindung 121. Reaktionsbedingungen: a) Formamid, 190 °C, 2h; b) NaH,
30 min, RT, CH;I, DMF, 17 h, RT.

=

P
SN
»

Br

4-Brombenzoesidurebromid 122 (5.00 g, 18.95 mmol, 1.00 eq) wurde in Formamid (90 mL)
gelost und 2 h bei 190 °C geriihrt. Es konnte ein Farbwechsel von gelb iiber orange nach
braun beobachtet werden. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde H,O (400 mL) zuge-
geben und die entstandene braune Suspension mit CH,Cl, (400 mL) extrahiert. Die organi-
sche Phase wurde mit H,O sowie ges. NaCIl-Losung (je 400 mL) gewaschen, tiber Na,SO4 ge-
trocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Nach Trocknung am Hochvakuum konnte 123 (3.00
g, 13.44 mmol, 71%) als oranger Feststoff erhalten werden. Zu einer auf 0 °C gekiihlten
Losung von 123 (3.00 g, 13.44 mmol, 1.00 eq) in trockenem DMF (30 mL) wurde innerhalb
von 5 min NaH (60%, 0.65 mg, 16.13 mmol, 1.20 eq) gegeben. Es bildete sich eine dunkel-
braune Suspension, die auf Raumtemperatur erwidrmt wurde und fiir weitere 30 min bei
Raumtemperatur rithrte. Nach Kiihlung auf 0 °C wurde CH3I (0.92 mL, 14.78 mmol, 1.10 eq)

tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch riithrte 17 h bei Raumtemperatur (DC-Kon-
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trolle EtOAc), wurde mit H,O (4 mL) versetzt und in vacuo eingeengt. Der Riickstand wurde
in EtOAc (250 mL) aufgenommen und mit H;O (40 mL) gewaschen. Die organische Phase
wurde iiber MgSO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Das Produkt 121 (1.13 g, 4.77
mmol, 35%) wurde nach Reinigung mittels Sdulenchromatographie (SiO,, CH,Cl,/CH3OH
19:1) als gelber Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): § = 7.67-7.64 (m, 2H, H2, H6), 7.62-7.59 (m, 3H, H3, H5,
H4), 7.50-7.47 (m, 1H, H2"); *C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): d= 139.9 (C4°), 139.1 (C2"),
134.4 (C17), 132.1 (C1), 131.8, 130.1 (C2, C6), 126.5, 117.9 (C3, C5),119.2 (C4), 33.5 (CH3);
MS (EI'): m/z (%): 42.1 (8), 44.1 (5), 63.0 (6), 69.0 (19), 78.5 (9), 82.9 (6), 88.0 (6), 102.0
(7), 114.0 (8), 195.9 (13, C;HsN,Br), 236.0 (100, [M]"); HRMS (EST"): m/z (%): 239.00 (100,
[M+H]"; ber. fiir [C1oH;oBrN,]"239.0002, gef. 239.0002 [M+H]"); IR (Reinsubstanz): V =
668 (W), 690 (W), 713 (vw), 764 (s), 836 (vs), 863 (m), 941 (m), 1005 (m), 1058 (m), 1067 (m),
1094 (vw), 1106 (w), 1122 (br vw), 1191 (m), 1231 (m), 1285 (w), 1312 (vw), 1354 (w), 1398
(w), 1419 (w), 1480 (m), 1504 (w), 1532 (vw), 1595 (br vw), 1668 (br w), 1716 (br w), 1919
(br vw), 3048 (vw), 3091 (m), 3132 (w) cm™ .

Die Zwischenstufe 123 wurde massenspektrometrisch nachgewiesen: HRMS (ESI"): m/z (%):
224.98 (100, [M+H]"; ber. fiir [CoHgBrN,]" 224.9845, gef. 224.9846 [M+H]");

5.3.12.2 Synthese von 1-(4-Bromphenyl)-1H-imidazol (124)193

3

Br "
NN
5 \ —/

3

34 (400 mg, 5.88 mmol, 1.00 eq), 4-Bromiodbenzol (1.66 g, 5.88 mmol, 1.00 eq), Cu,O (42
mg, 0.29 mmol, 0.05 eq), CsCO3 (3.83 g, 11.75 mmol, 2.00 eq) und Salox (81 mg, 0.59
mmol, 0.10 eq) wurden mit trockenem CH3;CN (5 mL) versetzt und bei 50 °C fiir 18 h geriihrt
(DC-Kontrolle EtOAc). Die entstandene orange Suspension wurde nach Abkiihlen auf Raum-
temperatur mit CH,Cl, (5 mL) verdiinnt und iiber Cellite filtriert. Das Losemittel wurde in
vacuo entfernt und der verbleibende Riickstand sdulenchromatographisch (EtOAc/CH,Cl,)
aufgereinigt. 124 konnte als roter Feststoff isoliert werden (662 mg, 2.97 mmol, 50%).
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): d = 8.25 (m, 1H, H1"), 7.73 (m, 1H, H4"), 7.68 (m, 2H, H3,
H5), 7.61 (m, 2H, H2, H6), 7.07 (m, 1H, H3"); *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 136.6
(C1), 136.0 (C1°), 133.1 (C3, C5), 130.5 (C39), 122.7 (C2, C6), 119.6 (C4), 118.3 (C4*); MS
(BI): m/z (%): 47.0 (21), 48.0 (11), 50.0 (5), 62.9 (3), 76.1 (6), 83.0 (100, C;H;Ny), 85.0 (62,
C4HoNp), 89.0 (8), 116.1 (14), 142.1 (2), 157.0 (5), 194.9 (4), 222.0 (17, [M]"); HRMS
(BST): m/z (%): 224.98 (100, [M+H]"; ber. fiir [CoHgBrN,]" 224.9845, gef. 224.9846
[M+H]"); (EST): m/z (%): 222.97 (100, [M-H]"; ber. fiir [CoHeBrNy]~ 222.9699, gef.
2229701 [M-H], 258.95 (39, [M+Cl]; ber. fir [CoH;BrCIN,] 258.9466, gef. 258.9469
[M+CI]), 268.98 (26, [M+HCOQ]; ber. fiir [CioHsBrN,O,]" 266.9754, gef. 268.9761
[M+HCOOTJ; IR (Reinsubstanz): vV = 660 (s), 704 (vw), 720 (vw), 766 (s), 786 (m), 824 (vs),
874 (vw), 907 (w), 958 (m), 1011 (m), 1056 (m), 1072 (w), 1102 (w), 1180 (vw), 1240 (m),
1260 (w), 1286 (vw), 1303 (m), 1412 (vw), 1503 (vs), 1532 (br w), 1594 (w), 2361 (vw), 3108

(m) cm™.

5.3.12.3 Synthese von 1-Methyl-6-brombenzimidazol (125)"

Br Br
/
a) b) Br N
Br N~ 9 \C[ %
H N
NO, NO,

127 126 125

Abb. 114: Syntheseroute von 125. Reaktionsbedingungen: a) Methylamin, EtOH, 2 h, 80 °C; b)
SnCl,2H,0, 2 h RF; ¢) Trimethylorthoformiat, Toluol, p-Toluolsulfonsdure, 2 h, RF.
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5-Brom-N-methyl-2-nitroanilin (126)
Br

~
20 N
NO,

2,4-Dibrom-1-nitrobenzol 127 (3.76 g, 13.38 mmol, 1.00 eq) wurde in Ethanol (100 mL) ge-
16st und mit Methylamin (40 % in H,O, 100 mL) versetzt, wobei ein Farbumschlag von gelb
nach orange beobachtet wurde. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h unter RiickfluB3 geriihrt.
Wihrend des Abkiihlens fiel 126 (0.91 g, 3.94 mmol, 29%) als oranger Feststoff aus, der fil-

triert und am Hochvakuum getrocknet wurde

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =8.20 (s, 1H, NH), 7.94 (d, °J (H3, H4) = 9.1 Hz, 1H,
H3), 7.13 (d, *J (H6, H4) = 2.1 Hz, 1H, H6), 6.79 (dd, *J (H4, H3) = 9.1 Hz, *J (H4, H6) = 2.1
Hz, 1H, H4), 2.91 (d, *J (CH3, NH) = 5.0 Hz, 3H, CH3); ®C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): d =
146.8 (C1), 131.4 (C2), 130.7 (CS5), 128.4 (C3), 118.2 (C4), 116.9 (C6) , 30.2 (CH3z); MS
(BI): m/z (%): 63.0 (6), 78.0 (13), 105.0 (80, CsHsNy), 118.0 (CsHsN), 134.0 (4), 157.0 (38,
CsHyNBr), 169.0 (14), 183.0 (13), 198.0 (14), 213.0 (8), 230.0 (90, [M]"); HRMS (EST): m/z
(%): 137.04 (100), 228.96 (13, [M—-H]; ber. fiir [C;HsBrN,O,] 228.9618, gef. 228.9628
[M-H]"), 266.94 (78, [M+Cl]; ber. fiir [C;H;BrCINO,] 266.9364, gef. 266.9372 [M+Cl1];
IR (Reinsubstanz): V' =680 (vw), 701 (vw), 742 (vs), 792 (w), 804 (w), 843 (m), 879 (w), 944
(vw), 952 (vw), 1010 (w), 1047 (m), 1068 (m), 1086 (vw), 1168 (m), 1208 (br s), 1258 (m),
1316 (s), 1329 (vw), 1405 (w), 1427 (w), 1470 (w), 1499 (br w), 1514 (w), 1594 (vw), 1611
(vw), 1893 (vw), 2363 (vw), 2821 (vw), 3384 (br m) cm .
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1-Methyl-6-brom-benzimidazol 125

Br. 6 2 N/
L

3N
Zu einer Losung von 126 (0.85 g, 3.68 mmol, 1.00 eq) in EtOH wurde SnCl,-2H,0 (1.67 g,
7.40 mmol, 2.01 eq) portionsweise gegeben und die orange Losung fiir 4 h unter Riickflufl
geriihrt. Die entstandene braune Losung wurde nach dem Abkiihlen in vacuo eingeengt, mit
H,O (35 mL) sowie 1 N NaOH (20 mL) versetzt und mit CH,Cl, (300 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und invacuo eingeengt. Das als
braunes Ol bleibende 6—Bromo—N1—methylbenzol—1,2—diamin wurde mit Toluol (20 mL),
Trimethylorthoformiat (0.5 mL, 4.62 mmol, 1.25 eq) sowie p-Toluolsulfonsiure (40 mg, 0.23
mmol, 0.06 eq) versetzt und 2 h unter Riickfluff geriihrt. Nach Abkiihlen und Entfernen des
Losemittels in vacuo blieb ein braunes Ol. 125 (0.38 g, 1.80 mmol, 49% tiber 2 Stufen) wur-

de nach sédulenchromatographischer Aufreinigung (Si0,, CH,Cl,/ CH3OH 19:1) als brauner

Feststoff isoliert.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 6 = 8.16 (s, 1H, H1"), 7.82 (d, *J (H7, H5) = 1.9 Hz, 1H,
H7), 7.56 (d, *J (H4, H5) = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.29 (dd, *J (H5, H4) = 8.6 Hz, *J (H5, H7) = 1.9
Hz, 1H, H4), 3.79 (s, 3H, CH3); ®C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 146.0 (C1°), 142.8 (C3),
136.3 (C2), 124.8 (C5), 121.4 (C7), 115.1 (C6), 113.7 (C4), 31.3 (CH3); MS (EI'): m/z (%):
44.0 (8, CHgN), 88.0 (10), 130.1 (22, CsHgNy), 209.0 (10, [M]"), 290.0 (100, CsH;BryNy);
HRMS (EST"): m/z (%): 210.99 (100, [M+H]"; ber. fiir [CsHsN,Br]" 210.9865, gef. 210.9867
[M+H]"); IR (Reinsubstanz): Vv = 678 (br w), 742 (m), 753 (vw), 786 (vw), 804 (vs), 842
(vw), 869 (br m), 894 (w), 938 (vw), 959 (m), 1006 (vw), 1046 (w), 1110 (vw), 1126 (vw),
1150 (w), 1190 (w), 1233 (vw), 1251 (vw), 1268 (vw), 1286 (w), 1336 (w), 1391 (m), 1403
(vw), 1420 (br w), 1449 (w), 1474 (w), 1582 (vw), 1613 (vw), 1743 (vw), 1988 (vw), 2364 (br
ww), 2612 (br vw), 2790 (br w), 2919 (br vw), 3022 (vw), 3086 (vw) cm ™.
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5.3.12.4 Synthese von (1-Methyl-1H-imidazol-5-yl)methanol (128)"”°

o N N
B o L e
HOH,C~ “CH,OH HO N HO N
2
130 129 128

Abb. 115: Synthese von 128. Reaktionsbedingungen: a) NH,CH;-HCI, nBuOH, HOAc, KSCN, 23 h,
RT; b) NaNO,, HNO;s, 0 °C, 45 min.

(2-Mercapto-1-methyl-1H-imidazol-5-yl)methanol (129)

N>2_
| S>—SH
HO\):N

\

1

Dihydroxyaceton Dimer 130 (6.40g, 0.05 mol, 1.00 eq) und Methylamin Hydrochlorid (6.20
g, 0.09 mol, 1.85 eq) wurden in nBuOH (50 mL) suspendiert. Nach Zugabe von Eisessig (8
mL), KSCN (10.35 g, 0.11 mol, 2.15 eq) wurde die weille Suspension fiir 23 h bei Raum-
temperatur geriihrt, wobei ein Farbumschlag nach Gelb beobachtet wurde. Es folgte Zugabe
von H,0O (10 mL), Filtration sowie mehrmaliges Waschen des Feststoffs mit H;O und Ether
(e 30 mL). 129 (6.71 g, 0.047 mol, 93%) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.97 (s, 1H, SH), 6.78 (s, 1H, H4), 5.19 (t, °J (OH,
H1°) = 5.1 Hz, 1H, OH), 4.30 (d, °J (H1, OH) = 5.1 Hz, 2H, H1"), 3.42 (s, 3H, CH3); "*C-
NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 162.1 (C2), 130.1 (C4), 112.6 (C5), 53.4 (C1"), 31.0 (CHa);
MS (EI"): m/z (%): 43.0 (8, CoHsN), 58.0 (6, CsHgO), 74.1 (4), 83.1 (2), 86.1 (2), 98.0 (2),
111.0 (2), 115.0 (2), 126.0 (9), 143.0 (CsH;0N,S), 144.0 (100, [M]"); HRMS (ESI"): m/z
(%): 145.04 (15, [M+H]"; ber. fiir [CsHsN,OS]" 145.0430, gef. 145.0431 [M+H]"); (EI'): m/z
(%): 144.03 (100, [M]"; ber. fiir [CsHsON,S]" 144.0352, gef. 144.0346 [M]"; IR (Rein-
substanz): V' = 658 (br w), 684 (vw), 748 (m), 806 (s), 865 (br m), 939 (vw), 967 (m), 1010
(vs), 1104 (vw), 1225 (vw), 1175 (w), 1212 (vw), 1256 (m), 1295 (m), 1346 (w), 1408 (vw),
1446 (w), 1458 (vw), 1481 (br m), 1621 (br m), 2064 (vw), 2577 (vw), 2729 (vw), 2874 (vw),
2929 (w), 3108 (w), 3156 (w) cm™".
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(1-Methyl-1H-imidazol-5-yl)methanol (128)

N
| D2
HO\):N>
\

1

Zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von NaNO, (20 mg, 0.29 mmol, xx eq) in wissriger
HNO; (5.6 M, 5.4 mL) wurde iiber einen Zeitraum von 20 min 129 (1.02 g, 7.08 mmol, 1.00
eq) gegeben. Die erhaltene griine Losung wurde 45 min bei 0 °C geriihrt, mit Na,CO;3 auf pH
9 gebracht wurde und mit NaCl bis zur Sittigung versetzt. Es folgte Extraktion mit einem
Losemittelgemisch von "PrOH und CHCI; (1:3, 300 mL), Trocknung iiber MgSO, und Ent-
fernen des Losemittels in vacuo Verbindung 128 wurde nach Trocknung am Hochvakuum als

oranger Feststoff erhalten (0.43 g, 3.80 mmol, 54%).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): 6 =7.53 (s, 1H, H2), 6.76 (s, 1H, H4), 4.40 (s, 2H, HI1"),
3.58 (s, 3H, CH3); ®C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 138.8 (C2), 132.3 (C5), 127.3 (C4),
52.9 (C17), 31.4 (CH3); MS (EI'): m/z (%): 43.0 (8, C,HsN), 58.0 (25, C3Hc0),68.1 (3), 83.1
(13, C4H7Np), 95.1 (83, CsH7Ny), 111.1 (CsH;0Ny), 112.1 (100, [M]"); HRMS (ESI'): m/z
(%): 83.06 (5, C4H7Ny), 113.07 (40, [M+H]"; ber. fiir [CsHoON,]" 113.0709, gef. 113.0710
[M+H]"), 154.10 (7, [M+CH;CN+H]"; ber. fiir [C;H;oN3O]" 154.0975, gef. 154.0976
[M+CH;CN+H]", 225.13 (100 [2M+H]"; ber. fiir [C1oH17N,0,]" 225.1346, gef. 225.1346
[2M+H]"; IR (Reinsubstanz): Vv = 665 (m), 732 (br m), 754 (s), 835 (s), 927 (m), 968 (m),
1015 (vs), 1070 (br w), 1102 (m), 1187 (w), 1210 (m), 1245 (m), 1274 (w), 1366 (w), 1420
(w), 1450 (br w), 1512 (m), 1565 (vw), 1667 (br w), 2870 (br vw), 2921 (vw), 3115 (vw), 3183

(brw)cm™.
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5.3.12.5 Synthese von 4-lod-1-tosyl-1H-imidazol (131)"*

H | H H Ts
N a) N b) N c) N
o~ " Ly L0 Iy
N "N 1~ °N N
34 132 133 131

Abb. 116: Synthese von 131. Reaktionsbedingungen: a) NaOH, I,, KI, H,O, 23 h, RT; b) Na,SO;,
nBuOH, H,0, 30 h, RF; ¢) NEt;, TsCl, THF, 22 h, RT.

4,5-Diiod-1H-imidazol (132)

Imidazol 34 (2.50 g, 36.72 mmol, 1.00 eq) wurde in NaOH (2 N, 100 mL) gel6st und auf 0 °C
gekiihlt. Eine Losung von I, (18.26 g, 71.94 mmol, 1.96 eq) und KI (29.28 g, 176.39 mmol,
4.80eq) in H,O (100 mL) wurde mittels Tropftrichter innerhalb von 60 min zugegeben,
wobei ein weiller Niederschlag entstand und sich die Losung zunehmend intensiver gelb
farbte. Es wurde bei Raumtemperatur 22 h geriihrt (DC-Kontrolle Isohexan/ EtOAc 1:1), wo-
bei eine sehr schwache Rosafirbung beobachtet werden konnte. Nach Neutralisation mit Eis-
essig (10 mL, Kontrolle mit pH-Papier) entstand ein hellgelber Niederschlag, der abfiltiert
und mit H,O (50 mL) gewaschen wurde. Nach Trocknen am Hochvakuum konnte 132

(8.39 g, 26.07 mmol, 71%) als weiller Feststoff isoliert werden.

"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds): d =7.75 (s, 1H, H2), 3.59 (br, s, 1H, H1); “C-NMR (75
MHz, DMSO-dp): 6 = 142.2 (C2), 141.9 (C4), 138.2 (C5); MS (EI"): m/z (%): 43.0 (26), 58.0
(8), 127.0 (50, 1), 166.0 (64, C3H3I), 193.0 (82, C3H;3INy), 319.9 (100, [M]"); HRMS (EST'):
m/z (%): 194.94 (8, C3HyN,I), 235.97 (16, C4H;N3I), 320.84 (36, [M+H]"; ber. fiir
[C3H3NLLL]™ 320.8380, gef. 320.8383 [M+H]"), 361.86 (100, [M+CH;CN+H]"; ber. fiir
[CsHebN3]™ 361.8646, gef. 361.8646 [M+CH;CN+H]"); (ESI): m/z (%): 192.93 (1,
CsHoNol), 318.82 (100, [M—H]; ber. fiir [CsHN,I]” 318.8235, gef. 318.8249 [M-H]),
354.80 (35, [M+CI]; ber. fiir [C3H2CILN,]™ 354.8001, gef. 354.8030 [M+Cl1]"); IR (Rein-
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substanz): V = 653 (m), 758 (vw), 817 (s), 918 (br w), 954 (vs), 1072 (vw), 1152 (m), 1179
(m), 1241 (vw), 1270 (w), 1284 (m), 1470 (w), 1547 (vw), 1641 (vw), 1806 (br w), 2349 (vw),
2580 (br vw), 2772 (br vw), 2957 (br vw), 3080 (vw) cm™.

4-lod-1H-imidazol (133)

13

|7 4

Zu 132 (8.01 g, 25.04 mmol, 1.00 eq) wurde H,O (120 mL), nBuOH (60 mL) und Na,SO;
(12.53 g, 99.41 mmol, 3.97 eq) gegeben. Das Zweiphasengemisch wurde 30 h unter Riick-
fluss erhitzt (DC-Kontrolle CHCI3;/MeOH 10:1). Nach Abkiihlen wurde die wissrige Phase
mit nBuOH (100 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit H,O versetzt und das
Losemittelgemisch in vacuo entfernt. Es blieb ein hellgelber Feststoff, der mehrmals aus H,O
umkristallisiert wurde. Nach Trocknen am Hochvakuum blieb 133 (3.96 g, 20.28 mmol, 81%)

als kristalliner weiBer Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): § =12.49 (br s, 1H, H1), 7.62 (d, *J(H2,H4) = 1.1 Hz,
1H, H2), 7.28 (d, “J(H2,H4) = 1.1 Hz, 1H, H4); ®C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 142.1
(C2), 141.9 (C4), 138.2 (C5); MS (EI"): m/z (%): 42.9 (100), 58.0 (66), 127.0 (32, 1), 193.9
(62, [M]"); HRMS (ESI"): m/z (%): 194.94 (42, [M+H]"; ber. fiir [CsH4N,I|" 194.9414, gef.
194.9415 [M+H]), 235.97 (100, [M+CH;CN+H]"; ber. fir [CsH7IN;]" 235.9679, gef.
235.9679 [M+CH;CN+H]"; (ESI): m/z (%): 12691 (1, '), 192.93 (64, [M—H]"; ber. fiir
[C3HoNLIT™ 192.9268, gef. 192.9273 [M-H]"), 228.90 (100, [M+CI]™; ber. fiir [C3H;CIIN,]
228.9035, gef. 228.9043 [M+CI]), 238.93 [86, [M+HCOO]"; ber. fiir [C4H,IN,O,]
238.9323, gef. 238.9332 [M+HCOO]"); 318.83 (92), 354.80 (46), 386.86 (76, [2M—H]; ber.
fir [CeHsLN,]™ 386.8609, gef. 386.8642 [2M-H]"), 422.84 (39, [2M+CI]"; ber. fiir
[CeHgCILN,]™ 422.8376, gef. 422.8417 [2M+CI]"); IR (Reinsubstanz): V = 653 (m), 759 (m),
816 (m), 919 (br w), 953 (vs), 1071 (w), 1151 (m), 1179 (m), 1241 (vw), 1271 (w), 1284 (m),
1438 (w), 1453 (w), 1806 (br w), 2298 (br vw), 2348 (w), 2580 (br w), 2778 (br w), 2977 (br
vw), 3084 (br vw) cm™".

176



Experimenteller Teil

4-Tod-1-tosyl-1H-imidazol (131)

Ts

/

N1

03

|74

133 (7.20 g, 37.08 mol, 1.00 eq) und TsClI (7.10 g, 37.08 mol, 1.00 eq) wurden in THF (150
mL) suspendiert. NEt; (5.15 mL, 37.08 mol, 1.00 eq) wurde zugetropft und das Reaktions-
gemisch 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtration und Verdiinnen des Filtrats mit
CH,Cl; (50 mL) wurde mit H,O gewaschen (150 mL), iiber MgSO, getrocknet, filtriert und in
vacuo eingeengt. 131 konnte nach mehrmaligem Umkristallisieren aus EtOH als weiller Fest-

stoff isoliert werden (10.15 g, 28.55 mmol, 77%).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =8.17 (s, 1H, H2), 7.81 (s, 1H, H5), 7.50-7.46 (m, 2H,
Ar-H), 7.10 (m, 2H, Ar-H), 2.27 (s, 3H, CH3); C-NMR (100 MHz, DMSO-d): = 145.9
(Ar-C), 143.6 (C2), 138.2 (Ar-C), 131.1 (Ar-C), 128.6 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 125.9 (C5),
123.8 (Ar-C), 87.3 (C4), 21.3 (CHz); MS (EI"): m/z (%): 43.0 (10), 91.1 (100), 155.0 (100,
C1oH30,), 347.9 (100, [M]"); HRMS (ESI"): m/z (%): 194.94 (5, CsH,NI), 235.97 (10,
C4H/IN3), 348.95 (100, [M+H]"; ber. fiir [C;oH;00,N,IS]" 348.9502, gef. 348.9499 [M+H]");
IR (Reinsubstanz): 7 = 673 (s), 682 (s), 702 (m), 762 (m), 800 (vw), 815 (vs), 836 (1), 920
(m), 934 (yw), 959 (vw), 1016 (m), 1029 (m), 1069 (m), 1088 (w), 1120 (m), 1141 (s), 1167
(vw), 1154 (w), 1190 (vw), 1213 (w), 1275 (vw), 1295 (w), 1309 (vw), 1319 (m), 1359 (vw),
1372 (m), 1454 (w), 1492 (vw), 1574 (w), 1593 (w), 2576 (br vw), 2645 (br vw), 2848 (w),
2915 (w), 3049 (br vw), 3139 (w) cm™".

4,5-Diiod-1-methyl-1H-imidazol (134)

Eine gelbe Suspension von 133 (4.80 g, 15.00 mmol, 1.00 eq) in trockenem THF (120 mL)
wurde auf 0 °C gekiihlt und portionsweise mit NaH (60%, 0.64 g, 16.70 mmol, 1.10 eq)

versetzt. Das Reaktionsgemisch rithrte 15 min bei 0 °C und wurde langsam auf Raumtem-
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peratur erwarmt. Es wurde weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei eine Entfirbung
beobachtet wurde. Nach Kiihlen auf 0 °C erfolgte tropfenweise Zugabe von CHsl (1.00 mL,
16.00 mmol, 1.07 eq). Es wurde auf Raumtemperatur erwidrmt und 16 h geriihrt. Die farblose
Suspension wurde mit H,O (35 mL) versetzt und mit CH,Cl, (50 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde mit ges. NaCIl-Losung (50 mL) gewaschen. Nach Riickextraktion der
gesammelten wassrigen Phasen mit EtOAc (100 mL) wurde iiber MgSO, getrocknet, Filtriert
und in vacuo eingeengt. 134 konnte nach Trocknung am Hochvakuum als gelber Feststoff

erhalten werden (4.99 g, 14.90 mmol, 99%).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): § =7.85 (s, 1H, H2), 3.61 (s, 3H, CHs); “C-NMR (100
MHz, DMSO-ds): 6 = 143.3 (C2), 96.4 (C4), 87.3 (C5), 36.6 (CH3); MS (EI'): m/z (%): 42.2
(4), 47.0 (13), 52.0 (8), 53.0 (10), 79.1 (4), 83.0 (62, C4H;N,), 85.0 (C4HoNy), 103.3 (2),
127.2 (17), 139.3 (4), 153.2 (4), 165.1 (4), 180.0 (27, C4Hs1), 206.9 (24), 253.3 (4), 333.8
(100, [M]); HRMS (ESI"): m/z (%): 83.06 (1, C4H7Ny), 194.94 (1, C3H4IN,), 208.96 (15,
C4HgNoI), 334.85 (100, [M+H]"; ber. fiir [C4HsNoL]" 334.8537, gef. 334.8533 [M+H]"),
375.88 (10, [M+CH;CN+H]"; ber. fiir [CeHglbN3]™ 375.8802, gef. 375.8808
[M+CH;CN+H]"); IR (Reinsubstanz): V = 656 (s), 695 (m), 808 (m), 832 (w), 910 (vw), 940
(vs), 974 (br vw), 1082 (m), 1107 (vw), 1165 (m), 1086 (vw), 1235 (s), 1270 (vw), 1351 (w),
1377 (w), 1414 (w), 1438 (m), 1469 (m), 1484 (m), 1509 (vw), 1612 (vw), 2324 (vw), 2360
(vw), 2854 (m), 2922 (s), 3102 (m) cm™ .

5.3.13 Synthese der H-Phosphonat-Azide 108 und 135 fiir die DNA-Synthese

5.3.13.1 Triethylammonium-6-Azidohexylphosphonat (135)

Die Synthese der Verbindung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. M. Vrabel aus der

Arbeitsgruppe Carell.
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137 136

Abb. 117: Synthese des H-Phosphonats 135 fiir die DNA-Synthese. Reaktionsbedingungen: a) NaN3,
DMF, 18 h, RT; b) PCl;, NMO, Triazol, CH,Cl,, 30 min 0 °C, dann 30 min RT, TEAB, 40 min, RT.

6-Azido-hexan-1-ol (136)

6
A OH
N3 1

Zu einer farblosen Losung von 6-Bromhexan-1-ol 137 (2.77 g, 15.30 mmol, 1.00 eq) in
trockenem DMF (30 mL) wurde NaNj3 (1.39 g, 21.40 mmol, 1.40 eq) gegeben. Es bildete sich
eine farblose Suspension, die 18 h bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Nach Zugabe von
Ether und H,O (je 50 mL) wurde die organische Phase mit H,O sowie ges. NaCl-Losung (je
200 mL) gewaschen. Die wissrigen Phasen wurden mit Ether (150 mL) riickextrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und in vacuo einge-
engt. 136 (1.92 g, 13.40 mmol, 88%) wurde nach Trocknung am Hochvakuum als farbloses

Ol erhalten und ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 3.59 (t, °J (H1, H2) = 6.5 Hz, 2H, H1), 3.24 (t, *J (H6, H5)
= 6.9 Hz, 2H, H6), 1.62-1.54 (m, 4H, H2, H5), 1.40-1.34 (m, 4H, H4, H3); *C-NMR (75
MHz, CDCl3): 6 = 62.5 (C1), 51.3 (C6), 32.5 (C2), 28.8 (CS5), 26.5 (C4), 25.3 (C3); IR (Rein-
substanz): V' = 729 (w), 894 (vw), 845 (vw), 1055 (m), 1259 (br m), 1349 (w), 1456 (br w),
2090 (vs), 2861 (w), 2935 (m), 3335 (br w) cm™".
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Triethylammonium-6-Azidohexyl phosphonat (136)

H
N/ﬁ\/\/\/O\FI)/O_
8 1 4 HN'Eg

PCl; in CH,Cl, (2M, 1.62 mL, 3.25 mmol, 9.30 eq) wurde mit trockenem CH,Cl, (9 mL) ver-
diinnt und rasch mit NMO (4.22 mL, 38.39 mmol, 110 eq) sowie Triazol (771 mg, 11.17
mmol, 32 eq) versetzt. Die entstandene gelbe Suspension wurde 30 min bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieBend wurde eine Losung von 137 (50 mg, 0.34 mmol, 1.00 eq) in trockenem
CH,Cl; (4 mL) bei 0 °C tropfenweise zugegeben und fiir weitere 30 min bei 0 °C geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde langsam auf Raumtemperatur erwdarmt, mit TEAB (1 M in H,O, 29
mL) versetzt und weitere 40 min geriihrt. Es wurde mit CH,Cl, (100 mL) extrahiert, die orga-
nische Phase mit TEAB gewaschen (40 mL), iiber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und in vacuo
eingeengt. Nach Trocknung am Hochvakuum konnte 136 (78 mg, 0.25 mmol, 74%) als
oranger Feststoff isoliert werden. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung fiir die

DNA-Synthese eingesetzt.

'"H-NMR (300 MHz, CD;CN): § = 3.88-3.77 (m, 2H, H1), 3.42-3.26 (m, 6H, NCH,CH3),
1.68-1.21, m, 19H, H2, H3, H4, H5, H6, NCH,CHj3); *P-NMR (200 MHz, CD;CN): § = 3.4
und 1.1; HRMS (EST): m/z (%): 309.20 (7, [M+NEt+H]"; ber. fiir [C12H30N,05P]"
309.2050, gef. 309.2045 [M+NEt+H]"), 410.32 (100), 434.30 (98), 510.41 (62); (EST): m/z
(%): 206.07 (34, [M]; ber. fiir [CeH13N303P] 206.0700, gef. 206.0710 [M] ", 306.16 (100,
[M+NEt;—H]); IR (Reinsubstanz): vV = 681 (s) , 729 (br w), 795 (vw), 865 (m), 989 (s), 1054
(s), 1113 (m), 1153 (w), 1195 (w), 1273 (m), 1371 (vw), 1401 (vw), 1460 (m), 1657 (vw), 2095
(5), 2348 (vw), 2474 (vw), 2865 (br w), 2936 (br w), 3108 (br w), 3386 (br vw) cm ™.
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5.3.13.2 Triethylammonium-(2R,3S,5R)-5-(5-(5-azidopent-1-yn-1-yl)-
2,4-diox0-3,4-dihydro-pyrimidin-1(2H)-yl)-2-(hydroxymethyl)-tetra-
hydrofuran-3-yl phosphonat (108)

Die Synthese der Verbindung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. M. Vrabel aus der

Arbeitsgruppe Carell.

0 0 N
| = = 3
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O)\N O%N
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Z N3 HN
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Abb. 118: Syntheseroute von des H-Phosphonats 108 fiir die DNA-Synthese. Reaktionsbedingungen:
a) Pd(PPh;),Cl,, Hiinig-Base, 4-Pentin-1-ol, Cul, DMF, 4 h, RT; b) MsCl, Hiinig-Base, CH,Cl,, 5 h,
RT; ¢) NaN3;, DMF, 20 h, RT; d) TBAF, THF, 3 h, RT; e) DMTrCl, Pyridin, 21 h, RT; f) PCl;, NMO,
Triazol, CH,Cl,, 45 min O °C, dann 30 min RT, TEAB, 60 min RT.
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1-((2R,4S,5R)-4-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-5-(((¢ert-butyldimethylsilyl)oxy)-methyl)-
tetrahydrofuran-2-yl)-5-(5-hydroxypent-1-yn-1-yl)pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (138)

9 = OH
HN "
| 1
Oéi\ 1"

5 N

TBSO
O
4 1

OTBS

139'% (2.33 g, 4.00 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem DMF (9 mL) gelost. Die Losung
wurde sorgfiltig entgast und mit Pd(PPh3),Cl, (0.56 g, 0.80 mmol, 0.20 eq), Hiinig-Base
(1.03 g, 8.00 mmol, 2.00 eq), 4-Pentin-1-ol (1.00 g, 12.00 mmol, 3.00 eq) sowie Cul (0.30 g,
1.60 mmol, 0.40 eq) versetzt. Die gelbe Suspension wurde abgedunkelt und 4 h bei Raum-
temperatur geriihrt (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc 1:1). Die entstandene orange Suspension
wurde mit Ether (50 mL) versetzt und mit ges. NaHCO3-Losung sowie ges. NaCl-Losung (je
100 mL) gewaschen. Die wissrigen Phasen wurden mit Ether riickextrahiert (100 mL) und die
vereinten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Es
wurde ein griines Ol erhalten, das sdulenchromatographisch (SiO,, Isohexan/EtOAc 1:1) ge-

reinigt wurde. 138 wurde als schwach gelber Feststoff erhalten (0.85 g, 1.58 mmol, 40%).

DC [Isohexan/EtOAc (1:1)]: Ry = 0.23; "H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 8.83 (s, 1H, NH),
7.91 (s, 1H, H1"), 6.27 (m, 1H, H1), 4.39 (m, 1H, H3), 3.94 (m, 1H, H4), 3.89-3.87 (m, 1H,
H5), 3.78-3.74 (m, 3H, H5, H5""), 2.49 (t, °J (H3"", H4"") = 6.9 Hz, 2H, H3""), 2.31-2.26 (m,
1H, H2,), 2.03-1.98 (m, 1H, H2y), 1.82-1.78 (m, 2H, H4""), 0.92 und 0.87 (s, 18H, (C(CHj3)s,
0.12-0.06 (m, 12H, (Si(CHs),; *C-NMR (150 MHz, CDCl3): § = 162.1 (C3"), 149.1 (C5"),
141.5 (C17), 100.5 (C27), 94.6 (C27), 88.3 (C4), 85.6 (C1), 72.2 (C3), 71.9 (C17"), 62.9 (C5),
61.5 (C57), 41.9 (C2), 31.0 (C47), 26.0 (C(CHs3)3), 25.7 (C(CH3)3), 16.1 (C37"), =5.7 und
5.4 (Si(CH3),; HRMS (ESI'): m/z (%): 537.28 (100, [M—H]; ber. fiir [CasHasN2OsSia]
537.2867, gef. 537.2836 [M-H]), 573.26 (10, [M+Cl]"; ber. fiir [CysHscCIN2O6Sio]
573.2588, gef. 573.2610 [M+Cl]"), 1075.58 (33, [2M-H]; ber. fiir [Cs5;HoiN4O2S14]
1075.5716, gef. 1075.5790 [2M-H]; (EST"): m/z (%): 539.30 (100, [M+H]"; ber. fiir
[Ca6Hy706N2S1]" 539.2894, gef. 539.3001 [M+H]"), 561.28 (10, [M+Na]"; ber. fiir
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[Ca6H46NaN,O6Si>]" 561.2787, gef. 561.2778 [M+Na]"), 1077.58 (54, [2M+H]"; ber. fiir
[Cs2Ho3N4O12Sis]" 1077.5862, gef. 1077.5829 [2M+H]".

5-(5-Azidopent-1-yn-1-yl)-1-((2R,4S,5R)-4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-5-(((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)tetrahydrofuran-2-yl)pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (140)
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Eine gelbe Losung von 138 (0.69 g, 1.28 mmol, 1.00 eq) in trockenem CH,Cl, (18 mL) wurde
mit Hiinig-Base (0.35 mL, 1.93 mmol, 1.50 eq) versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Nach tropfen-
weiser Zugabe von MsClI (0.15 mL, 1.93 mmol, 1.50 eq) wurde das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur erwarmt und 5 h geriihrt (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc 1:1). Anschliefend
wurde ges. NaCl-Losung (25 mL) zugegeben und mit CH,Cl, (100 mL) extrahiert. Nach
Trocknen iiber MgSOQ,, Filtration und Entfernen des Losemittels in vacuo blieb ein braunes
Ol, das siulenchromatographisch (SiO,, Isohexan/EtOAc 1:1) gereinigt wurde. Der erhaltene
weile Feststoff (0.68 g, 1.07 mmol, 1.00 eq) wurde in DMF (25 mL) gelost und mit NaNj3
(0.35 g, 5.35 mmol, 5.00 eq) versetzt. Die entstandene gelbe Suspension wurde 20 h bei
Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc 1:1). AnschlieBend wurde EtOAc
(100 mL) zugegeben und mit H,O und ges. NaCl-Losung (je 50 mL) gewaschen. Es wurde
iiber MgSO, getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. Das erhaltene gelbe Ol wurde mittels
Sédulenchromatographie (SiO,, Isohexan/EtOAc 3:1 — 2:1) gereinigt. 140 blieb als weiller
Feststoff (0.50 g, 0.89 mmol, 83%).

DC [Isohexan/EtOAc (1:3)]: Ry = 0.24; "H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 8.54 (s, 1H, NH),
7.91 (s, 1H, H1"), 6.29-6.26 (m, 1H, H1), 4.39 (m, 1H, H3), 3.95 (m, 1H, H4), 3.89-3.87 (m,
1H, H5), 3.76-3.74 (m, 3H, H5, H5""), 2.49 (t, >J (H3"", H4"") = 7.0 Hz, 2H, H3""), 2.31-2.27
(m, 1H, H2,), 2.03-1.98 (m, 1H, H2;), 1.84-1.81 (m, 2H, H4""), 0.92 und 0.88 (s, 18H,
(C(CHs)s, 0.13-0.06 (m, 12H, (Si(CHs),; *C-NMR (150 MHz, CDCls): 6 = 161.6 (C3"),
149.1 (C57), 141.9 (C17), 100.3 (C27), 93.0 (C27), 88.3 (C4), 85.7 (C1), 72.5 (C3), 72.3
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(C17), 62.9 (C5), 50.2 (C57), 41.9 (C2), 27.7 (C4”"), 26.0 (C(CHs)3), 25.7(C(CH3)s), 16.9
(C3"), =5.7 und —5.4 (Si(CHs),; HRMS (ESI): m/z (%): 562.2922 (66, [M-H]; ber. fiir
[C26HuNsOsSi,]™ 562.2886, gef. 562.2922 [M-H]), 59827 (62, [M+CI]"; ber. fiir
[Ca6H,sCINsOsSio]™ 598.2653, gef. 598.2695 [M+CI]"), 608.30 (36, [M+HCOOT™; ber. fiir
[C27H46NsO5Sis]™ 608.2941, gef. 608.2998 [M+HCOO]"), 1125.60 (100, [2M—H]; ber. fiir
[Cs2HsoN19O10Sis]™ 1125.5879, gef. 1125.6037 [2M-H]"); (ESI"): m/z (%): 564.30 (86,
[M+H]"ber. fiir [CagHseOsNsSia]” 564.3032, gef. 564.3021 [M+H]"), 1144.62 (100,
[2M+NH,]*; ber. fiir [Cs;HosN{,010Sis]"1144.6257, gef. 1144.6216 [2M+NH,]*), 1427.27
(24).

5-(5-Azidopent-1-yn-1-yl)-1-((2R,4S,5R)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-tetrahydrofuran-
2-yl)pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (141)

(e}
Z Na
HN "
| 1
Oél\ 1

5 N
HO
O
4 1
OH

140 (0.36 g, 0.65 mmol, 1.00 eq) wurde in trockenem THF (5 mL) gelost. Die farblose Lo-
sung wurde entgast und auf 0 °C gekiihlt. TBAF (1 M in THF, 1.45 mL, 1.45 mmol, 2.20 eq)
wurde tropfenweise zugegeben, wobei ein sofortiger Farbumschlag nach Gelb beobachtet
wurde.Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwdrmt und 3 h geriihrt (DC-
Kontrolle (DC-Kontrolle Isohexan/EtOAc 3:1). Die Reaktion wurde mit Eisessig (1 mL) ge-
quencht und das Losemittel in vacuo entfernt. Das verbleibende farblose Ol wurde siulen-
chromatographisch (SiO,, EtOAc/CH3;0OH 10:1) gereinigt. 141 konnte als weiller Schaum er-
halten werden (0.20 g, 0.64 mmol, 91%).

DC [EtOAc/CH3;0H (10:1)]: Ry = 0.56; "H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 = 8.21 (s, 1H, NH),
7.87 (s, 1H, H1"), 6.22 (t, *J (H1, H2) = 6.6 Hz, 1H, H1), 4.37 (m, 1H, H3), 3.90 (m, 1H, H4),
3.89-3.69 (m, 2H, H5), 3.44 (t, °J (H5"", H4"") = 6.7 Hz, 2H, H5""), 2.47 (t,°J (H3"", H4"") =
7.0 Hz, 2H, H3""), 2.31-2.27 (ddd, *J (H2, H1) = 6.6 Hz, *J (H2, H3) = 3.7 Hz, *J (H2,, H2,)
= 13.1 Hz, 2H, H2,, H2,), 1.84-1.81 (p, °J (H4"", H5"") = 6.7 Hz, >J (H4"", H3"") = 7.0 Hz,
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2H, H4""); ®C-NMR (150 MHz, CD;0D): 6 = 163.2 (C3"), 149.8 (C5), 143.0 (C1"), 99.5
(C27), 92.1 (C27), 87.7 (C4), 85.5 (Cl1), 72.0 (C3), 70.6 (C17), 61.1 (C5), 49.9 (C57), 40.2
(C2), 27.5 (C47), 16.0 (C37"); HRMS (ESI"): m/z (%): 116.06 (6, CH;o,0OsN), 334.12 (100,
[M-H]; ber. fiir [C4H;6OsNs]” 334.1157, gef. 334.1187 [M—H]"), 380.13 (34, [M+HCOO] ;
ber. fiir [C;5H;sN507]” 380.1212, gef. 380.1266 [M+HCOO]"); (EST"): m/z (%): 186.22 (50),
242.14 (80, CjoH1sN,0s), 336.13 (54, [M+H]"; ber. fiir [Ci4H;s05Ns]" 336.1302, gef.
336.1293 [M+H]"); 358.11 (7, [M+Na]"; ber. fiir [C14H;7;NaOsNs]" 358.1122, gef. 358.1111
[M+Na]"), 668.28 (100, [2M+NH,]"; ber. fiir [CogH3sN;1O50]" 688.2798, gef. 688.2770
[2M+NH4]").

5-(5-Azidopent-1-yn-1-yl)-1-((2R,4S,5R)-5-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-
methyl)-4-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (142)

(0]
Z Na
HN "
| 1
Oél\ 1"
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4 1
OH

Zu einer Losung von 141 (0.28 g, 0.84 mmol, 1.00 eq) in trockenem Pyridin (28 mL) wurde
innerhalb von 5 min DMTrClI (0.34 g, 1.01 mmol, 1.20 eq) gegeben, wobei eine sofortige
Gelbfiarbung auftrat. Das Reaktionsgemisch wurde 21 h unter Argon-Atmosphére bei Raum-
temperatur gerithrt und mit CH;OH (1 mL) gequencht (DC-Kontrolle EtOAc/ CH;0H10:1).
Nach Entfernen des Losemittels in vacuo und weitere Aufreinigung mittels Sdulenchromato-
graphie (Si0;, EtOAc + 1% NEt; — EtOAc/CH3;0H10:1 + 1% NEt3) konnte 142 als wei3er
Schaum isoliert werden (0.33 g, 0.52 mmol, 62%).

DC [EtOAc (2:1)]: Ry = 0.72; "H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 8.04 (s, 1H, H"), 7.42-6.82
(m, 13H, Ar-H), 6.32 (m, 1H, H1), 4.50 (m, 1H, H3), 4.05 (m, 1H, H4), 3.78 (s, 6H, OCHj3),
3.43 (m, 1H, H5,), 3.28 (m, 1H, H5}), 3.08 (t, °J (H5"", H4"") = 6.7 Hz, 2H, H5""), 2.66 (m,
2H, H2), 2.17-2.13 (m, 2H, H3""), 1.44-1.39 (m, 2H, H4""); ®C-NMR (150 MHz, CDCls): &
=161.8 (C3"), 158.6 (Ar-C), 149.3 (C5"), 144.5 (Ar-C), 141.8 (C17), 135.6 (Ar-C), 135.4 (Ar-
C), 130.0 (Ar-C), 129.9 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 126.9 (Ar-C), 113.3 (Ar-C),
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100.7 (C2’), 93.2 (C27), 86.0 (DMTr-Cyuart.), 86.4 (C4), 85.4 (C1), 72.2 (C3), 71.8 (C17),
63.4 (C5), 55.2 (OCH3), 50.1 (C57), 40.9 (C2), 27.4 (C47), 16.8 (C37"); HRMS (ESI"): m/z
(%): 636.25 (95, [M-H]; ber. fiir [C3sH34Ns07] 636.2464, gef. 636.2495 [M-H]"), 672.23
(100, [M+CI]7; ber. fiir [C3sH3sCINsO]™ 672.2230, gef. 672.2264 [M+Cl]"), 682.26 (61,
[M+HCOO]; ber. fiir [C36H36Ns09]” 682.2519, gef. 862.2553 [M+HCOO]); (ESI'): m/z (%):
303.14 (58, C21H190,), 638.26 (36 [M+H]"; ber. fiir [C3sH3607N5]" 638.2609, gef. 638.2597
[M+H]"); 65529 (100, [M+NH4]"; ber. fiir [C3sH3007Ng]'655.2875, gef. 655.2860
[M+NH4]"), 660.24 (24, [M+Na]"; ber. fiir [C3sH3sNsNaO;]" 660.2429, gef. 660.2414
[M+Na]"), 1292.54 (67, [2M+NH4]"; ber. fiir [C7oH74N1;014]" 1292.5411, gef. 1292.5360
[2M+NH,4]"); IR (Reinsubstanz): V' = 701 (m), 726 (w), 753 (w), 791 (vw), 826 (s), 1031 (s),
1089 (m), 1174 (s), 1247 (vs), 1279 (m), 1458 (m), 1507 (m), 1607 (w), 1682 (br vs), 2097 (s),
2360 (vw), 2929 (br vw), 2839 (vw), 2946 (br w), 3393 (br vw) cem ™.

Triethylammonium (2R,3S,5R)-5-(5-(5-azidopent-1-yn-1-yl)-2,4-dioxo-3,4-dihydro-
pyrimidin-1(2H)-yl)-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl phosphonat (108)

Z Ns

O\P,H

N HN*Et
1~0 3
O

PCl; (2 M in CH,Cly, 0.36 mL, 0.71 mmol, 9.30 eq) wurde mit trockenem CH,Cl, (2 mL)
verdiinnt und mit NMO (0.93 mL, 8.41 mmol, 110.00 eq) sowie Triazol (169 mg, 2.45 mmol,
32.00 eq) versetzt. Die gelbe Suspension wurde 45 min bei Raumtemperatur geriihrt und auf O
°C gekiihlt. Anschlieend wurde eine auf 0 °C gekiihlte Losung von 142 (50 mg, 0.08 mmol,
1.00 eq) in trockenem CH,Cl, (1 mL) tropfenweise zugegeben und das Reaktionsgemisch 30
min bei 0 °C geriihrt. Es wurde auf Raumtemperatur erwédrmt und nach Zugabe von TEAB (1
M in H;0, 6.4 mL, 6.40 mmol, 84.00 eq) weitere 60 min geriihrt. Es wurde mit CH,Cl, (100
mL) extrahiert, iiber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt. 108 (47 mg, 0.06
mmol 74%) blieb als gelbes Ol, das direkt fiir die DNA-Synthese eingesetzt wurde.
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 8.06 (s, 1H, H1"), 7.43-7.19 (m, 9H, Ar-H), 6.82 (m, 4H,
Ar-H), 6.37-6.31 (d, *J (H1, H2) = 8.5 Hz, 1H, H1), 4.96-4.90 (m, 1H, H3), 4.27 (m, 1H, H4),
3.77 (s, 6H, OCH3), 3.42-3.37 (m, 1H, H5,), 3.31-3.28 (m, 1H, H5}), 3.05 (t, °J (H5"", H4"") =
6.7 Hz, 2H, H5"), 3.01-2.95 (q, °J (NCH,CH3;, NCH,CH3) = 7.3 Hz, 6H, NCH,CH3), 2.70-
2.64 (m, 1H, H2,), 2.39-2.28 (m, 1H, H2}), 2.12-2.09 (m, 2H, H3""), 1.38-1.35 (t, *J (H4",
H5") = 6.7 Hz, 2H, H4""), 1.29-1.25 (t, °J (NCH,CH3, NCH,CH3) = 7.3 Hz, 9H, NCH,CHy);
BC-NMR (150 MHz, CDCl5): = 161.9 (C3"), 158.5 (Ar-C), 149.3 (C5°), 142.0 (C1"), 135.5
(Ar-C), 135.4 (Ar-C), 130.0 (Ar-C), 129.3 (Ar-C), 126.8 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 126.8 (Ar-C),
113.2 (Ar-C), 100.6 (C27), 92.9 (C27), 86.9 (DMTr-Cyuar.), 85.6 (C4), 85.3 (C1),73.9 (C3),
71.7 (C17), 63.3 (C5), 55.2 (OCH3), 50.1 (C57), 45.4 (NCH,CH3), 40.4 (C2), 27.3 (C47),
16.7 (C37), 8.8 (NCH,CHj3); *"P-NMR (200 MHz, CDCl3): 6 = 3.3 und 1.2; HRMS (EST):
m/z (%): 700.22 (100, [M]; ber. fiir [C35H3sNsOoP]™ 700.2178, gef. 700.2228 [M]"; (ESI'):
m/z (%): 303.14 (51, CyHj90,), 904.47 (100, [M+2HNEt;]"; ber. fiir [C47Hg7N;O0P]"
904.4732, gef. 904.4701 [M+2HNEt;]"); IR (Reinsubstanz): vV = 700 (m), 727 (w), 756 (w),
774 (w), 792 (vw), 828 (m), 914 (vw), 981 (br s), 1031 (s), 1031 (s), 1059 (s), 1176 (m), 1216
(br s), 1248 (s), 1280 (w), 1356 (vw), 1400 (vw), 1445 (w), 1608 (w), 1692 (br w), 2097 (s),
2358 (br vw), 2498 (br vw), 2608 (br vw), 2837 (vw), 2948 (br w), 3394 (br vw) cm .
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6. Liste der Abkiirzungen

A Adenin, Adenosin

A Absorption

A Angstrém (1A=10"m)

Ac Acetyl, Acetat

AcOH Essigsidure

a. u. Atomic units

ber. berechnet

Boc Butoxycarbonyl

br breites Signal (NMR/IR)

BTT Benzylthiotetrazol

Bz Benzoyl

C Cytidin; Cytosin

CD Circular dichroism (Zirkulardichroismus)
CEDCI Phosphorigsdure-mono-(2-cyanoethylester)-diisopropylamid-chlorid
COSY correlated spectroscopy (NMR)
CPGcontrolled pore glass

A Differenz

0 chemische Verschiebung (NMR)

d Tag(e); Dublett (NMR)

dA 2°-Desoxyadenosin

dC 2”-Desoxycytidin

DC Diinnschichtchromatographie, Diinnschichtchromatogramm
DCA Dichloressigsdure

ddH-O BidestilliertesWasser

dest. destilliert

DIPEA Diisopropylethylamin

dG 2°-Desoyguanosin

DMAP N,N-4-Dimethylaminopyridin
DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTr-CI 4,4"-Dimethoxytritylchlorid

DNA Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsédure

188



Liste der Abkiirzungen

dT 2°-Desoxythymidin

DTC Dithiocarbamat

EI Electron Impact Ionisation (ElektronenstoBionisation)
eq Aquivalente

ESI Electron Spray Ionisation (Elektronensprayionisation)
et al. et alii (und andere)

Et Ethyl

EtOAc Ethylacetat

FAB Fast atom bombardment

FT FourierTransform

gef. gefunden

ges. gesittigt

G Guanin

H (NMR): Proton

h Stunde(n)

HCI Salzsiure

HMBC Heteronuclear multi-bond connectivity

HMQC Heteronuclear multiple-quantum coherence
HPLC High pressure liquid chromatography (Hochdruckchromatographie)
HRMS High resolution mass spectrometry (Hochauflosende Massenspektrometrie)
HSQC Heteronuclear single quantum coherence

Hz Hertz

I Intensitit

iHex Isohexan

‘Pr iso-Propyl

IR Infrarot, Infrarotspektroskopie

J Kopplungskonstante (NMR)

konz. konzentriert

A Wellenléinge

L Liter; Ligand

Lsg. Losung

m Multiplett (NMR); medium (mittel) (IR)

M Molekiilion (MS); Molar [mol/L]

MALDI-TOF Matrix assisted laser desorption ionisation
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mCPBA meta-Chlorperbenzoeséure
Me Methyl

MS Massenspektrometrie

V Wellenzahl

NaOH Natronlauge

nBu n-Butyl

NEt; Triethylamin

NHC N-Heterozyklisches Carben

nm Nanometer, (1 nm = 10_9m)

NMR Nuclear magnetic resonance (Kernresonanz)

ODN Oligodeoxynukleotid
p. a. pro analysi(zur Analyse)

Pac Phenoxyacetyl

PCR Polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

Ph Phenyl

Pol Polymerase

ppm Parts per million

Py Pyridin

q Quartett, Quintett (NMR)
quant. quantitativ

R Rest

Ry Retentionsfaktor

Red-Al® Natrium-bis(2-methoxyethoxy)aluminiumhydrid

rel. relativ

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinséure)
rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

s Sekunde(n), Singulett (NMR)

t Triplett (NMR)

T Temperatur; Thymin

‘Bu tert -Butyl

THF Tetrahydrofuran

TMS tert-Butyldimethylsilyl, Tetramethylsilan
ToF Time of Flight
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Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Ts Tosyl

U Uracil

UV Ultraviolett

Vis visible (sichtbar)

YFP Yellow fluorescent protein

z Ladungszahl (MS)
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