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1 Zusammenfassung

Die Fragestellungen der Prabiotik beschaftigen sich mit dem Ratsel der chemischen
Evolution. Obwohl auf diesem Gebiet schon seit vielen Jahren geforscht wird, ist noch vieles
unverstanden. Die zentrale Frage, wie die Nukleinsdure-Bausteine entstanden sein kdnnten,
wurde in dieser Arbeit aufgegriffen. Ein Kernproblem stellt die Glykosylierung der
Purinbasen mit Ribose dar, welche unter wassrigen Bedingungen bislang nicht beobachten
werden konnte. In dieser Arbeit wurde ein Ansatz Gber die Bildung einer Schiff 'schen Base
(Abbildung 1) gewahlt. Als treibende Kraft dient eine intramolekulare Zyklisierung welche
eine Rearomatisierung ermoglicht. Auf diese Weise konnten Adenosin (A), Guanosin (G) und
dariber hinaus die Purin-Derivate Inosin, 2,6-Diaminonebularin, 2-Aminonebularin und
Nebularin auf prabiotischem Weg dargestellt werden. Zur Identifizierung und Zuordnung der
Reaktionsprodukte wurde ein Koinjektions-Verfahren {ber Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (HPLC-MS) angewendet. Hierfir
wurden Furanosyl- und Pyranosyl-Nukleoside als Referenzverbindungen bendtigt, welche
synthetisch dargestellt werden mussten. Ebenso wurden Formamidopyrimidine (FaPy) als

Ausgangmaterial fur die prabiotischen Reaktionen benétigt und synthetisiert.

Mittels eines Screenings verschiedener Bedingungen wurde festgestellt, dass die besten
Umsatzbedingungen verschiedener FaPys mit Ribose durch unterschiedliche Salzzusatze
erhalten wurden (siehe Einschub links unten in Abbildung 1). So war im Fall von Adenosin
kein Salz notwendig, um eine saubere Umsetzung zu beobachten. Die Reaktion zu Guanosin
verlief im direkten Vergleich deutlich schlechter und konnte nur mit spezifischen Salzen, wie
z.B. Mg3(PO4), oder CaCOs, realisiert werden. Die Bildung der Pyranoseform statt der

Furanoside war meist effizienter, was thermodynamisch erklart werden kann.

Zusatzlich konnte die prabiotische Glykosylierung an eine Formose-Reaktion gekoppelt
werden, bei der Ribose zuerst aus einfachen Ci-, Co- und Cs-Bausteinen aufgebaut wird. So
konnte unter Formose-dhnlichen Bedingungen ebenfalls ein Umsatz zu den gewiinschten
Nukleosiden detektiert werden. Neben der Entstehung der Ribonukleoside konnten auch

Tetrosenukleoside detektiert werden.

Auf diesem neuen prabiotischen Weg kdonnen die Purin-Nukleoside Adenosin, Guanosin,
Inosin, 2,6-Diaminonebularin, Nebularin und 2-Aminonebularin erstmals erfolgsreich im

wassrigen Milieu erhalten werden.
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Abbildung 1: Der Ansatz der prébiotischen Reaktion Uber Formamidopyrimidine(FaPys). Die Imidazolring6ffnung von den
Nukleobasen zu den FaPys wird durch einen roten Pfeil dargestellt. Nach der Reaktion der Ribose mit einem FaPy wird
zunéachst das Imin gebildet. Dieses kann entweder zur Pyranose (n=2, lila) oder zur Furanose (n=2, griin) weiter reagieren.
Im Fall der Formose-Reaktion kénnen auch die Tetrosenukleoside (n=1, blau) entstehen. A = Adenosin, G = Guanosin, DN =
2,6-Diaminonebularion.

Natlirliche Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid, RNA) besteht hauptsachlich aus den vier
kanonischen Nukleosiden Adenosin (A), Guanosin (G), Cytidin (C), Uridin (U) und dartber
hinaus aus Uber 100 modifizierten Nukleosiden. Die Basen der Transfer-RNA (tRNA) liegen
etwa zu 20% modifiziert vor. Bislang sind um die 90 Modifikationen bekannt, welche sich in
der tRNA befinden kdénnen. Eine der interessantesten hypermodifizierten Nukleoside ist das
7-Desazaguanosin Queuosin (Q). Q befindet sich stets an der Wobble-Position (Position 34)
und ist somit fiir die Kodondegenerierung mitverantwortlich. So kdnnen tRNAs mit Q an der
Wobble-Position Kodons auf der messenger-RNA (mRNA) mit der Sequenz NAC und NAU
erkennen (N steht fir A, G, C oder U). Eine tRNA mit G statt Q kann hingegen lediglich
Kodons lesen welche auf C enden. Eukaryoten kdnnen Q nicht de novo herstellen und sind
somit von der Biosynthese der Prokaryoten abhangig. Die direkte Vorstufe von Q ist
Epoxyqueuosin (0Q, Abbildung 2). Bislang wurde weder die postulierte Struktur bewiesen,

noch eine potentielle Synthese veroffentlicht.
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Die Synthese von oQ wurde in dieser Arbeit basierend auf einer im Arbeitskreis Carell
entwickelten Synthese von Q durchgefiihrt. Das Epoxyamin 43 konnte in 13 Stufen mit einer
Gesamtausbeute von 25% erhalten werden. Durch den Gebrauch der sperrigen
TBS-Schutzgruppen konnte das Epoxid mit meta-Chlorperbenzoesaure (mCPBA) in der
gewiinschten Konfiguration realisiert werden. Die Stille-dhnliche CO-Insertion konnte unter
Druck auf 91% verbessert werden. Nach der reduktiven Aminierung konnte das
vollgeschiitzte oQ in einem Schritt komplett entschiitzt werden. So wurde oQ in 22 Stufen

mit einer Gesamtausbeute von 0.9% erhalten (Abbildung 2).
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[R—
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Abbildung  2: Totalsynthese des hypermodifizierten  Nukleosids Epoxyqueuosin  0Q. Ausgehend von
Bromacetaldehyddiethylacetal wurde der Aldehyd 48 in sieben Stufen synthetisiert. In einer Synthese Gber 13 Stufen wurde
ausgehend von Mannose das Epoxyamin 43 erhalten. Der Aldehyd 48 und das Epoxyamin 43 ergaben nach reduktiver
Aminierung und Entschiitzung Epoxyqueuosin.

Zur ldentifizierung und Strukturcharakterisierung des natirlichen Nukleosids wurde neben
NMR und Massenspektrometrie auch ein Koinjektions-Experiment mittels HPLC-MS
durchgeflihrt. Hierfir wurde tRNA aus Escherichia coli (E. coli) isoliert, enzymatisch auf
Nukleosidebene verdaut und die natiirliche Probe zusammen mit dem synthetischen
Produkt koinjiziert. Es war lediglich ein Peak zu beobachten, weshalb davon auszugehen ist,
dass das natirliche 0Q, mit dem Epoxid cis zur Aminogruppe, synthetisiert wurde. Somit

konnte die Stereochemie von 0Q klargestellt werden.

Ebenso konnte eine verbesserte Syntheseroute zu einem weiteren Biosynthesevorlaufer,
dem preQi ausgearbeitet werden. Hierbei wurde Nukleosid 47 Uber Aldehyd 48 mit
Hydroxylamin zum entsprechenden Oxim 50 umgesetzt. Die darauf folgende Reduktion und

Entschiitzung ergab preQi in 2.1% tber 9 Stufen.
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Abbildung 3: Synthese zu den weiteren Queuosin-Derivaten preQ, einer Biosynthesevorstufe von Q, und der synthetischen
Vorstufe der natirlichen Hypermodifikation gluQ.

Daneben wurde eine Syntheseroute zu Glutamyl-Queuosin entwickelt. Die Struktur des
Glutamyl-Derivates ist bislang noch nicht aufgeklart. Die Synthese wurde im Rahmen dieser

Arbeit bis zu dem in Abbildung 3 dargestellte Nukleosid durchgefiihrt.



Abstract

2 Abstract

Prebiotic chemistry addresses the question of chemical evolution. Although there have been
numerous discoveries on this subject, a lot of unresolved issues still remain. This thesis is
focused on the question of how the nucleoside building blocks of life could have evolved. A
central problem is the glycosylation of the purine bases with ribose, which was so far not
observed under aqueous conditions. In this thesis, an approach using the formation of a
Schiff base was chosen (Figure 1). The driving force is the intramolecular cyclization which
enables rearomatization. Hereby, adenosine (A), guanosine (G) and the purine derivatives
inosine, 2,6-diaminonebularin, 2-aminonebularine and nebularine were synthesized
prebiotically. For identification and assignment, a co-injection process via high performance
liqguid chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC-MS) was performed.
Therefore, furanosyl- and pyranosyl-nucleosides, which had to be synthesized, were
required as co-injection standards. Moreover, formamidopyrimidines (FaPys) as starting

materials for the prebiotic reactions were prepared.

A screening of several conditions led to the conclusion, that different FaPys require the
addition of different salts to the reaction for optimal conversion yields (see parenthesis
below left Figure 1). The glycosylation to adenosine needed no particular salt addition to
obtain conversion. In contrast, the reaction towards guanosine is only possible in the
presence of specific salts, such as Mgs(POs)2 or CaCOs. Furthermore, the formation of the
pyranosyl isomers was preferred over the formation of the furanosyl isomers, which is in

accordance with the thermodynamic situation.

Furthermore, the glycosylation was expanded and linked to the formose reaction. Here,
ribose is in situ constructed from simple Ci-, Co- and Cs-building blocks. Not only could the

desired nucleosides be detected but also tetrose nucleosides were formed.

Thus, for the first time the purine nucleosides adenosine, guanosine, inosine, 2,6-
diaminonebularine, nebularine and 2-aminonebularine were successfully synthesized

prebiotically under aqueous conditions.
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Figure 1: Approach of prebiotic nucleoside synthesis via formamidopyrimidines (FaPys). The imidazole ring opening of the
nucleobases to the FaPys is illustrated with a red arrow. The reaction of the ribose with the FaPy first leads to the imine
formation. After intramolecular cyclization and rearomatization, either the pyranosyl (n=2, violet) or the furanosyl (n=1,
green) is formed. In case of a prefixed formose like reaction, also the tetrose nucleosides (n=1, blue) are formed. A =
adenosine, G = guanosine, DN = 2,6-diaminonebularine.

Natural ribonucleic acid (RNA) is composed from the four canonical nucleosides adenosine
(A), guanosine (G), cytidine (C), uridine (U), and over 100 modified nucleosides. The transfer-
RNA (tRNA) is modified to about 20%. So far, approximately 90 modifications are known,
which can be found in the tRNA. One of the most interesting hypermodified nucleosides is
the 7-deazaguanosine queuosine (Q). Q is located at the wobble-position (position 34) and
therefore it is involved in codon degeneration. Thus, tRNA that contains Q at the wobble
position can recognize codons of the messenger-RNA (mRNA) featuring the sequences NAC
and NAU (N represents A, G, C, or U). In contrast, a tRNA containing G instead of Q can only
read codons ending with C. Eukaryotes cannot synthesize Q de novo and are consequently
dependent on the biosynthesis by prokaryotes. The direct biosynthetic precursor of Q is
epoxyqueuosine (0Q, Figure 2). So far, the postulated structure of oQ had never been

proven, nor is a synthesis of the compound published.

Vi
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The synthesis of 0Q was achieved based on the synthesis of Q developed in the Carell group.
Epoxyamine 43 was prepared in a 13 step synthesis in an overall yield of 25%. Due to the
bulky tert-butyldimethylsilyl-protecting groups (TBS) the epoxy moiety with the desired
configuration, was interceded with meta-chlorobenzoic acid (mCPBA). The Stille-like
CO-insertion was improved under pressure to a final yield of 91%. After reductive amination
the fully protected oQ was deprotected in a one-pot-reaction. Thus, 0Q was obtained in 22

steps with an overall yield of 0.9% (Figure 2).

OES 0
Y\EG 7 steps /
r e BzO )\ HO, Q)
j o NHF’IV N
2 steps HO -
0Bz OBz HN O
48 = Al
TBSO, .0 HO NP
13 steps D o 2
— 18807 . T/__TT
NH, OH OH
43 35

Figure 2: Total synthesis of the hypermodified nucleoside epoxyqueuosine oQ. Starting from bromoacetaldehyd diethyl
acetate aldehyde 48 was obtained in seven steps. The 13 steps synthesis to epoxyamine 43 was started with aldehyde 48
and epoxyamine 43 underwent a reductive amination and after deprotection gave epoxyqueuosine.

Besides NMR and mass spectrometry, the identification of the natural nucleoside was
performed using a co-injection experiment via HPLC-MS. To this end, tRNA from Escherichia
coli (E. coli) was isolated and digested enzymatically to give a nucleoside mixture. The
natural probes and the synthesized standard were co-injected. Only one peak was obtained,
which supported NMR evidence that the natural oQ was indeed synthesized, and that the
epoxy is in cis-position relative to the amino group. Thus, the postulated stereochemistry

could be confirmed.

Furthermore, an improved synthesis of the biosynthesis precursor preQ; was developed. For
this, aldehyde 48 was reacted with hydroxyl amine to the corresponding oxime 50.
Reduction and deprotection provided preQl in over 9 steps and with an overall yield of
2.1%.

Vii
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Figure 3: Synthesis towards the further queuosine-derivatives preQl, being a biosynthesis precursor of Q and the
synthetically available precursor of the natural hypermodification gluQ.

In addition, a synthesis route of glutamyl-queuosine was elaborated. The structure of the

glutamyl-derivative is not yet clarified. Within this thesis the synthesis was developed up to

the nucleoside depicted in Figure 3.

viii
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3 Prabiotik - Chemische Evolution

»Im Anfang schuf Gott Himmel und Erde; die Erde aber war wiist und wirr, Finsternis lag iber

der Urflut, und Gottes Geist schwebte liber dem Wasser.“! Oder doch nicht?

Schon lange beschaftigt sich die Menschheit mit den Fragen: Wie ist Leben entstanden?
Woher kommen die Molekiile, die Leben auf unserem Planeten ermoglichen? Was waren die
ersten wichtigen Molekile, aus denen die heute essentiellen Bausteine folgten? Wie
konnten sich hochkomplexe Biopolymere bilden? Warum ist Adenosin ein natirliches
Nukleosid und nicht 2-Aminonebularin? Warum gibt es vier Nukleosid-Grundbausteine und
nicht mehr oder nur zwei? Viele Philosophen machen sich bis heute ihre Gedanken zu diesen
Fragestellungen. In der Naturwissenschaft wird diese Fragestellung ,prabiotische Chemie”

genannt.

3.1 Die ersten prabiotischen Erkenntnisse

3.1.1 Formose-Reaktion

Der chemische Startschuss in der Prabiotik ging von Alexander Butlerov aus. Er entdeckte
1861, dass eine Mischung aus Formaldehyd unter alkalischen Bedingungen ,eine
unkrystallisirbare, zuckerartige und an Sufsholzsaft erinnernd schmeckende, schwach nach

“2 ergibt. Butlerov hatte auf diese Weise in der Tat

Caramel riechende Substanz
Zuckermolekiile hergestellt. Verschiedene Reaktionsmechanismen werden hierzu kontrovers
diskutiert.3® Das Kernproblem stellt der Mechanismus der Primarreaktion dar, die Reaktion
zweier Formaldehyde zum Glykolaldehyd. Eine Aldolkondensation ist sehr unwahrscheinlich,
da lediglich ein Kohlenstoffatom zur Verfiigung steht.” Unter basischen Bedingungen l3uft in
einer Formaldehydl6sung, wie in Abbildung 4a dargestellt, im Regelfall die Cannizzaro-
Reaktion ab, wobei Ameisensdure und Methanol entsteht.® Der groRe Nachteil der
Formose-Reaktion stellt, wie in Abbildung 4b gezeigt, die nicht vorhandene Selektivitdt dar.
Bei der Reaktion werden samtliche Zucker (C3-C6) als komplexes Isomeren-Gemisch
dargestellt. Voelter und Mitarbeiter erarbeiteten in einer kinetischen Studie
Optimalbedingungen fiir die Gewinnung von Ribose. Sie vermuteten, dass Glykolaldehyd,
welches zuvor in einer Primarreaktion aus Formaldehyd entstanden ist, liber einen
Aldolmechanismus mit sich selber oder noch vorhandenem Formaldehyd weiterreagiert. Sie
konzentrierten sich in dieser Studie deshalb auf diese Sekundarreaktionen, d.h. auf die

Bildung héherer Zucker nachdem Formaldehyd aufgebraucht ist.’

1
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Abbildung 4: Reaktionsmoglichkeiten von Formaldehyd in basischer Losung. a) Die Cannizzaro Reaktion fihrt zu
Ameisensdure und Methanol. b) Bei der Formose-Reaktion wird ein Formaldehyd umgepolt, um zum Glykolaldehyd zu
gelangen. Die Vielzahl der Folgereaktionen ist so grof, dass nicht nur die gewiinschte Ribose (Pyranose- und
Furanose-Form) entsteht, sondern auch samtliche Isomere und weitere komplexe Zuckermolekdle (hier nur ein paar wenige
Beispiele dargestellt).

Die scheinbare Einfachheit der Formose-Reaktion motivierte zahlreiche Forschergruppen,
sich mit dieser Thematik auseinander zu setzen. So stellte die Gruppe um Benner fest, dass
bei dem Zusatz von Boraten die Bildung der Ribose praferiert wird. Dies geschieht aufgrund
der Stabilisierung von cis-standigen Alkoholen.l® Lambert et al. stellten ebenfalls eine
Stabilisierung cis-standiger Alkohole bei dem Gebrauch von Silicaten fest. Das Hauptprodukt
hier sind jedoch Tetrosen.!' Auch wenn Silikate in der Erdkruste ausreichend vorhanden
sind, wurde diskutiert, dass Silikate in wassriger neutraler Loésung als SiO, ausfallen und der
Ribose-stabilisierende Effekt im Vergleich zu Boraten deshalb geringer ist. Andere Mineralien
wie Calcium- und Molybdankationen kénnten ebenfalls in Frage kommen, wobei vor allem
Molybdan auch bei neutralem pH und moderaten Temperaturen einen Pentose-
stabilisierenden Effekt auch ohne Zugabe von Boraten zeigte.'? In der Gruppe um Davis
wurden Untersuchungen der Formose-Reaktion in Micellen mit hoher lokaler
Formaldehydkonzentration durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Pentose-Ausbeute von 65%

abgeschatzt.!3

Die Kiliani-Fischer-Synthese verlangert Kohlenhydrate Uber Blausdure-Addition und
anschlieRender Reduktion des Nitrils mit Wasserstoff und Palladium auf Bariumsulfat.!4?>
Basierend auf dieser Namensreaktion entwickelte die Gruppe um Sutherland®® eine

prabiotische Synthesestrategie zu einfachen Zuckermolekiilen (iber Photoredox-Chemie.

Miiller et al.l’ publizierten 1990 eine modifizierte Formose-Reaktion. Hier stellt
Glykolaldehydphosphat das Edukt dar welches unter alkalischen Bedingungen mit
Formaldehyd zu rac-Ribose-2,4-diphosphat mit bis zu 16% Ausbeute reagiert. In
Abwesenheit von Formaldehyd (vergl. Abbildung 5) entsteht dagegen primar
rac-Allose-2,4,6-triphosphat.
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Abbildung 5: Modifizierte Formose-Reaktion ausgehend von Glykolaldehydphosphat. Mit Zugabe von Formaldehyd (0.5 Aq)
entsteht rac-Ribose-2,4-diphosphat. Ohne Formaldehyd bildet sich das C6-Allose-Isomer als Hauptprodukt. Die Darstellung
des p-Ribopyranose-2,4-diphosphats ist moglich. Ohne Phosphat-Umlagerung oder Abspaltung ist durch die 4'-Phosphat
geschitzten Hydroxygruppe eine Reaktion zu der Furanoseform nicht moglich. Die Struktur der p-Ribofuranose ist ohne
Phosphatschutzgruppen abgebildet.1?

Dieser Aldomerisierungsansatz setzt jedoch die Synthese von Glykolaldehydphosphat
voraus. Dieses wird unter anderem durch Ozonolyse, ausgehend von Allylalkohol,
dargestellt, was keine prabiotischen Bedingungen sind. Ferner entsteht nicht primar
D-Ribose sondern das entsprechende Racemat.!” Desweiteren wire die 4'-Hydroxygruppe
der Ribose Phosphat-geschiitzt und die Bildung der Furanoseform somit gehindert. Ohne

Phosphat-Umlagerung oder Abspaltung wiirde sich eine RNA in der Pyranoseform ausbilden.

3.1.2 Urey-Miller-Experiment

Lob veroffentlichte Anfang des 19ten Jahrhunderts die Bildung von Glycin bei stiller
Entladung in einer Atmosphare aus Ammoniak (NHs), Wasserdampf (H20) und Methan (CHa),
brachte dies jedoch nicht in Verbindung mit der prabiotischen Entstehung.'® Miller stellte
1953 gezielt eine hypothetische Friiherdatmosphdre dar. Diese simulierte er, wie in
Abbildung 6 dargestellte, indem er Methan, Ammoniak, Wasser und Wasserstoff (H)
elektrischer Ladung aussetzte. Dabei detektierte er die Entstehung von Alanin, Glycin,
Asparaginsiure, a-Amino-n-butylsdure und zwei nicht identifizierter Substanzen.’® Unter
verbesserten Bedingungen konnte Miller Glycin, p,L-Alanin, f8-Alanin, Sarkosin, D,L-a-Amino-
n-butylsdure und a-Aminoisobuttersdaure und weitere bis dato nicht weiter identifizierte
Substanzen prabiotisch erzeugen.?® Nach Millers Tod wurden seine Proben erneut von
Johnson et al. analysiert. Er konnte die Anwesenheit von weiteren 26 biologisch relevanten

Substanzen nachweisen.?!



PRABIOTIK — CHEMISCHE EVOLUTION

Elektrode
1+

Vakuum-
pumpe E‘:

—

Kuhlung
—

Proben-
Proben- entnahme

entnahme

Abbildung 6: Apparatur des Urey-Miller-Experimentes. Die Apparatur steht unter einer Atmosphare bestehend aus CHg,
NHs, H,0 und H,. Kohlenmonoxid (CO) und H; kann aus der Reaktion von NH; und H,0 entstehen. Der Wasserdampf steigt
in die Kugel mit der elektrischen Entladung. Diese Energie reicht aus, um essenzielle Molekiile zu synthetisieren, welche im
Kondensator in das symbolisierte Meer in Form von Regen fallen. Hier bleiben sie in Losung und reichern sich an. Visuell ist
dieser Vorgang in Form von Eintriibung der zuvor klaren Losung zu sehen.19.20

3.2 Nukleobasen

Eine alternative Uberlegung zu den Urey-Miller-Experimenten geht davon aus, dass
biologisch relevante Molekiile moglicherweise Gber Meteoriten auf die Erde kamen. So
wurden schon frith die p,.-Enantiomere der Aminosaduren Alanin, Valin und Prolin sowie
Purine auf den Murchison Meteoriten gefunden.?% Des weiteren wurden kiirzlich Purin,
Adenin, Guanin, Hypoxanthin, Xanthin, 2,6-Diaminopurin und 6,8-Diaminopurin auf
mehreren kohlenstoffhaltigen Meteoriten entdeckt.?® Wa&ren Meteoriten demnach ein
wichtiger Bestandteil der chemischen Evolution, so wiirden diese Entdeckungen einen
Hinweis darauf geben, dass die ersten Formen eines genetischen Kodes aus all diesen
Purinen bestanden haben konnten. Dennoch besteht die Frage, wie die Nukleobasen
entstanden sein kénnten weiter. Die Uberlegung, dass Nukleobasen {iber Meteoriden auf die

Erde gekommen sein konnten verschiebt nur die Frage der Entstehung in andere Spharen.
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3.2.1 Prabiotische Bildungswege von Pyrimidinen

Die prabiotische Bildung der Pyrimidine wurde erstmals von Fox et al. 1961 erforscht.?’
Ausgehend von Apfelsdure und Harnstoff konnte in Anwesenheit von Polyphosphorsiure
Uracil gewonnen werden. Bei der Verwendung von Oxalessigsaure und Ureidosuccinat statt
Apfelsdure konnte kein Uracil detektiert werden. Aufbauend auf Cyanoacetylen
veroffentlichten Ferris et al. 1968 eine prabiotische Synthese im Alkalischen, welche in einer
Ausbeute von 4.8% zu Cytosin fiihrt.?® Das bendtigte Cyanoacetylen kann Uber elektrische
Entladung in einer Stickstoff-Methan Atmosphéire prabiotisch erhalten werden.?® Unter
erhohter Harnstoffkonzentration (15 wm) konnten bei 100 °C sogar bis zu 53% Cytosin
erhalten werden, welches wiederum zu Uracil hydrolysieren kann.3® Werden lediglich 1 m
Harnstoff eingesetzt sinkt die Ausbeute auf 3%, welche wiederum mit der Ausbeute von

Sanchez et al. vergleichbar ist.3!

Zwei vorgeschlagene Mechanismen, wie die Bildung der Pyrimidine unter diesen
Bedingungen ablaufen kénnte, sind in Abbildung 7 dargestellt. Im ersten Mechanismus wird
zundchst Wasser an das Cyanoacetylen addiert (Abbildung 7, oben) wodurch
Cyanoacetaldehyd entsteht. Mit Harnstoff kann dieses dann liber das Ureid zum Cytosin
zyklisieren. Die Hydrolyse von Cytosin zu Uracil erfolgt in gepuffertem Wasser bei pH-Werten
zwischen 7 und 9. Der zweite Mechanismus (Abbildung 7, unten) geht ebenfalls vom
Cyanoacetylen aus, welches in einer wassrigen Cyanid-Lésung auf 100 °C gebracht wird. Hier
wird von einem zweimaligen Angriff eines Cyanats ausgegangen, um zum Ureid zu gelangen.

Auf diese Weise kann Cytosin mit einer Ausbeute von bis zu 19% prabiotisch dargestellt

werden.?®
O
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Abbildung 7: Vorgeschlagene Mechanismen zu den Pyrimidin-Nukleobasen Cytosin und Uracil .28

Cleaves et al. untersuchten die Bildung der Pyrimidine bei niedrigen Temperaturen.3? Bei
0 °C ergab ein Gemisch aus Cyanoacetaldehyd und Guanidin im Uberschuss nach einer
Reaktionsdauer von zwei Monaten knapp 11% Uracil und in geringen Mengen ebenfalls

Cytosin.
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3.2.2 Prabiotische Bildungswege von Purinen

Oré zeigte 1960 erstmals, dass auch Purin-Nukleobasen prabiotisch dargestellt werden
konnen. Eine wassrige Ammoniumcyanid-Losung wurde bei 90 °C fiir 24 h zur Reaktion
gebracht, worauf die Bildung von Adenin nachgewiesen werden konnte.3® Ein méglicher
Mechanismus wurde in einer spateren Arbeit 1961 vertieft in der ein potentieller
Bildungsweg vorgestellt wurde.3* Zunichst kénnte in der alkalischen Losung aus zwei
Hydrogencyaniden das Iminoacetonitril entstehen (Abbildung 8-a). Ein Cyanidion reagiert
mit dem Iminoacetonitril was das Trimer Aminomalonodinitril (Abbildung 8—b) ergibt. In dem
Ammoniakiiberschuss reagiert ein weiteres Hydrogencyanid zu Formamidin (Abbildung 8—c)
und das Trimer aus Reaktion 2 zu Aminomalonodiamidin (Abbildung 8—d). Formamidin und
Aminomalonodiamidin  kénnten nun zu 4-Aminoimidazol-5-carboxamidin  (AICAl)
kondensieren (Abbildung 8—e). Dieses kann final mit Formamidin zu Adenin kondensieren

(Abbildung 8—f). Zusammenfassen entsteht somit aus fiinf Hydrogencyaniden ein Adenin.3°
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Abbildung 8: Prabiotische Darstellung von Adenin nach Ord.3* Funf HCN ergeben ein Adenin.

Eine prabiotische Synthese von Purinen ausgehend von Formamid wurde von Bredereck et
al.?® realisiert und wird bis heute stetig erweitert. So hat die Gruppe um Orlando®” Adenin
und Guanin ausgehend von Formamid dargestellt. In Kombination mit UV-Einstrahlung
wurde ebenfalls die Bildung von Guanin detektiert. Auf diesem Weg wurde die Entstehung
von dem Dimer Diaminomaleonitril (DAMN) postuliert. Das Hauptprodukt war meistens
Purin, welches auch ohne Zusatz von Salzen wie CaCOs und NasP,07 entstand. Hudson et

al.3® untersuchten den Mechanismus im Detail und kamen zu dem Ergebnis, dass der
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Mechanismus nahe an dem der Purinbiosynthese liegt und dabei ein Glycinderivat ein

wichtiges Intermediat darstellt.

3.2.3 Prabiotische Bildungswege von Purinen und Pyrimidinen

Nach weiteren Untersuchungen der Formamid-basierten Bildung von Purinen konnte
festgestellt werden, dass unter Zusatz verschiedener Mineralien nicht nur Purine sondern
auch die Pyrimidine Cytosin und Uracil entstanden.3® Bei Zugabe von Boraten kénnen neben
den Nukleobasen auch Aminosauren und biogene Carbonsduren detektiert werden. Hier ist

Purin allerding das Hauptprodukt und ohne Borat-Zugabe das einzige Produkt.*®

Basierend auf der Annahme, dass der prabiotische Ursprung der Molekile des Lebens
moglicherweise in einer ,Eiswelt” lag, in der Zersetzungsreaktionen verlangsamt waren,
wurde von Menor-Salvan et al. ein Weg vorgestellt, auf dem ebenfalls Purine und Pyrimidine
prabiotisch gebildet werden konnten.*¥#? Unter UV-Einstrahlung und Temperaturen
zwischen -21°C und 5 °C konnten Guanin, Adenin, Cytosin sowie Uracil aus Acetylen,
Harnstoff und Wasser gewonnen werden.*® Neben den natirlichen Nukleobasen werden

besonders Hydantoin und daneben Harnsdure und Xanthin detektiert.

3.3 Nukleoside

3.3.1 Prabiotische Bildungswege von Pyrimidin-Nukleosiden

Wahrend die prabiotische Bildung von Nukleobasen auf verschiedenen Wegen gut
nachvollziehbar ist, erweisen sich wissenschaftliche Bestrebungen zur Aufklarung der
prabiotischen Nukleosid-Bildung als problematischer. Insbesondere steht die Bildung der
glykosidischen Bindung zwischen Nukleobasen und Zuckermolekiilen unter wassrigen
Bedingungen stets mit nukleophilerem Wasser in Konkurrenz. Unter Gleichgewichtsaspekten
ist ferner die Spaltung der glykosidischen Bindung im wassrigen Milieu beglinstigt. Sanchez
et al. publizierten die erste Synthese von Pyrimidin-Nukleosiden. Sie setzten
D-Ribose-5-phosphat mit Cyanamid um und erhielten eine Addition an die 1'OH- und 2 'OH-
Gruppen. Das entstandene Aminooxazolin-Derivat reagierte in einer Folgereaktion mit
Cyanoacetylen und nach anschliefender Hydrolyse zum a-Cytidin. Bei der Behandlung der
wassrigen Losung mit einer ungefilterten Lichtquelle (253 nm) konnte eine
Photoanomerisierung zum natirlichen f-Cytidin beobachtet werden. Erwartungsgemal
ergab unter diesen Reaktionsbedingungen die Umsetzung mit D-Arabinose das

fS-konfigurierte Arabinosylpyrimidin.*
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Die Gruppe um Sutherland® erdffnete einen weiteren Weg zu Pyrimidin-Nukleosiden.
Ausgehend von Cyanamid, Glykolaldehyd, Glycerinaldehyd, Cyanoacetylen und
Ammoniumdihydrogenphosphat wurde tber drei Stufen das
S-Ribocytidin-2",3"-cyclophosphat i mit ca. 5% Ausbeute gewonnen (Abbildung 9). Zunéachst
wird in einem gepufferten System Glykolaldehyd mit Cyanamid kondensiert, um schlieflich
nach Zugabe von Glycerinaldehyd 15% Aminooxazolii zu erhalten. Dieses kann mit
Cyanoacetylen zum Anhydroarabinonucleosid iii reagieren. Die darauf folgende
Phosphorylierung fiihrt zum Pyrimidin-Ribonukleotid i. Die Bestrahlung von Pyrimidin-
Ribonukleotid i mit 254 nm fuhrt mit bis zu 42% zur Hydrolyse zum Uridin-Ribonukleotid iv.
Neben der Depyrimidierung zu Cytosin (5%) und Uracil (4%) wird ebenfalls Edukti (43%)
reisoliert. Auf diese Weise kann eine direkte Glykosylierung umgangen werden. Jedoch steht
auch hier die Frage der Plausibilitdt im Raum, da die Reaktionslosungen stets gepuffert
werden miussen und die Verbindungen gereinigt in die einzelnen Reaktionen eingehen

mussen.

OH =0 HO'

0
¢ | - [,
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OH
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Abbildung 9: Prabiotische Synthese der Pyrimidin-Ribonukleotide i und iv. Hier wird die bis jetzt noch nicht im wassrigen
mogliche direkte Glykosylierung umgangen, indem das Ribonukleotid vom Zucker her aufgebaut wird. Blau — schon
bekannter Weg, der an der Glykosylierung scheitert. Orange — neuer Weg, welcher das Ribonukleotid liefert.*
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3.3.2 Prabiotische Bildungswege von Purin-Nukleosiden

Die direkte Kondensierung von Purin-Nukleobasen und Ribose konnte von Fuller et al.
gezeigt werden, allerdings unter wasserfreien Bedingungen.*® Im Fall von Adenin entstand
bei einem pH-Wert von 4.5 hierbei primar das N6-verknipfte Produkt (Abbildung 10) mit bis
zu 74% Ausbeute. Die Ausbeute von Adenosin wurde auf 0.03% geschatzt. Das ebenfalls
entstehende, an N6 und N9 zweifach glykosylierte Derivat konnte in einer weiteren Reaktion
zu Adenosin umgewandelt werden, was die Ausbeute des a/f-Gemisches auf geschatzte
0.21% verbesserte. In Anwesenheit von Natriumtrimetaphosphat, inklusive Hydrolyse,
konnte die Ausbeute auf ungefahr 4% Adenosin gesteigert werden. Weitere Experimente mit
Zusatzen von Meerwassermineralien konnten die Ausbeute bezliglich Adenosin nicht weiter
erhohen.*” Auffillig war jedoch, dass die Synthesen von Inosin und Guanosin mit Ausbeuten
von bis zu 20% (bezogen auf zuriickgewonnenes Startmaterial) effizienter abliefen. Ein

Umsatz unter wassrigen Bedingungen konnte nicht detektiert werden.

NH- /7~NH
N
e e ST 3
PR——— O
N N/) OH 0
H
OH OH OH OH
NG-verkniipftes
Adenin D-Ribose Adenosin Adenosin

Abbildung 10: Prabiotische Glykosylierung nach Orgel.*® Hier werden Adenin und Ribose mit verschiedenen Salzen unter
Festphasenbedingung zur Reaktion gebracht. Das Hauptprodukt bildet hierbei das N6-verkniipfte Adenosin.

Versuche den prabiotischen Syntheseweg zu den Pyrimidin-Nukleosiden* von Powner et al.

auf die Purin-Nukleoside zu ibertragen konnte bislang noch nicht bewerkstelligt werden.*®

3.4 RNA Assemblierung

3.4.1 RNA-Welt-Hypothese

Durch die Entdeckung der selbst-spleiRenden RNA**°9 und der katalytischen Wirkung von
RNA>! im Allgemeinen entstand eine neue Theorie im Zusammenhang mit der Prabiotik. Es
entwickelte sich die RNA-Welt-Theorie.>> Gilbert postuliert, dass Ribonukleinsiure
(ribonucleic acid — RNA) nicht nur als Templat fir die Evolution wichtig war, sondern, dass
auch die katalytischen Aktivitdten von Bedeutung sind. Die RNA-Welt-Hypothese geht davon
aus, dass RNA vor der DNA anwesend war und rudimentar die Aufgaben von DNA und

Enzymen lbernehmen konnte. Spater kdnnte sie dann z.B. durch reverse Transkription

9
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durch die stabilere doppelstrangige DNA als Informationsspeicher und durch die

effizienteren Enzyme fiir die katalytischen Reaktionen ersetzt worden sein.>?

3.4.2 Alternativen zur Furanose-RNA

Die uns bekannte RNA in der Furanoseform kann synthetisch gedandert werden. Durch
RNA-Festphasensynthese mit den Pyranosederivaten kann die lineare einzelstrangige
Pyranosyl-RNA (p-RNA) synthetisiert werden. Diese kann ebenfalls als Duplex vorliegen und
geht eine stirkere Adenin-Uracil Paarung als in der RNA ein.>3 Die p-RNA ist ebenfalls in der
Lage Replikationen durchzufiihren, was darauf hindeuten kdnnte, dass die RNA-Welt
ebenfalls aus p-RNA bestehen kdnnte.>* Die Gruppe um Eschenmoser untersuchte intensiv
die Eigenschaften verschiedener p-RNAs und kam zu dem Schluss, dass die Natur wohl mehr
Flexibilitat benotigt, als es die p-RNA geben kann. So ware fir die Selbstassemblierung eine
starke Basenpaarung zwar von Vorteil, die Autokatalyse der Selbstreplikation wiirde jedoch
dadurch erschwert. Anscheinend benétigt die Natur ein System, welches weniger stark
bindet. Eine weitere ungeklarte Frage ware die Umwandlung der p-RNA in die RNA. Da hier
noch kein realistischer Mechanismus entdeckt wurde, geht man bislang noch davon aus,

dass sich die Natur tber einen direkten Weg fiir die Furanoseform entschieden hat.>>

RNA p-RNA TNA PNA
T - o "
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1 @7 7P P O
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: OI,A @ O B
e . 0 & N
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o OH 0 0 Lo NH
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0=P~ o“p Y B 0
o} o o 0 0 B
® B : O O’P\ O N‘(
HO™ B e © B 0
0 OH : : NH
a ') i,
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™. OH HO" >~ B %

Abbildung 11: RNA und seine Analoga. RNA — Nukleinsdure der Ribofuranose, p-RNA — Nukleinsdure-Analoga der
Ribopyranose, TNA — Nukleinsdure-Analoga der Threose, PNA — Nukleinsdure-Analoga mit Aminosaure-Riickgrat, B —
Nukleobasen.

Weitere Alternativen stellen die in Abbildung 11 dargestellten Threose-Nukleinsduren (engl.
threose nucleic acid — TNA) und die Peptid-Nukleinsdure (engl. peptide nucleic acid — PNA)
dar. TNA kann nicht nur mit sich selbst eigenstandig Watson-Crick Basenpaarung eingehen,

sondern auch mit den natlrlichen Nukleinsdauren und ist wie DNA relativ resistent gegenuber

10
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der Hydrolyse des Stranges.>®>® Kirzlich wurde herausgefunden, dass TNA die Fahigkeit
besitzt sich in eine Tertidrstruktur zu falten, um eine komplexe Funktion erfiillen zu kénnen,
was darauf hindeuten konnte, dass sie als Vorstufe fiir die RNA gedient haben kénnte.>® Der
Austausch des DNA-Riickgrats durch Polyamide wurde erstmals von Nielsen vorgestellt.®° Es
wurde festgestellt, dass PNA extrem stabile DNA-PNA Hybride bilden kann, was auf die
fehlende elektrostatische AbstoRung der beiden Strange sowie die eingeschrankte
Flexibilitat des Polyamid-Rickgrates zuriickgefiihrt wurde. Nelson et al. zeigten im Jahr 2000
einen prabiotischen Weg zu den Komponenten, welche fiir den Bau einer PNA nétig waren.

Doch steht noch die essenzielle Verknipfung der Monomere auf prabiotischem Weg aus.%*

3.4.3 Oligomerisierung

Die Selbstassemblierung der RNA-Bausteine stellt die Wissenschaft noch immer vor ein
Ratsel. Flr die Bildung von Peptiden konnte hingegen von Leman et al. unter prabiotischen

Bedingungen eine Synthese von Tetrameren realisiert werden.®?

Klrzlich wurde eine katalysierende Wirkung des Schichtsilikats Montmorillonit in
Anwesenheit von Natriumsalzen (z.B. NaCl) bei der prabiotischen Synthese von
RNA-Oligomeren aus aktiviertem Adenosinmonophosphat diskutiert. In Abwesenheit von
Natriumsalze konnte Montmorillonit lediglich die Synthese von Dimeren und Spuren von
Trimeren bewirken. Unter Zugabe von Natriumsalzen konnte Oligomere mit bis zu zwolf

Repetiereinheiten detektiert werden.®3

Ein zusatzliches Problem der RNA-Oligomerisierung unter prabiotischen Bedingungen stellt
die Selektivitat dar. So werden nicht nur die 3',5'- sondern auch die 2',5'-Verkniipfungen
(Abbildung 12a) aufgefunden 546>

Engelhart et al.%® untersuchten das Verhalten der gut untersuchten Flavinmononukleotid
Aptamere und der Hammerhead-Ribozyme unter zufdlligem 10-50%igen Einbau von
2',5'-Verkniipfungen. Der 50%ige Einbau ergab eine 200fach niedrigere Aktivitat,
wohingegen sich die Aptamerbindung bei 10%igem Einbau lediglich 10fach reduzierte und
die Aktivitat des Hammerhead-Ribozymes um 20% reduziert wurde. Somit wére eine gewisse
Toleranz der 2',5'- gegenliber der 3',5'-Verknlipfung gegeben. Davon abgesehen senken
2',5'-Verunreinigungen in der RNA den Schmelzpunkt. Somit konnte ein RNA Duplex bei
moderateren Temperaturen zum Einzelstrang ge6ffnet und folglich die Replikation

vereinfacht werden.

11
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Abbildung 12: a) Die méglichen Verkniipfungen der RNA. Dargestellt sind die korrekte 3',5'- und die fehlerhafte
2',5'-Verknlpfung. b) 2-fache Acetylschiitzung, Aktivierung und Ligation unter prabiotischen Bedingungen. AG —
Abgangsgruppe. B — Nukleobase.®

Bowler et al.®’ entschieden sich fir eine Herangehensweise, in der sie versuchten, ein
aktiviertes Monomer zu finden, welches primar zu 3',5'-Verknipfungen fuhrt. Sie
untersuchten das Verhalten von Adenosin-3'-phosphat und Adenosin-2'-phosphat in
Gegenwart der Aktivatoren Cyanoacetylen und Thioacetat. Die 2'- bzw. 3 -Acetylschitzung
der Alkohole®® erfolgte, vor allem im Gemisch, primar bei der Reaktion mit
Adenosin-3'-phosphat. Die anschlieBende Deacetylierung filihrte zu einer weiteren
Anreicherung der korrekten 3',5-Verknipfungen, da die 2,5 -Verkntipfungen zur Hydrolyse

neigen.

Kirzlich wurde von Chen et al® Uber eine spontane prébiotische Bildung von
B-Ribofuranosid-Derivaten berichtet, welche mit einem komplementdren Heterozyklus
assemblieren. Ausgehend von Ribose und 2,4,6-Triaminopyrimidin konnte im wassrigen
Milieu eine C-C-Verknipfung zwischen dem Pyrimidin und der Ribose beobachtet werden.
Wenn der Mischung Cyanursaure zugesetzt wird bilden sich nicht kovalent gebundene

Supramolekiile im Mikrometer-MafRstab.
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Abbildung 13: Mdogliche Wege um prabiotisch RNA zu synthetisieren. Der Weg zu den Nukleobasen wurde aus
verschiedensten Perspektiven untersucht. Um zu einer Ligation der Nukleobasen zu kommen bedarf es noch weitere
Untersuchungen beziglich der prabiotischen Synthese von Purin-Nukleosiden.

Wie in Abbildung 13 dargestellt, wurden prabiotische Wege zu den Nukleobasen bereits gut
erforscht. Darliber hinaus wurde ein plausibler Weg zu den Pyrimidin-Nukleosiden gefunden.

Im Hinblick auf moégliche RNA-Bildungen fehlen noch immer prabiotisch plausible Reaktionen
zu den Purin-Nukleosiden.
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4 Prabiotische Synthese von Purin-Nukleosiden

4.1 Aufgabenstellung

Die Frage, wie die Molekiile des Lebens entstanden sein kdnnten und wie sie sich zu den
essentiellen Makromolekiilen assembliert haben kénnten, kann vielleicht nie vollstindig
beantwortet werden. Doch mit Hilfe neuer Techniken und alternativen Herangehensweisen
werden stetig neue ldeen geboren, welche dazu beitragen kénnen, zusatzliche plausible

Puzzleteile zu liefern.

Zahlreiche Studien zu dem Thema prabiotischer Chemie fiihrten schon zu interessanten
Einblicken in die potentielle ,,Ursuppe”. Besonders die prabiotische Chemie zur Entstehung
der Purinbasen konnte bereits mit plausibel einfacher Chemie nachgestellt werden. Unter
dem Gesichtspunkt, dass die Urwelt wasserhaltig war, wird nun nach den
Entstehungsmoglichkeiten geforscht, wie die urzeitliche Glykosylierung zu den jeweiligen

Nukleosiden im wassrigen Milieu abgelaufen sein konnte.

Ziel dieser Arbeit war es unter wassrigen Bedingungen einen prabiotischen Zugang zu den
Purin-Nukleosiden zu eréffnen, sowie die Bereitstellung einer analytischen Methode, um die

prabiotischen Versuche untersuchen zu kénnen.
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4.2 Methodik der prabiotischen Messungen

Purinbasen besitzen mindestens vier Stickstoffatome, die eine Reaktion eingehen kdnnen.
Im Fall von Adenin 1 gibt es sogar funf Stickstoffatome, welche potentiell mit dem Aldehyd
der Ribose reagieren konnen. So wurde bei der Festphasenreaktion von Adenin 1 und Ribose
in der Orgel-Gruppe 6-N-Adenosin als Hauptprodukt erhalten.?® Ferner kdnnen sich das a-
und das f8-Anomer bilden. Bei der Reaktion von Adenin 1 mit Ribose kdnnen sich folglich
zehn mogliche Produkte in der Furanoseform ergeben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
prabiotischer Ansatz ausgearbeitet, welcher auf der intermedidaren Entstehung von
Formamidopyrimidinen beruht. Ausgehend von den bereits gut untersuchten Wegen zu den
Nukleobasen (siehe Kapitel 3.2) wurde die bereits bekannte Imidazolringdéffnung
angenommen.”° Formamidopyrimidine wie beispielsweise 4,6-Diamino-5-
formamidopyrimidin  (FaPyA 2, Abbildung 16) besitzen im Vergleich zu den
Purin-Nukleobasen eine hohere Loslichkeit in Wasser und so kann das exozyklische Amin mit
der Ribose zur Schiff 'schen Base kondensieren (vgl. Abbildung 14). Als Triebkraft wird der
darauf folgende intramolekulare Ringschluss vermutet, welcher unter Wasserabspaltung
eine Rearomatisierung mit sich fithrt und zum gewiinschten Nukleosid reagieren kann. Um
die entstandene Suspension zu analysieren wurden Koinjektions-Experimente mit Hilfe von
Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit hochauflésender Massenspektrometrie-
Kopplung (HPLC-MS) durchgefiihrt. Hierfir wurden Referenzmolekiile bendtigt, welche
ebenso wie die Formamidopyrimidine fir die prabiotische Reaktion synthetisch hergestellt

wurden.

Die Messungen der prabiotischen Glykosylierungprofile wurden an einer hochauflésenden
Orbitrap durchgefiihrt. Aus dem aufgenommenen Spektrum wurde der jeweils gesuchte
Massenbereich um die theoretische Masse in Abhdngigkeit der gewahlten Auflésung (R =
30000) extrahiert. Die Messungen wurden im positiven Modus durchgefiihrt, weshalb die
Molekiile in der ionisierten Form [M+H]* zu beobachten waren, wobei M fir das jeweilige

monoisotopische Molekiil steht.
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Abbildung 14: Der prabiotische Weg zu den Purin-Nukleosiden fiihrt Gber die bereits bekannten Synthesen zu den Purinen
ausgehend von Formamid oder HCN. Die gepunkteten Linien symbolisieren den Weg zu den Purin-Nukleosiden per
Festphasensynthese. Die rote Linie steht fir den Weg in wassriger Losung Uber die Formamidopyrimidine. In griin wird die
Reaktion zu den Furanosyl-Derivaten und in lila die Reaktion zu den Pyranosyl-Derivaten.

Um Optimalbedingungen zu finden, wurden verschiedene Reaktionsbedingungen
untersucht. Neben Zeitintervallen zwischen 46 und 336 h, Reaktionstemperaturen von 25 bis
120°C und der Auswirkung der Zugabe verschiedener Salze wurde die Art der
Komponentenzugabe getestet. Wie in Abbildung 15 dargestellt, wurde die prabiotische
Reaktion nach entsprechender Reaktionszeit abgebrochen, indem sie auf Raumtemperatur
abgekihlt und etwa 1:1000 verdiinnt wurde. Nach Filtration konnte die Lésung direkt per

HPLC-MS analysiert werden.
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Abbildung 15: Schematischer Arbeitsablauf. Ribose, FaPyA 2 (und Salze) wurden in Wasser suspendiert und 2-14 Tage bei
85 °C zur Reaktion gebracht. Eine 1:1000 Verdiinnung wurde via hochauflésender HPLC-MS (LTQ-Orbitrap) analysiert und
die Signale wurden mittels Koinjektion von synthetischen Standards zugeordnet. Lila — Bildung der Pyranoseform; Griin —
Bildung der Furanoseform. Dargestellt ist das MS-Chromatogramm des extrahierten Massenbereiches von Adenosin 3 in
der protonierten Form von [M+H]* mit m/z=268.1040 + 0.004.

Die Referenznukleoside wurden separat analysiert und spater mit dem prabiotischen Ansatz
koinjiziert, um die Entstehung der jeweiligen Nukleoside zu bestdtigen. Bei Erhdéhung der
entsprechenden MS-Signale und Ubereinstimmung der Retentionszeiten kann davon

ausgegangen werden, dass die entsprechenden Nukleoside entstanden sind.

4.3 Prabiotische Ansitze mit FaPyA (2)

4.3.1 Darstellung von Adenosin

Zunachst wurde die prabiotische Nukleosidbildung an dem C2-symmetrischen FaPyA 2
durchgefiihrt. Durch die Symmetrie ist es egal ob Ribose mit der Aminogruppe von C4 oder
C6 die Schiff'sche Base eingeht. Somit sollten lediglich die a- und 8-Anomere der Pyranose-

und der Furanoseform entstehen.

0
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Abbildung 16: Strukturformel des C2-symmetrischen 4,6-Diamino-5-formamidopyrimidins FaPyA 2.

FaPyA 2 (0.13 m) wurde mit Ribose (0.13 M) in Ab- und Anwesenheit verschiedener Salze
(NaH2PO4, NaH,P04/MgCly, NazHPO4, Mg3(POs)2, NasP30g, Caio(OH)2(PO4)s, CaCOs, Na2CO3
und (NH4)HCOs3) in Wasser bei verschiedenen Temperaturen versetzt. In initialen
Experimenten konnte eine Produktbildung erst ab einer Temperatur von 85 °C detektiert
werden. Im Folgenden wird davon ausgegangen, dass die Reaktionen bei 85 °C stattfinden.

Die ersten HPLC-MS Untersuchungen ergaben in der Tat die Bildung von primar vier
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Produkten. Mittels Koinjektion konnte die Bildung des natirlichen RNA-Nukleosids
Adenosin 3 festgestellt werden. Ebenso wurde die Bildung von a-Adenosin4 und
S-Ribopyranosyladenosin 5 nachgewiesen. Die Variation der Salze ergab eine deutliche
Auswirkung auf die Produktbildung. Der Gebrauch verschiedener Salze hat eindeutige
Effekte auf die Reinheit der Reaktion. In Abbildung 17 ist zu sehen, dass eine Reaktion von
FaPyA 2 mit Ribose ohne Salzzugabe mit erstaunlicher Reinheit verlduft. Der Zusatz von
Cai10(OH)2(P0Oa4)s fuhrt hingegen zu einer dramatischen Zunahme an Nebenprodukten. Der
Versuch, Uber eine verdiinntere Losung eine geringere Anzahl an Nebenprodukten zu
erhalten fuhrte zu keiner Produktbildung. Somit spielt auch die hohe Konzentration der

Losung eine entscheidende Rolle.
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Abbildung 17: 1) Relevante Molekile der Koinjektionsexperimente: Adenin 1, FaPyA 2, a-fA 4 [a-Furanosyladenosin (f:
furanosyl)], 8-pA 5 [8-Pyranoslyadenosin (p: pyranosyl)] und 8-fA 3 [Adenosin]; Il) Beispiele der LC-MS-Chromatogramme. a)
MS-Chromatogramm des extrahierten Massenbereichs von Adenosin in der protonierten Form (m/z=268.1040
0.004 [M+H]*) nach der Reaktion von FaPyA2 mit Ribose ohne Salz; b) MS-Chromatogramm des extrahierten
Massenbereichs von Adenosin in der protonierten Form (m/z=268.1040 +0.004 [M+H]*) nach der Reaktion mit
Caio(OH)2(PO4)s; €) MS-Chromatogramm des extrahierten Massenbereichs von Adenosin in der protonierten Form
(m/z=268.1040 + 0.004 [M+H]*) nach den synthetisch dargestellten Nukleosiden a-fA4, 8-pAS5 und f-fA3; d) UV-
Chromatogramm nach der Reaktion mit NaH,PO4 (A=260 nm).
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Die Ausbeute wurde anhand des UV-Spektrums ermittelt. Mit Hilfe der in Abbildung 18
dargestellten Eichgeraden von Adenosin 3, f8-pA5, Adeninl und FaPyA 2 konnte das
aufgenommene UV-Chromatogramm integriert werden und eine Ausbeute von 0.3% fir
S-fA 3 sowie 1.8% f3-pA 5 bei der Zugabe von NaH,PO4 ermittelt werden. Mit den restlichen,
nicht identifizierten Derivaten, wirde sich eine Adenosinanalogabildung von ungefahr 4%
ergeben. Ebenso waren noch 45.5% FaPyA 2 und 4.5% Adenin 1 vorhanden. Um die Reaktion
von Adenin mit Ribose unter wassrigen Bedingungen auszuschlieBen wurde eine
Kontrollreaktion mit Adenin 1 durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Festphasenreaktion der Orgel-
Gruppe konnte unter wassrigen Bedingungen auch nach 5 Monaten keine Bildung eines
Adenosinderivates festgestellt werden. Die Glykosylierung kann nach dem Ringschluss von
FaPyA 2 zu Adenin 1 nicht mehr ablaufen. Adenin misste lber eine Ringoéffnungsreaktion
mit TiO, oder Riboflavin wieder zuriickreagieren.’”®’? Folglich entstanden Adenosinanaloga
bei der NaH,POs-katalysierten Reaktion von FaPyA 2 mit Ribose mit eine Gesamtausbeute

von 8% bezogen auf zurlickgewonnenes Startmaterial.
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Abbildung 18: Eichgeraden von a) Adenosin 3, b) 8-pA 5, c¢) Adenin 1 und d) FaPyA 2.

Bei stetiger Zugabe von Ribose Uber drei Tage konnte die Ausbeute auf 0.6% f8-fA 3, 2.8%
S3-pA5, 23% FaPyA 2 und 0.9% Adenin 1 gesteigert werden, was jedoch zu keiner deutlichen
Verbesserung der Gesamtausbeute flihrte. Wurde dagegen (NH4)HCOs statt Phosphat als
Salz verwendet, wurden 1.0% f-fA 3, 3.1% f[-pA5, 77.7% FaPyA 2 und 3.6% Adenin1
erhalten. Der FaPyA-Zerfall ist unter diesen Bedingungen geringer und so konnte Uber
kontinuierliche Zugabe von Ribose die Ausbeute gesteigert werden, wie in Tabelle 1
dargestellt ist.
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Tabelle 1: Ausbeutenbestimmung. 1) Je 1 Aq Ribose und NaH,PO4 bei 85 °C, 2) 9 x 1 Aq Ribose und ohne Salz bei 85 °C, 3) Je
9 x 1 Aq Ribose und NaH,P0O, bei 85 °C, 4) Je 9 x 1 Aq Ribose und (NH4)HCO3 bei 85 °C, 5) Je 9 x 1 Aq Ribose und CaCOs bei
85 °C, 6) Je 22 x 1 Aq Ribose und (NH4)HCOs bei 85 °C, 7) Je 22 x 1 Aq Ribose und (NH4)HCO3 bei 120 °C, 8) Je 16 x 1 Aq
Ribose und (NH4)HCOs/Borax bei 85 °C. brsm — Ausbeute basierend auf zurlickgewonnenes Startmarerial (engl. based on
recovered starting materials).

Nr. 3in % [brsm] 5in % [brsm] Adenin 1in % FaPyA, 2 in %
1 0.3 [0.7] 1.8 [3.5] 4.5 45.5

2 0.6 [1.7] 2.9 [7.5] 1.8 60.0

3 0.6 [0.8] 2.8 [3.7] 0.9 22.7

4 1.0 [5.6] 3.1[16.3] 3.6 77.7

5 0.8 [1.8] 3.3[7.3] 2.1 53.3

6 0.7 [0.7] 3.4 [3.6] 1.9 -

7 0.4 [1.7] 2.6 [11.3] 10.2 66.5

8 2.4[2.5] 2.4 [2.5] 5.2 -

Da nach einer Reaktionszeit von drei Tagen und einer kontinuierlichen Zugabe von Ribose
noch immer FaPyA mit 77.7% detektiert werden konnte, wurde die Reaktion auf sieben Tage
verlangert. Hier konnte jedoch keine weitere Ausbeutenverbesserung festgestellt werden.
Vielmehr scheint sich ein Gleichgewicht zwischen den Adenosinderivaten und
Formamidopyrimidin einzustellen. Im Fall einer Temperaturerhéhung auf 120 °C ist eine
deutliche Zunahme der Adeninbildung zu erkennen. Um ein vermeintliches Gleichgewicht
auszunutzen, kénnten Fallungsexperimente durchgefiihrt werden. Somit kénnte das bereits

entstandene Adenosin aus der Lésung gebracht werden, um Neues zu bilden.

Die Ribopyranoseform ist im Vergleich zu der Furanoseform die thermodynamisch
bevorzugte Konstitution, was sich in den bisherigen prabiotischen Experimenten
wiederspiegelte (siehe Tabelle 1). Um die Bildung der Furanosederivate zu beglinstigen,
wurde dem Reaktionsgemisch Borax zugesetzt. Da Borax cis-stdndige Alkohole stabilisiert,°
sollte die Geometrie der Ribose derart verandert werden, dass der Ringschluss zur
Pyranoseform weniger glinstig ist. Die Zugabe von Borax steigerte die Ausbeute von
Adenosin auf 2.4% und Adenosin:f3-pA wurden in einem Verhaltnis von 1:1 erhalten (Tabelle
1, Eintrag 8). Jedoch fiihrte die Verwendung von Borax zur Zersetzung von FaPyA. Neben

FaPyA wurden auch andere Produkte mit der gleichen Retentionszeit detektiert.

Neben den gewlinschten Nukleosiden wurden zu unterschiedlichen Retentionszeiten andere
Molekiile mit der gleichen monoisotopischen Masse gefunden. Mégliche Nebenprodukte mit
der gleichen Masse kdnnten das a-pA 6 oder 6-N-Adenosinderivate sein. Diesen Produkten

wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter nachgegangen.

Um eine hoéhere Regioselektivitat zu erhalten, wurde die prabiotische Reaktion ausgehend

mit Ribose-5-phosphat durchgefiihrt. Die Schiitzung der 5'OH-Gruppe sollte die Reaktion zur
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Furanose einschrdanken. Die ersten Experimente ergaben jedoch, dass unter den gewahlten
Bedingungen (85 °C) die Phosphat-Gruppe hydrolysierte und folglich neben den zwei
moglichen Phosphat-Adenosinanomeren ebenfalls Adenosin3 und f-pA5 entstanden.

Davon abgesehen ist ein prabiotisch plausibler Weg zu Ribose-5-phosphat nicht bekannt.”?

4.3.2 Darstellung von Adenosin unter Formose-ihnlichen Bedingungen

Motiviert durch diese Erkenntnisse wurde die prabiotische Glykosylierungsreaktion an eine
vorhergehende Formose-Reaktion gekoppelt (vgl. Kapitel 3.1.1) Eine Mischung aus
Formaldehyd, Glykolaldehyd und Glycerinaldehyd wurde mit Borax und Calciumhydroxid
versetzt. Nach sechs Stunden bei 25 °C wurden FaPyA 2 sowie diverse Salze zugegeben und
das Reaktionsgemisch auf 85 °C erhitzt. In der Tat konnte die Bildung des gewiinschten
p/L-Adenosins detektiert werden. Die Ausbeuten waren unterhalb des UV-Detektionslimits,
weshalb von einer Ausbeute kleiner als 0.1% ausgegangen werden kann. Dennoch zeigt die
Bildung der gewiinschten Derivate, dass trotz der allgemein maRigen Ausbeuten der
Formose-Reaktionen unter allen gewdhlten Bedingungen eine Bildung (Tabelle 2) von

Adenosin 3 moglich ist.

Bei dem Einsatz von Bariumhydroxid’ (Tabelle 2, Nr.12) konnte keine merkliche
Verbesserung oder Verschlechterung festgestellt werden, weshalb die folgenden
Experimente weiter mit Calciumhydroxid durchgefiihrt wurden.

Tabelle 2: Prabiotische Reaktionen mit FaPyA 2 unter formosedhnlichen Bedingungen. C1 — Formaldehyd, C2 -

Glykolaldehyd Dimer, C3 — Glycerinaldehyd, Borax — Na,[B4Os(OH),]-8 H,0. v' — Bildung von entweder p/L-R-fA 3 oder p/L- -
pAS.

FaPyA Cc1 C2 C3  Borax X(OH), t[h]/

o a P g Al Al (A [Aq) Trq) BT AP
° ! NzaHjEP?f]' - 1 1 1 Ca[1] 1?53/ v v
o 1 W11 1 1 em v
T T S T T N
12 1 NzaH'g?l“]' 11 1 L Bafl 12;»/ S,
13 1 (NHLE)1I-1|C03 1 . 1 capy zg;;/ P
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4.3.3 Prabiotische Darstellung der Tetrosederivate von Adenosin

Threosen und die abgeleiteten Threose-Nukleinsdauren (vgl. Kapitel 1.4.2, TNA) wurden
ebenfalls als RNA-Vorlaufer diskutiert und untersucht.®® Die Untersuchungen der
formosedhnlichen Reaktionen ergaben, dass ebenso die Bildung der Tetrosederivate
detektiert werden konnte. Die Ergebnisse, dass hier Signale bei der berechneten Masse
gefunden werden, kénnte somit die Moglichkeit der Relevanz von Threosen unterstiitzen.
Die Entstehung von Hexosen, beziehungsweise Nukleosid-Analoga der C6-Zucker, konnte
jedoch nicht festgestellt werden.

Tabelle 3: Prabiotischer Ansatz mit den Tetrosen L-(+)-Threose und p-(-)-Erythrose.

FaPyA (NH4)HCOs

Nr. [Aq] Aq] C4 [Aq] t[h]/T[°C]
14 1 1 L-(+)-Threose [1] 74/85
15 1 1 D-(-)-Erythrose [1] 74/85

Flr eine genauere Untersuchung der Glykosylierungsreaktion wurden p-(-)-Erythrose und
L-(-)-Threose jeweils mit FaPyA 2 und (NH4)HCOs umgesetzt. Diese Ansdtze wurden Uber
HPLC-MS mit dem Massenfilter von m/z=238.0935 + 0.004 fiir [M+H]*-Molekiilionensignale
der Tetrosen-Derivate untersucht und mit der Massenspur der Formose-Reaktion verglichen.
Eine Koinjektion der beiden Ansitze zeigt Uberschneidungen im Produktspektrum beider
Reaktionen. In Abbildung 19 und Abbildung 20 sind die entsprechenden
Koinjektionsexperimente dargestellt. Die blauen Linien stellen die Formose-Reaktion, die
olivgriinen Linien die Reaktion mit D-(-)-Erythrose respektive mit L-(-)-Threose und die
schwarzen Linien die Koinjektion dar. Im Fall der Reaktion mit b-(-)-Erythrose ist deutlich zu

sehen, dass bei 15.27 min das Signal zunimmt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die schematische Darstellung des Koinjektionsexperiments fiir p-(-)-Erythrose. Blau — die Analyse der
Formose-Reaktion (Formaldehyd, Glykolaldehyd, Glycerinaldehyd, Borax, Ca(OH),, FaPyA, (NH4)HCOs). Olivgrin — die
Analyse der prabiotischen Reaktion mit p-(-)-Erythrose und (NH4)HCOs. Schwarz — Koinjektion der beiden Reaktionen.
Dargestellt ist das MS-Chromatogramm des extrahierten Massenbereichs von p-(-)-Erythrose in der protonierten Form
(m/z=238.0935 + 0.004 [M+H]*).
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Fiir die Reaktion von FaPyA 2 mit L-(=)-Threose wurden zwei Uberschneidungen detektiert.
Hier kann eine Signalzunahme bei 16.82 min und 20.58 min beobachtet werden (Abbildung
20).
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Abbildung 20: Die schematische Darstellung des Koinjektionsexperiments fiir L-(-)-Threose. Blau — die Analyse der
Formose-Reaktion (Formaldehyd, Glykolaldehyd, Glycerinaldehyd, Borax, Ca(OH),, FaPyA, (NH4)HCOs). Olivgrin — die
Analyse der prabiotischen Reaktion mit L-(-)-Threose und (NH4)HCOs. Schwarz — Koinjektion der beiden Reaktionen.
Dargestellt ist das MS-Chromatogramm des extrahierten Massenbereichs von L-(-)-Threose in der protonierten Form
(m/z=238.0935 + 0.004 [M+H]").

Somit wurden unter den hier gewahlten Formose-Bedingungen nicht nur Adenosin 3 und
seine Derivate erhalten, neben den Adenin-Tetrosenukleosiden wurde ein groRer

Molekilreichtum beobachtet.

4.4 Pradbiotische Ansatze mit FaPyG und Analoga

Da die Glykosylierungen unter prabiotischen Bedingungen mit FaPyA erfolgreich waren,
wurden die prabiotischen Reaktionsbedingungen an anderen Formamidopyrimidinen

getestet.

Da auch Analoga von Purin-Nukleosiden in der Lage sind die meisten Funktionen der
kanonischen Nukleoside Adenosin 3 und Guanosin 7 (neben den zahlreichen Modifikationen
— siehe Kapitel 5.1) zu erfillen,” kénnte eine pra-RNA aus einer Vielzahl an Nukleosiden
bestanden haben.”® Daher wurden ebenfalls die Nukleosid-Analoga Xanthosin (8-fX, 8),
2,6-Diaminonebularin (8-fDN, 9), 2-Aminonebularin ($-f2N, 10) und Nebularin (8-fN, 11)
sowie das Hydrolyseprodukt von Adenosin 3, Inosin (8-fHX, 12) untersucht. Inosin kommt als
natirliche Modifikation in der mRNA und der tRNA vor und ist Teil der RNA-Editierung.”’
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4.4.1 Darstellung von Guanosin und Nebularinanaloga

Es ist ein deutlicher Unterschied der Reaktionen von FaPyG 13 in verschiedenen Ansatzen zu
erkennen. In Abbildung 21 ist der salzhaltige Ansatz mit CaCOs dargestellt. Die Zugabe der
Salze Mgs3(P0O4),, CaCOs oder (NH4)HCOs ergaben die besten Resultate. Jedoch lag unter
diesen Bedingungen die Produktmenge unterhalb des UV-Detektions Limits, weshalb keine
Ausbeutekalkulation moglich war (Ausbeute < 0.1%). Die geringere Reaktivitdat von FaPyG 13
im Vergleich zu FaPyA kann Uber elektronenziehende Effekte der Carbonylfunktion erklart

werden, welche die Nukleophilie der exozyklischen Aminogruppe abschwacht.
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ﬁ 2 H,0r HO ¢ A O N~
OH OH 2 N™ "N “NH, NH
HN = z Salz 0O —
| NH + HO 0 + o -, N\<
PN \/\l/\/ HO" Y 'OH
Ho,N™ N7 O NH 3 NH;
2 2 OH OH OH CH
FaPyG, 13 p-Ribose B-fG, 7 B-pG, 14
1)}
Reaktion mit FaPyG und CaCO,; m/z-Bereich: 284.0989 + 0.004 [M+H]*
11.00 injekti
13.17 — ohne Koinjektion
100 14 100 - 12.34 100~ 15.28
g \ oG BfG == Koinjektion von B-fG 7
-P 7 .
g 10.67 | 13,55 14 , und 8-pG 14
b \ 7 /
o /
g == Pyranose Produkt
[T Y Ay a I —_
o 0 . : A 0 A 0 Furanose Produkt
0 5 10 15 10 12 14 14 16 18
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

Abbildung 21: 1) Reaktionsschema von FaPyG 13 mit p-Ribose zu 8-fG7 und f3-pG 14. ll) LC-MS-Chromatogramm der
extrahierten Masse von Guanosin in der protonierten Form (m/z=284.0989 + 0.004 [M+H]*) der Reaktion von FaPyG mit
CaCO:s. In rot ist das Koinjektions-Experiment abgebildet.

In Abbildung 21 ist gezeigt, dass sich im Fall einer Nukleosidbildung mit CaCOs-Zugabe das
S-pG 14 (R=11.00 min) im Vergleich zu 8-fG 7 (R+=13.55 min) in besseren Ausbeuten bildet.

So entsteht zum Beispiel bei dem Zusatz von NasO7P; lediglich die Pyranoseform f8-pG 14.

Bei den Versuchen, Xanthosin 8 zu bilden, spiegelte sich der oben beschriebene Effekt der
geringeren Reaktivitat, bedingt durch die elektronenziehende Carbonylfunktion, dramatisch
wieder. Hier konnte unter keinen der getesteten Bedingungen eine Xanthosin-Bildung
festgestellt werden. Die zusatzliche Carbonylfunktion in FaPyX 15 fiihrt zu einem extrem

unreaktiven Startmaterial.

Die Bildung von 2,6-Diaminonebularinderivaten aus FaPyDN 16 konnte unter allen

getesteten Bedingungen mit Ausnahme von Na;COs durchgefiihrt werden. Das beste
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Ergebnis lieferte die Zugabe von Caio(OH)2(POs)s. Hier konnte -fDN 9 fast in einem 1:1
Verhaltnis zu f3-pDN 17 detektiert werden. Das Startmaterial FaPyDN 16 weist wie FaPyA 2
ebenfalls eine C2-Symmetrie auf, womit sich die Anzahl der Glykosylierungsprodukte
halbiert. Wie bei der Reaktion mit FaPyG 13 stellt eine Konkurrenzreaktion jedoch die

exozyklischen Aminogruppen an Position C2 und C6 dar.
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Abbildung 22: 1) Produkte prabiotischer Glykosylierungen f-fDN9, f(-pDN 17, f-fHX12 und f-pHX21. 1I) LC-MS-
Chromatogramm der extrahierten Massen in der protonierten Form von den prabiotischen Reaktionen mit a) FaPyDN
(m/z=268.1149 + 0.004 [M+H]*) und b) FaPyHX (m/z=269.0880 + 0.004 [M+H]*) sowie die entsprechenden Koinjektions-
Experimente mit den synthetischen Standards.

Die prabiotischen Reaktionen mit FaPyHX 18, FaPyN 19 und FaPy2N 20 wurden im Rahmen
einer Masterarbeit von Amrei Deutsch durchgefiihrt.”® Fiir die Reaktion zu Inosin 12 konnte
trotz des elektronenziehenden Effekts der Carbonylfunktion eine gute Produktbildung

festgestellt werden. FaPyHX 18 reagierte zwar nicht unter allen getesteten Bedingungen,
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jedoch wurde eine deutlich geringere Anzahl von Nebenprodukten — unter Verwendung von
(NH4)HCO3 mit nur drei Inosinderivaten (Abbildung 22) — erhalten. Ohne Zusatz eines Salzes

konnte nur die Bildung von 8-pHX 21 detektiert werden (vgl. Tabelle 4).

Die prabiotischen Synthesen zu den Nebularinnukleosidderivaten konnten unter allen
getesteten Bedingungen durchgefiihrt werden. Da FaPyN 19 das einfachste Startmaterial
darstellt, scheint die Beobachtung plausibel. Auch hier dominierte die Bildung von f3-pN 22
(Abbildung 23).78
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Abbildung 23: 1) Produkte prabiotischer Glykosylierungen f(-fN 11, f-pN22, f-f2N10 und f-p2N23. 1I) LC-MS-
Chromatogramm der extrahierten Massen der protonierten Form von den prabiotischen Reaktionen mit a) FaPyN
(m/z=253.0931 + 0.004 [M+H]*) und b) FaPy2N (m/z=268.1040 + 0.004 [M+H]*) sowie die entsprechenden Koinjektions-
Experimente mit den synthetisch dargestellten Standards.

Eine Uberraschung stellte die schlechte Reaktivitit des FaPy2N 20 dar. Dies kénnte {ber die

Konkurrenzreaktion mit dem Amin an Position 2 zu erklaren sein. Wenn hier eine
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Kondensation mit dem Zuckeraldehyd stattfindet, ist das Molekiil nicht mehr in der Lage zu
dem gewiinschten Produkt zu reagieren. Bei der Zugabe von Mgs(POs) wurde hier im
Verhaltnis mehr 8-f2N 10 als f5-p2N 23 detektiert. Die Spektren dieser Reaktion waren

jedoch groRtenteils sehr untibersichtlich.

Beim Vergleich der verschiedenen Phosphat- und Carbonat-Salze mit den unterschiedlichen
FaPys erzielte Magnesiumphosphat die besten Umsetzungen, da hier vorwiegend die
saubersten Chromatogramme zu beobachten waren. Wird hingegen die Effektivitat der
Phosphate mit denen der Carbonate verglichen konnte ein deutlicher Trend zu den
Carbonaten festgestellt werden. Unter den Carbonaten war Na;COs mit Abstand der Zusatz
welcher die schlechtesten Ergebnissen lieferte, da entweder kaum die gewlinschten
Produkte detektiert werden konnte oder eine groRe Anzahl an Nebenprodukten entstand.
Des Weiteren kann abgeleitet werden, dass mit der Anzahl an Carbonylsubstituenten die
Effizienz der Glykosylierungsreaktionen der FaPys abnimmt. Wie in Tabelle 4 zu sehen,
entstehen aufgrund der Baeyer-Spannung bevorzugt die Ribopyranose-Derivate.

Tabelle 4: Produktspektrum der Glykosylierungsreaktionen in Abhangigkeit des Salzzusatzes. p — Ribopyranose, f —
Ribofuranose, - — nicht detektiert. v/ — detektiert, v'v' — unter den Hauptprodukten.

FaPyG, FaPyDN, FaPyHX, FaPy2N,
FaPyA, 2 13 16 18 FaPyN, 19 20

Salz p f p f p f p f p f P f

- vv v - vy - v - VYV - _

NaH:PQe- 0 o . 0 v v L L v v

2H,0

NasP30o vvy v v v v v - v v - -
Mgs(PO4)2 N N N S R OV N S S S S S 24

Caw(OH)(POl)s VY v v vV Vv Vv vV vV VY Vv _

CaCOs3 vv v vvy v vV - vvy vv vv v vV v

(NH4)HCO3 v vy v v v - vv vv vv v v v

Na,COs v - - - - - VY VYV - v v

4.4.2 Darstellung von Guanosin und Nebularinanaloga unter Formose-
ahnlichen Bedingungen

Die prabiotische Reaktion unter Formose-ahnlichen Bedingungen wurde ebenfalls fir die
Formamidopyrimidine FaPyG 13 und FaPyDN 16 durchgefiihrt. Da die Bildung von Xanthosin
aus FaPyX 15 und Ribose nicht detektiert wurde, wurde von der Ankopplung an die
Formose-Reaktion abgesehen. Wie in Tabelle 5 zu sehen ist, war auch unter den Formose-
ahnlichen Bedingungen die Bildung gerade im Fall von Guanosin eingeschrankt und lediglich
in Anwesenheit von Magnesiumphosphates (Eintrag 18) moglich. Bemerkenswerterweise

wurde lediglich die b/L-Furanoseform 7 und nicht die Pyranoseform detektiert.
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Die Bildung der Diaminonebularin-Nukleoside verlief glnstiger. Hier bewirkte jedes
getestete Salz eine Nukleosidbildung. Unter den Bedingungen (Eintrag21) mit
NaH2P04-2H,0 wurde wieder lediglich die p/L-Furanoseform 9 und nicht die Pyranoseform
detektiert.

Tabelle 5: Prabiotische Reaktionen mit FaPyG 13 und FaPyDN 16 unter formoseahnlichen Bedingungen. C1 — Formaldehyd,

C2 — Glykolaldehyd Dimer, C3 — Glycerinaldehyd, Borax — Na;[B4Os(OH)a4]-8 H,0. v - Bildung von entweder po/L-ff 7/9 oder
b/L-fp 14/17.

FaPy - Cc1 C2 C3 Borax Ca(OH); t[h]/
Nr. . Salz [A N N N . L . f -
[Aa] Bal (Al [Aq) [Aq) [Aal  [Aq  1rq) AT OPP
NaH,POy; -
16 G[1] 2H,0 [1] - 1 1 1 1 168/85 - -
NaH,POq4 -
17 G[1] 2H,0 [1] 1 1 1 1 1 336/85 - -
18  G[1] Mgs(POa):[1] - 1 1 1 1 168/85 v -
19 G[1] Mgs(POs)2[1] 1 1 1 1 1 320/85 - -
20 G[1] NasPsOs[1] 1 1 1 1 1 320/85 - -
NaH,POg4 -
v _
21 DN 1] 2H,0 [1] 1 1 1 1 1 320/85
NaH,POy -
22 DN 1] 2H,0 [1] 1 1 - 1 1 320/85 - -
23 DN[1] Mgs(POa) [1] 1 1 1 1 1 320/85 - -
24 DN[1] Mgs(POs);[1] - 1 1 1 1 320/85 vV
25 DN 1] NasP309 [1] 1 1 1 1 1 320/85 - -
26 DNJ[1] NasP309[1] - 1 1 1 1 320/85 v Vv
Cai1o(OH):
27 DNJ1 1 1 1 1 1 320/85 v v
(1l (PO4)s [1] /
Caio(OH):
28 DNJ1 - 1 1 1 1 320/85 v v
1] (POa)s [1] /
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4.5 Imidazolringéffnung

Im vorangegangenen Kapitel konnte die Glykosylierung von Ribose mit FaPyA und FaPygG,
sowie weiteren FaPys erfolgreich demonstriert werden. Die Zuganglichkeit von FaPys unter

prabiotischen Bedingungen ist hierfir wesentlich.

Formamidopyrimidine sind in der Literatur als oxidative Schaden bekannt.”*7289 Saladino et

al.”® zeigten die Mdglichkeit mit TiO2 aus 2-Desoxyadenosin FaPyA zu erhalten.

In Abbildung 24a ist der Umsatz von Adenin 1 zu FaPyA 2 (ber die Lewis-saure Hydrolyse mit
TiO2 oder unter Redoxbedingungen mit Riboflavin (Abbildung 24b) abgebildet. Es wurde die
Masse von FaPyA detektiert und nach Koinjektion konnte bewiesen werden, dass es sich um
FaPyA handelt.

FaPyG 13 konnte lediglich durch die Lewis-saure Hydrolyse von Guanin 24 mit TiO;
beobachtet werden. Die Redoxreaktion mit Riboflavin flihrte auch bei Belichtung nicht zur
Bildung von FaPyG. Bei der Belichtung mit weiRem Licht wurde Guanin 24 vollstandig in nicht

weiter identifizierte Produkte zersetzt.
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Abbildung 24: a) Reaktion von Adenin 1 mit TiO,. Oben ist das LC-MS-Chromatogramm von Adenin und unten das von
FaPyA 2 dargestellt. b) Reaktion von Adenin1 mit TiO, und FaPyA 2 koinjiziert. Dargestellt sind die extrahierte

Massenbereiche der  protonierten  Formen

(m/z=154.0723 + 0.004 [M+H]*).

von

Adenin 1

30

(m/z=136.0618 £ 0.004 [M+H]*) und FaPyA2



PRABIOTISCHE SYNTHESE VON PURIN-NUKLEOSIDEN

4.6 Synthesen

Zur Aufklarung der Produktmuster der prabiotischen Studien mussten Referenzmolekiile

synthetisiert werden. Ebenfalls wurden Synthesewege zu den Formamidopyrimidine

bendtigt.
N N N
= NH, = 0 =
0. .N \(\\\( o N W o N \2\\\
N NH
U N=/ U N= U N/
HO™ ™ "OH HO" ™o HO™ ™" "OH
OH OH 2 OH
B-pA, & B-pG, 14 B-pN, 22

N =

= NH, 7 j\/l\N

el N\z\\( HO <N }N//LNH
O e

HO\\' 'z/

OH OH
R-pDN, 17 £-fDN, 9

O O

S N 9y o O NH, 3

OH
HNT N7 H,NT N7 ONH, N N/)\NHz H,N N/)\OH

FaPyA, 2 FaPyG, 13 FaPyDN, 16 FaPyX, 15

Abbildung 25: Zielmolekiile. 8-Pyranosyladenosin (3-pA 5), f-Pyranosylguanosin (8-pG 14), 8-Pyranosylnebularin ($-fN 22),
S-Furanosyldiaminonebularin (8-fDN 9), f-Pyranosyldiaminonebularin (8-pDN 17), 4,6-Diamino-5-formamidopyrimidin
(FaPyA 2), 2,4-Diamino-6-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FaPyG 13), 2,4,6-Triamino-5-formamidopyrimidin (FaPyDN 16), 4-
Amino-2,6-dihydroxy-5-formamidopyrimidin (FaPyX 15).

4.6.1 Synthesen der Formamidopyrimidine (FaPys)

FaPyA 2 konnte aus 4,5,6-Triaminopyrimidin synthetisch dargestellt werden. Die Reaktion
wurde bei Raumtemperatur in Ameisensaure durchgefiihrt und das Rohprodukt aus Wasser

umkristallisiert, um FaPyA 2 in 72% zu erhalten.8?

NH, O3 NH,

H,N | V) HN.
B |

HN" N HoN N/)
2

Schema 1: Synthese von FaPyA 2. a) HCO;H, HCI, rt, 7 d, 72%.
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Die Darstellung von FaPyG 13 wurde analog zu der Synthese von Pfleiderer®? durchgefiihrt.
2,4-Diamino-6-hydroxypyrimidin wurde zunachst mit Natriumnitrit nitrosiert. Die in situ
entstandene Nitrosoverbindung wurde mit Natriumdithionit versetzt. Das Amin
kondensierte mit der Ameisensaure zum gewiinschten Formamidopyrimidin 13 mit einer

guten Ausbeute von 73%.

O o\j 0
NH a) HN NH
.y e |
HN™ N° 'NH, H,N~ "N~ “NH,
13

Schema 2: Synthese von FaPyG 13. a) NaNO,, HCO,H, Na,S,04, HCONH,, 60 °C->110 °C, 1.5 h, 73%.

Fir die Darstellung von 2,4,6-Triamino-5-formamidopyrimidin 16 wurde von der
Nitrosoverbindung 5-Nitroso-2,4,6-triaminopyrimidin die Formamidogruppe mit Palladium
auf Aktivkohle und Ameisensidure eingefiihrt.®3 Der Weg Uiber die in situ Darstellung stellte
sich als weniger effektiv heraus, als die direkte Formylierung der Nitrosoverbindung. So

wurde das gewiinschte FaPyDN 16 mit einer guten Ausbeute von 79% erhalten.

NH, O\j NH,
ROTESNS
-
HaNT N7 NH, H,N N/)\NHQ
16

Schema 3: Synthese von FaPyDN 16. a) HCO,H, H,0, Pd/C (10%), NHsHCO,, 100 °C, 3 h, 79%.

6-Amino-2,4-dihydroxy-5-formamidopyrimidin 15 wurde ebenfalls iber die in situ Methode
ausgehend vom 4-Amino-2,6-dihydroxypyrimidin mit Natriumnitrit und Ameisensdure in

einer moderaten Ausbeute von 39% erhalten.8?

O O\ﬁ 0
Lr = "y
HNT N0 H,N N/go

H

15

Schema 4: Synthese von FaPyX 15. a) NaNO,, HCO;H, Na;S;04, HCONH,, 60 °C-110 °C, 1.5 h, 39%.
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4.6.2 Glykosylierung

Als Zuckerdonor fiir die Glykosylierungen diente Acetyl-geschiitzte Pyranoseform 25. Dieser
wurde mittels Acetylierung hergestellt. Die Reaktion verlief analog zu Zinner®* unter Kiihlung
zu dem gewilnschten thermodynamisch gilinstigeren Sechsring. So konnte Ribose in die
Acetyl-geschiitzte Pyranoseform 25 in einer exzellenten Ausbeute von 91% uberflhrt

werden.

OH OH O OAc
HO._~_~.0 @ U
R G W

OH OAc
25

Schema 5: Synthese von acetylgeschiitzter Ribopyranose 25. a) Ac,0, Pyridin, 0 °C, 18 h, 91%.

4.6.3 Synthese von f$-Pyranosyladenosin f3-pA (5)

Um eine bessere Regioselektivitdt zu erzielen, wurde zundchst 6-Chlorpurin 26 unter
Vorbriiggen-Bedingungen®>8 mit Ribose 25 glykosyliert. Unter diesen Bedingungen wird die
Bildung des f8-Anomers bevorzugt, da der an C2-gebundene Ester nach Aktivierung mit einer
Lewis-S3ure an die C1-Position koordiniert und somit den a-Angriff blockiert.” 6-Chlorpurin
wurde aus Hypoxanthin tber eine Chlorierung mit Phosphorylchlorid bei 80 °C in einer sehr
guten Ausbeute von 85% erhalten. Die Glykosylierung verlief mit einer guten Ausbeute von
57% und ergab das gewiinschte f-Produkt Nukleosid 27. In einem Druckrohr wurde
Ammoniak einkondensiert, um Nukleosid 4 an Position 6 zu aminieren und gleichzeitig die
Hydroxygruppen zu entschitzen. Ausgehend von Ribose 2 und Hypoxanthin wurde

S3-Pyranosyladenosin 5 in einer Gesamtausbeute von 24% Uber vier Stufen erhalten.

0 cl =N =N NH,
N N © N\/X\\( © NW
i a) | SN b) U N 9 U N
/) — /) T v oy N=~ T e e N=~
NN NN AcO” ™ “OAc HO OH
H OAc

CH
26 27 5

H

Schema 6: Synthese von 8-pA. a) POCls, 90 °C, 5 h, 85%,; b) 25, BSA, TMSOTf, MeCN, 55 °C, 18 h, 57%; c) NHs, rt, 48 h, 55%.
4.6.4 Synthese von f3-Pyranosylguanosin f8-pG (14)

Die Synthese von f8-pG wurde ebenfalls ausgehend von Ribose 25 durchgefiihrt. Die direkte
Glykosylierung von Ribose 25 mit Guanin24 fihrte zu einem N7/N9-verkniipften
acetylgeschitzten Pyranosylguanosin-Gemisch mit lediglich 10% Ausbeute. Fiir eine
Ausbeutenverbesserung wurde das Pivaloyl-geschiitzte und an Position 6 chlorierte Guanin

eingesetzt. Die darauf folgende Glykosylierung zu dem entsprechenen Nukleosid verlief mit
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einer guten Ausbeute von 53%. Die Entschitzung der Pivaloyl-Gruppe erwies sich hingegen
als ineffektiv. Auch bei Temperaturen bis zu 60 °C und Reaktionszeiten bis zu 14 Tagen und
nach Zugabe von Wasser zu der Reaktion in methanolischem Ammoniak war das

exozyklische freie Amin nicht zu detektieren.

Um die Ausbeute zu verbessern wurde zundchst die exozyklische Aminogruppe von
Guanin 24 in siedendem DMAC mit Essigsaureanhydrid mit einer guten Ausbeute von 72%
zum N-2-Acetylguanin 28 geschiitzt.88 Die darauf folgende Glykosylierung wurde analog zur
Synthese von Nukleosid 27 durchgefiihrt. Das Produkt wurde ammoniakalisch entschitzt

und 8-pG 14 mit 36% Uber vier Stufen erhalten.

24 28 14

Schema 7: Synthese von f3-Pyranosylguanosin 14. a) Ac,0, DMAC, 160 °C, 48 h, 72%; b) Ribose 25, BSA, TMSOTf, MeCN,
55 °C, 18 h; c) NH3 in MeOH, rt, 18 h, 55% in zwei Schritten.
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4.6.5 Synthese der f3-2,6-Diaminonebularinderivate f3-fDN (46) und f3-pDN
(17)

Fir die Synthese von f-fDN wurde zundchst Guanosin 7 Acetyl-geschitzt, um dreifach
acetyliertes Guanosin 29 mit 95% Ausbeute zu erhalten. Die C6-Position von 29 konnte durch
Verwendung von Phosphorylchlorid mit einer sehr guten Ausbeute von 87% zu Nukleosid 30
chloriert werden.® In einkondensiertem Ammoniak wurde Chlor an Position C6 zum Amin
substituiert und die Hydroxygruppen gleichzeitig entschiitzt. Ausgehend von Guanosin

wurde 2,6-Diaminonebularin 9 in drei Stufen mit einer Ausbeute von 55% erhalten.

o] o}
N N
NH NH
< ¢ |
HO P a8)  AcO f:\ b)
o NTUNTUNH, o N7 ONTUNH L,

OH OH OAc OAc
7 29

NH,

o
N N N ~
N N
40 40
AOL N NJ\NHZ 9 HOL N NKNHZ

[ER——

OAc OAc OH CH
30 9

Schema 8: Synthese von f3-2,6-Furanosyldiaminonebularin 9. a) Ac,0, DMAP, 40 °C, 48 h, 95%; b) Et4;NCI, DMA, POClIs,
MeCN, 100 °C, 10 min, 87%; c) NHs, rt, 48 h, 67%.

Die Pyranoseform sollte zunachst ebenfalls (iber die Pivaloyl-geschiitzte und Chlor-
substituierte Base synthetisiert werden. Doch auch hier konnte am Ende die Pivaloyl-
Schutzgruppe nur zu 5% entfernt werden, sodass primar das Pivaloyl-geschitzte f3-pDN

isoliert wurde.

Daher wurde 6-Chlorguanin mit acetyl-geschitzter Ribose 25 glykosyliert, um Nukleosid 31
mit 44% Ausbeute zu erhalten. Auch in diesem Fall wurde die Substitution und Entschiitzung
in einem Schritt mit Ammoniak mit 63% Ausbeute durchgefiihrt. Ausgehend von Ribose

wurde f8-pDN 17 in drei Stufen mit einer Gesamtausbeute von 26% erhalten.
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N ~N
0. ,OAc o rl: ci o 1\/1/ WNHZ

72 74
AcO' CAc — o ., Nt( —_— " N
AcC OAc HO

OAc :
OAc NH;

25 31 17

Schema 9: Synthese von f3-2,6-Pyranosyldiaminonebularin 17. a) 6-Chlorguanin, BSA, TMSOTf, MeCN, 55 °C, 18 h, 44%,; b)
NH3, rt, 48 h, 64%.

4.6.6 Synthese von f3-Pyranosylnebularin f3-pN (22)

Um f-pN zu erhalten wurde Nukleosid 27 mit Palladium auf Kohlenstoff mit einer
exzellenten Ausbeute von 94% hydriert.®® Die Acetyl-Schutzgruppen von Nukleosid 32
konnten in methanolischem Ammoniak entfernt werden. Diese Sequenz ergab
S-Pyranosylnebularin 22 mit einer guten Ausbeute von 65%. f-pN 22 wurde somit
ausgehend von Ribose und Hypoxanthin Gber funf Stufen mit einer Gesamtausbeute von
27% erhalten.

=N =N N
N e ~ -
O N /\ O N /\ O N /\
onsIENNGnsENe N
. . N=~ St - . N=~ i - . N=~
AcO” 7 DAc AcO' ™7 "OAc HO' ™~ "OH
OAc OAc OH
27 32 22

Schema 10: Synthese von 8-Pyranosylnebularin 22 ausgehend von Nukleosid 27. a) Pd/C, MgO, H,, MeOH/THF (2:1), rt, 1 h,
94%; b) NH3 in MeOH, rt, 18 h, 65%.
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4.7 Ausblick

Nachdem nun eine Mdglichkeit gefunden wurde im wassrigen Milieu eine prabiotische
Glykosylierung zu finden, kénnten Versuche unternommen werden, die Ausbeuten mit Hilfe
einer Verschiebung des Le Chatelier Gleichgewichts zu verbessern. Dazu konnten
Fallungsexperimente herangezogen werden. So kdnnte (iber lokale Anreicherungen des

Nukleosids die Ausbeute gesteigert werden.

Ferner kbnnen weitere Salze getestet werden, sowie die Kombination verschiedener Salze.
Es wurde bereits eine Auswirkung der Salze auf die prabiotischen Glykosylierungen gezeigt.
Es ist nicht auszuschlieBen, dass die optimalen Salz-Zusdtze noch nicht gefunden wurden.
Diese konnten sich sowohl auf die Ausbeute, als auch auf die Anzahl an Nebenprodukten,
sowie die Produktverhdltnisse auswirken. In diesem Zusammenhang koénnten z.B.
Untersuchungen mit Eisensulfid-Mineralien durchgefiihrt werden. Die Theorie der Eisen-
Schwefel-Welt nach Wdchtershduser®® wurde in dieser Arbeit noch nicht berlicksichtigt.
Eisensalze konnten aber im Hinblick auf deren katalytische Eigenschaften eine interessante

Alternative zu den bislang getesteten Salzen darstellen.

Ferner wiren Experimente mit Micellen denkbar.®® Hierfiir miissten Bedingungen gefunden
werden, bei denen die prabiotische Glykosylierung und die Formose-Reaktion ablaufen

kdnnen, die Micellen jedoch nicht zerfallen.
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5 Ribonukleinsiaure - RNA

Auf die Signifikanz des Biopolymers RNA, sowie prabiotische Wege RNA darzustellen, wurde
bereits in Kapitel 3.4 verwiesen. Im Organismus wird RNA (ber Transkription aus der
Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid — DNA), dem Speichermedium fir die
Erbinformation,®? synthetisiert. Der RNA-Strang ist aus Ribose (Ribonukleinsiure), einer
Nukleobase (Ribonukleinsdure) und dem 5'-verknUpfenden Phosphorsaurediester
(Ribonukleinsdure) aufgebaut.®® Grundsatzlich besteht RNA aus den vier Nukleosiden
Adenosin (A), Guanosin (G), Uridin (U) und Cytidin (C). Die jeweiligen Nukleobasen, die
Erkennungs-Einheiten,®* Adenin, Guanin, Uracil und Cytosin gehen unter anderem Watson-

Crick Basenpaarung ein (Abbildung 26).°>°®

H
AYRTRE
Ny o-H=
@Nﬁ H‘-_N d @N / N’ N
@]
R,=H: dG R1—H. dC Ry=H: dA Ry=H; R2=Me: dT
R,=OH: G R,=OH: C R,=OH: A R,=OH, Ry=H: U

Abbildung 26: DNA- und RNA-Basenpaarungen. DNA — 2'-Desoxyribose, keine Alkoholgruppe an der C2'-Position und
Thymin. RNA — Ribose, besitzt eine Alkoholgruppe an der C2'-Position und Uracil. Die strukturellen Unterschiede sind lila
hervorgehoben.

Trotz der auf dem ersten Blick hohen strukturellen Ahnlichkeit zur DNA gibt es zahlreiche
Unterschiede. Dazu gehoéren unter anderem die zusatzliche 2'-Hydroxygruppe, und die
Tatsache, dass die Base Thymin durch Uracil als kanonische Nukleobase in der RNA ersetzt
wird. RNA kommt in vielen verschiedenen Unterarten vor und existiert eher als Einzelstrang.

Ferner enthilt RNA viele modifizierte Nukleobasen.®’

5.1 RNA-Modifikationen

Modifikationen von Nukleobasen reichen von einfachen Methylierungen®® bis hin zu
hypermodifizierten Varianten wie dem Queuosin 33 (vgl. Abbildung 27). Ebenfalls kann die
2'-Hydroxygruppe der Ribose modifiziert vorliegen. Datenbanken® geben einen Uberblick

Uber die zahlreichen Modifikationen. Modifikationen wie Pseudouridin W und Inosin | treten

* http://modomics.genesilico.pl/ und http://mods.rna.albany.edu/
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in allen drei Dominen des Lebens® (Eukaryoten, Prokaryoten und Archaeen) auf.
Queuosin Q (Eukaryoten/Prokaryoten) und 2-Methyladenosin m?2A 34
(Prokaryoten/Archaeen) sind Beispiele fur Modifikationen die in zwei Domé&nen vorkommen.
Doch der GroRteil ist nur in einer Doméane (z.B. Epoxyqueuosin, oQ 35 (Prokaryoten) und

2'-O-Ribosyladenosin(phosphat), A(p) (Eukaryoten)) zu finden.®’

Ebenso konnen die Modifikationen nach den verschiedenen RNA-Spezies in denen sie
vorkommen eingeteilt werden. So féllt auf, dass in der Transfer-RNA (tRNA) mit Gber 90
Modifikationen die Meisten identifiziert wurden. Unter den Nukleosiden sticht Uridin (U) mit
Uber 40 Modifikationen heraus. U ist damit um 20 Modifikationen reicher als Adenosin.
Beachtlich sind ebenso die 7-Desazaguanosine, welche an sich schon Varianten des
Guanosins sind und das Grundgerist weiterer Modifikationen darstellen. Die
7-Desazanukleoside befinden sich alle, bis auf das Archaeosin (G*, Position 15), in der
Wobble Position (Position 34).100

Untersuchungen haben bereits ergeben, dass Modifikationen unter anderem fir die
Stabilitat, die Faltung der Sekundar und Tertidrstruktur und somit auch fur die jeweilige
Funktionalitat der tRNAs, sowie der Genexpression, wichtig sind.1°%1%2 Dje Lokalisierung und
Quantifizierung der Modifikationen in RNA-Spezies und Geweben wurde in den letzten
Jahren stetig ausgebaut.'931% So konnten Unterschiede im Modifikationslevel zwischen
pathogenen und nicht-pathogenen Bakterien gefunden, sowie ein phylogenetischer Baum
bezogen auf das Modifikationsniveau erstellt werden.%” Ebenfalls wurde herausgefunden,
dass es einen Zusammenhang zwischen Translationseffizienz und tRNA-Modifikationsgrad
gibt.108

Dank neuer Technologien wie der Kopplung von Flissigchromatographie gekoppelt an
Massenspektroskopie (LC-MS) und milderen Praparationsmethoden kénnen noch immer
neue Modifikationen detektiert werden. So wurden in den letzen Jahren unter anderem die
in Abbildung 27 und Abbildung 30 abgebildeten Modifikationen Agmatidin (C*)1%11,
Glutamyl-Queuosin  (gluQ, 36)'%'12 und 5-Taurinomethyluridin (tm®U)!*® entdeckt.
Agmatidin (C*) ist verwandt mit Lysidin, welches an der Carbonylgruppe von Cytidin mit der

e-Aminogruppe von Lysin verbunden ist.
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Abbildung 27: Verschiedene RNA-Modifikationen. psU (auch W) — Pseudouridin, m,A — 2-Methyladenosin, tm5U —
5-Taurinomethyluridin, | — Inosin, A(p) — 2'-O-Ribosyladenosin(phosphat), Q — Queuosin, C* — Agmatidin.

5.2 Transfer-RNA, tRNA

Die tRNA ist mit ihrer Transporttatigkeit essentiell flir die Proteinsynthese. Sie ist aus 73 — 95
Nukleotiden aufgebaut. Die tRNA ist aus vier Stammen und vier Schleifen zusammengesetzt,
welche in der zweidimensionalen Struktur einem Kleeblatt dhnelt (Abbildung 28a).
Ausgehend vom 3’ Ende setzt sich die tRNA aus Akzeptorstamm, TWC-Arm, variable Schleife,
Antikodonstamm und Dihydrouridin-Arm (D-Arm) zusammen. Der Akzeptorstamm verknipft
das 3'- und das 5'-Ende Uber Basenpaarungen. Das 3'-Ende besitzt immer die Basensequenz
CCA und bindet die Aminosauren welche spater zum Peptid verknlipft werden. Der TWC-Arm
hat seinen Namen aus der fiir diesen Stamm typischen Basenabfolge
Thymin-Pseudouridin-Cytosin. Die variable Schleife besteht aus verschieden vielen Basen.
Der Antikodonstamm enthalt das Antikodon (Position 34 — 36). Dieses erkennt das Kodon auf
der messenger-RNA (mRNA) und besitzt somit die Fahigkeit, die richtige Reihenfolge der
Aminosauresequenz zu dekodieren. Der D-Arm hat seinen Namen von der Modifikation
Dihydrouridin, da diese dort immer mindestens einmal zu finden ist. Uber Basenpaarungen
und weitere Wasserstoffbriicken liegt die tRNA dreidimensional in der sogenannten L-Form
vor (Abbildung 28b). Hierbei befinden sich Akzeptorstamm und Antikodon an den

entgegengesetzten Enden der L-Schenkel.
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Abbildung 28: a) Die 2D-Kleeblattstruktur der tRNA. Das Antikodon ist rot hervorgehoben und an Position 34 die Wobble
Position markiert. Ferner wurden fir Modifikationen typische Positionen gekennzeichnet (orange). Mit Erlaubnis von John
Wiley & Sons, Inc.. %7 b) Die L-formige dreidimensionale Struktur mit Queuosin 33 in rot an der Wobble Position.114.115

5.3 Wobble-Position

In der Antikodonschleife treten modifizierte Nukleoside am haufigsten auf (vergl. Abbildung
28a). Besonders die Wobble Position''® (Position 34) und Position 37, eine Base 3' neben
dem Antikodon, sind stark modifiziert. Die Wobble Position spielt in der
Kodondegenerierung eine bedeutende Rolle. Das Antikodon auf der tRNA besteht aus den
Nukleosiden auf Position 34-36. Diese erkennen das Kodon auf der mRNA, und kénnen so
die Proteinsynthese durchfiihren. Das Kodon besteht aus einem Basentriplett und kann
somit 64 verschiedene Tripletts bilden. Da es drei Stopkodons gibt bleiben noch 61 Tripletts,
welche lediglich 20 Aminosduren kodieren mussen.''’ Folglich sind mehrere tRNA pro
Aminosaure denkbar. Es wurde jedoch herausgefunden, dass es etwa 40 und nicht 61 tRNAs
in einer Zelle gibt.!'® Somit entstand die Wobble-Hypothese. Diese besagt, dass durch
,hinauswackeln” der Basen mehrere Kodons gelesen werden kénnen. Da dies nur die dritte
Base des Tripletts auf der tRNA betrifft, spricht man hierbei von der Wobble-Position (engl.
wobble — wackeln). Diese Basenpaarungen weichen von den Watson-Crick Basenpaarungen
ab und gehen eine Wobble-Paarung ein. So kann z.B. die Modifikation Inosin nicht nur mit

Cytosin, sondern auch mit Adenin und Uracil paaren.1®
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Ist an Position 34 Q 33 statt G 7 kann die entsprechende tRNA Kodons der Basenabfolge NAC
und NAU (Abfolge 5'-3"; N steht fiir A, G, U oder C) lesen. Im Gegensatz dazu bevorzugt eine

tRNA mit G an Position 34 ein Kodon, welches auf C endet.*!?

tRNA™

m’G-PPP-

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Antikodon-Kodon-Wechselwirkung. Die Wobble Position (Position 34 — dunkel
griin) kann mit U und C paaren wenn sich an dieser Position Q (33) befindet.”’ In blau ist die mRNA mit dem Poly(A)-
Schwanz und in braun ist das Ribosom dargestellt.

5.4 7-Desazamodifikationen

7-Desazaguanosine sind Modifikationen, welche an der Position 7 ein Kohlenstoff- statt
einem Stickstoffatom besitzen. Sie kommen in allen Domanen, aulRer in Backerhefe und
Mykoplasmen, vor. In Archaeen wird Archaeosin (vgl. Abbildung 30, G*) gefunden, welches
an Position 7 um eine Carboxyamidinfunktion erweitert ist. Archaeosin befindet sich in der
tRNA an Position 15 und ist vermutlich fir die Stabilitit der tRNA verantwortlich.'?° In
Eukaryoten und Prokaryoten kommen Queuosin (Abbildung 27) und seine Derivate vor. Sie
befinden sich stets in der Wobble-Position. Queuosin wurde 1968 in tRNA™" und vier Jahre
spater zusatzlich in tRNAMS, tRNA”" und tRNAA® entdeckt.'?122 Dje Struktur konnte

schlieRlich von Kasai et al. aufgeklart.123
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Abbildung 30: 7-Desazaguanosinmodifikationen. 0oQ — Epoxyqueuosin 35, G* — Archaeosin, gluQ — Glutamylqueuosin 36.

In Tabelle 6 ist aufgelistet, in welchen Domanen sich welche 7-Desazaguanosine befinden,
wobei es sich bei preQ0, preQl 37 und Epoxyqueuosin 0Q 35 um Biosynthesevorlaufer
handelt.

Tabelle 6: Ubersicht der 7-Desazaguanosin-Vorkommen in den Doménen .97

Abkilrzung Trivialname Archaeen Prokaryoten Eukaryoten
G+ Archaeosin v - -
preQO - v - -
preQl - - 4 -
oQ Epoxyqueuosin - v -
Q Queuosin - v v
Galaktosyl-
galQ Queuosin i i Y
manQ Manosyl-Queuosin - - 4
gluQ Glutamyl-Queuosin - 4 -

Queuosin kann lediglich von Prokaryoten de novo synthetisiert werden. Eukaryoten sind
somit darauf angewiesen die Base Queuin liber die Nahrung aufzunehmen. Queuin wird mit
Hilfe einer speziellen tRNA-Guanin-Transglycosylase (TGT) gegen die Base Guanin

ausgetauscht.124-126

Die Biosynthese von Queuosin wurde ausfuhrlich erforscht!?® und bringt unter anderem
interessante  Teilschritte, wie den Aufbau der Cyclopentandiol-Einheit aus
S-Adenosylmethionin (SAM, vgl. Abbildung 31) mit sich.'?’ In diesem Schritt dient SAM als
Ribose-Donor. Es wird Uber ein Schwefelylid in das Cyclopentan, des 1987 entdeckten
Epoxyqueuosins (Abbildung 30), tiberfiihrt.12812° |m finalen Schritt wird iber ein Vitamin B12
abhingiges Enzym das Epoxid zur Doppelbindung umgewandelt.'3° Die hierfiir notwendige
Eisen-Schwefel-Reduktase, deren Struktur noch nicht bekannt ist, wurde erst kirzlich in der

Gruppe um Bandarian entdeckt.*3!
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Abbildung 31: Biosynthese zu Queuosin 33 in den Prokaryoten.120

In héheren Modifikationen von Q sind die Aldohexosen Galaktose (galQ) und Mannose
(manQ) Uber die Alkohole am Cyclopentenring gebunden. Diese f3-verkniipften Q-Derivate
treten nur in Tieren auf.}3%133 Das in Abbildung 30 abgebildete, héhermodifizierte Q-Derivat
gluQ ist hingegen nur in den Aspartat kodierenden tRNAs (tRNA”®) von Escherichia coli
(E. coli) zu finden. Die zusatzliche L-Glutamylgruppe ist voraussichtlich an einem der beiden
Alkohole des Cyclopenten-Rests lber die Glutamyl-Queuosin-tRNA”® Synthetase (Glu-Q-RS,
veraltet: YadB) verestert. Glu-Q-RS weist eine 34%ige Sequenzhomologie mit der Glutamyl-
tRNA-Synthetase auf.''%112 Blgise et al. zeigten anhand von Mutationsanalysen an tRNAASN
und tRNA”®, dass die Anwesenheit von C in Position 38 in der Antikodonschleife eine
entscheidende Rolle fiir die Glutamylierung spielt.!3* Ferner haben Caballero et al. publiziert,
dass unter osmotischem Stress die Anwesenheit von gluQ zum Uberleben des

humanpathogenen Shigella flexneri wichtig ist.13>

5.5 Qin Bezug auf Krankheiten

Queuosin wird in Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen gebracht. Vor allem
wurde beobachtet, dass in Krebszellen ein niedrigerer Q-Gehalt als in gesunden Zellen
vorliegt.'3%137 Ebenso wird ein abnehmender Q-Level mit héheren Expressionsraten einer
TGT-Untereinheit in leukdmischen und Kolonkarzinomzellen beobachtet.'3® Rakovich et al.

untersuchten die Auswirkung einer Stérung der TGTs und einem darauf folgenden Q-Mangel
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in HepG2-Zellen und Mausen und detektierten eine Einschrankung in der Produktion von
Tyrosin und Phenylalanin. Dies steht im Zusammenhang mit der Stoffwechselstorung
Phenylketonurie.'3 AbschlieRend wird vermutet, dass Queuin als Antioxidans verwendet
werden konnte, um das Antioxidans Abwehrsystem wahrend der Zellwucherung zu

schiitzen.140

Da 7-Desazaguanosine nicht nur eine Rolle in der Kodondegenerierung und der Stabilisierung
sondern auch in Krankheitsbildern zu spielen scheinen, ist es wichtig, sich weiter mit diesen
Hypermodifikationen auseinander zu setzen. Folglich missen neben den bereits
bestehenden Synthesen zu Queuosin!*14 und andere 7-Desazaguanosinen#4-146
effizientere und neue Synthesen ausgearbeitet werden, um weitere Experimente

durchfuhren zu kénnen.
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6 Synthese und Untersuchungen von tRNA Modifikationen

6.1 Aufgabenstellung

Die Aufgaben modifizierter Nukleoside werfen noch immer viele Fragen auf. Obwohl schon
zahlreiche Funktionen entschlisselt werden konnten, scheint die groBe Anzahl an
natlrlichen Modifikationen in den RNA Molekiilen ein Hinweis darauf zu sein, dass noch
lange nicht alles entdeckt wurde. Modifikationen am Antikodon und an benachbarten
Positionen der tRNA stehen unter besonderer Beobachtung. Da die Wobble-Position des
Antikodons eine signifikante Rolle in der Translation spielt und im Vergleich zu anderen
Positionen dramatisch haufig modifiziert vorliegt, ist das Interesse an den Modifikationen,
welche sich an dieser Stelle befinden, besonders groR. Ganz besonderes Interesse genielRen
die 7-Desazaguanosinderivate, wie Queuosin, welche sich fast ausschlieRlich in der Wobble-

Position befinden.

Der direkte Biosynthesevorlaufer von Queuosin ist Epoxyqueuosin. Da lediglich Prokaryoten
in der Lage sind, Queuosin de novo herzustellen, ist die Biosynthese zu Queuosin und somit

deren Zwischenstufen von Interesse.

Es konnten noch immer nicht alle Derivate synthetisch dargestellt werden, um postulierte

Strukturen zu bestatigen.

Ziel dieser Arbeit war es das natirliche, hypermodifizierte Nukleosid Epoxyqueuosin
synthetisch herzustellen, sowie die Bestatigung der postulierten Struktur tGber Koinjektions-

Experimente mit Hilfe von HPLC-MS.

Daneben sollte eine verbesserte Syntheseroute zu einem anderen Biosynthesevorlaufer,

dem preQl, gefunden werden.
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6.2 Synthese von hypermodifizierten 7-Desazaguanosinderivaten

6.2.1 Synthese von Epoxyqueuosin 0Q (35)

Die Synthesestrategie zu Epoxyqueuosin 35 wurde aufbauend auf der bereits bekannten
Synthese von Queuosin 33 ausgearbeitet.!*! Zunichst sollte das 7-Desazaguanosin-
grundgeriist aufgebaut werden, um (ber eine reduktive Aminierung den

Cyclopentanbaustein einflihren zu kénnen (Abbildung 32).

HO: j..uso
HG -
HN- 0
74 | NH
HO N N//LNH
O- v 2
OH OH
35

Abbildung 32: Retrosynthetische Schnitte in drei Grundbausteine bei der Syntheseplanung zu oQ.

Bei der Planung musste eine mdgliche Payne-Umlagerung bedacht werden.'*’ Folglich durfte
der letzte Schritt in der Synthese keine basische Entschiitzung sein, da das Epoxid geoffnet

werden konnte und somit die Stereoinformation verloren ginge.

6.2.1.1 Synthese von 7-Desazaguanin 41

7-Desazaguanin 38 war Uber eine Kondensation von 2,4-Diamino-6-hydroxypyrimidin mit
Bromacetaldehyd  zugdngig. Der Aldehyd wurde zundachst in situ  aus
Bromacetaldehyddiethylacetal generiert, um ihn in der Folgereaktion mit dem Pyrimidon zu
kondensieren. So wurde 7-Desazaguanin 38 in einer guten Ausbeute von 74% erhalten.'#
Die darauf folgende Chlorierung mit Phosphorylchlorid ergab Desazaguanosinderivat 39,
dass als Rohprodukt ohne weitere Aufreinigung in der nachsten Reaktion eingesetzt wurde.
Um Desazaguanosinderivat 40 zu erhalten wurde das exozyklische Amin in Pyridin mit
Pivaloylchlorid geschiitzt.}*® Die darauf folgende lodierung mit NIS ergab lodbase 41 in
87%.141
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Schema 11: Synthese zu lodbase 41. i) HCI, H,0, 90 °C, 0.5 h; ii) NaOAc, 2,4-Diamino-6-hydroxypyrimidin, H,0, 80 °C, 2 h,
74%; a) POCls, 90 °C, 4 h, 80%; b) PivCl, Pyridin, rt, 4 h, 45%; c) NIS, THF, rt, 1 h, 87%.

6.2.1.2 Synthese von Cyclopentan 43

Ausgehend von Cyclopenten 42 konnte in drei Schritten die gewilinschte Epoxyverbindung 43
synthetisiert werden. Zunadchst wurde die Acetonid-Schutzgruppe in Essigsdure (70%)
entfernt, um das entstandene Rohprodukt direkt mit einem sechsfachen Uberschuss an
TBSCI umzusetzen und das doppelt TBS-geschiitzte Cyclopenten 44 in 77% zu erhalten. Das
Epoxid wurde mittels meta-Chlorperbenzoesdaure (mCPBA) mit einer sehr guten Ausbeute
von 88% eingeflihrt. Die Stereochemie von Cyclopentan 45 konnte Uber 2D-NMR bestatigt
werden (vgl. Abbildung 33).
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Abbildung 33: 2D-NMR (NOESY) von Cyclopentan 45. a) Die Kopplung von H2 zu H3 ist hier verdeutlicht. b) Die Kopplung
von H2 zu einer der TBS-Schutzgruppen ist hier herausgehoben.
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Die basische Entschitzung zum freien Amin 43 lieferte lediglich in Ethanol eine sehr gute

Ausbeute von 87%. Dagegen konnten in Methanol nur 5% des gewlinschten Produkts erzielt

werden.!t®
TBSC TBSO "

><OD D Dp TBSO e
"™ 6 ¥ 1eso” L o P tso” Y o 9 D

HN - HN\{ - HN — T TBSO g
NH,

CCls CCl, CCl,
42 44 45 43

Schema 12: Synthese zu Epoxyverbindung 43. a) i) AcOH (70%), 40 °C, 20 h; ii) TBSCI, Pyridin, 40 °C, 20 h, 77%; b) mCPBA,
DCM, 0—-50°C, 5 h, 88%; c) EtOH, NaOH (2 m), rt, 13 h, 87%.

Die Einfihrung des Epoxids muss am geschiitzten Amin stattfinden, da sonst das Amin zur
Reaktion gebracht wird. Das freie Amin wurde einerseits von mCPBA zur Nitroverbindung
(57%) oxidiert, andererseits bildete sich mit Oxon® in Aceton das entsprechende Imin mit
85%.14°

6.2.1.3 Synthese und Analytik von Epoxyqueuosin
lodbase 41 wurde unter Vorbriiggen-Bedingungen mit 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-f3-D-

ribofuranose versetzt. Diese Glykosylierung ergab Nukleosid 46 in 52% Ausbeute. Darauf
wurde mit DABCO und CsOAc dechloriert, um 7-Desazaguanosin 47 zu erhalten. Die darauf
folgende Stille-dhnliche Formylierung konnte mit Hilfe eines Autoklavens verbessert werden.
Die Reaktion wurde unter 3 bar CO-Druck durchgefiihrt. Somit wurden 91% Ausbeute statt
der bislang moglichen 73% erreicht. Aldehyd 48 konnte in einer reduktiven Aminierung mit
Epoxid 43 verknipft werden. Das zunachst gebildete Imin wurde direkt mit NaBH4 zu dem
vollgeschitzten 0Q49 in 73% reduziert. Waren die Alkohole am Cyclopentanring
ungeschitzt, kdnnte in Kombination mit Base eine Payne-Umlagerung stattfinden. Daher
mussten zundchst die baselabilen Schutzgruppen entfernt werden. Dies konnte mit
methanolischer Natronlauge (0.5 M) verwirklicht werden. Die darauf folgende Entschiitzung
der TBS-Gruppen wurde ohne weitere Aufarbeitung mit HF-NEt; durchgefiihrt und ergab
Epoxyqueuosin 0Q 35 in 66%.1'> Ausgehend von Bromacetaldehyd und p(+)-Mannose ergibt

sich eine Gesamtausbeute von 0.9% Uber 22 Stufen.
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Schema 13: Synthese zu 0Q 35. a) 41, TMSOTf, BSA, MeCN, 50 °C, 2 h, 52%; b) CsOAc, DABCO, NEts, DMF, rt, 48 h, 57%; c)
Pd,(dba)s, CO, PPhs, BusSnH, Toluol, 55 °C, 3 bar, 1 h, 91%; d) i) 43, Benzol, 50 °C, 4 h; ii) NaBH4, MeOH, 0 °C, 1 h, 73%,; e) i)
NaOH in MeOH (0.5 m), rt, 24 h; ii) HF-NEts, DCM, rt, 2 h, 66%.

Die Struktur des Epoxyqueuosins wurde mittels NMR bestatigt. Um sicher zu stellen dass es
sich um das natirliche Stereocisomer handelt, wurde Escherichia coli (E. coli) unter
minimierten Bedingungen in einem 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) Medium
kultiviert, welches kein Vitamin B12 enthilt.1® Es ist bekannt, dass unter diesen
Bedingungen, also unter Vitamin B12 Mangel, keine Biosynthese von oQ zu Q durchgefiihrt
werden kann.'®® Die tRNA dieses E. coli Stammes wurde isoliert und enzymatisch verdaut.
Das Nukleosidgemisch wurde mittels HPLC-MS analysiert. Da die Konzentration der
Modifikation Epoxyqueuosin zu gering ist, um direkt vom UV-Detektor detektiert zu werden,
wurden die Proben an der LTQ Orbitrap gemessen. Im Massenfilter m/z=426.1619 + 0.004
fir [M+H]* war genau ein Signal zu sehen, welches der natirlichen oQ Modifikation
zugeschrieben werden konnte. Das synthetisch dargestellte Molekiil wurde ebenfalls unter
diesen Bedingungen gemessen und anschlieBend zu einem Verdau der E. coli RNA zugespikt.
Wie erwartet war auch hier lediglich ein Signal zu sehen (Abbildung 34), weshalb davon

ausgegangen werden kann, dass es sich hierbei um die nattrliche Modifikation handelt.1*
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UV-Analyse; A=260 nm m/z-Bereich: 426.1619 + 0.004 [M+H]* m/z-Bereich: 426.1619 + 0.004 [M+H]*
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Abbildung 34: Koinjektionsexperiment. a) Ein Ausschnitt der UV-Spur der Verdauprobe — zu sehen ist hier das Signal von
Adenosin 3. Die Konzentration von oQ 35 ist zu gering um ein UV-Signal zu detektieren (A=260 nm). b) Die Massenspur der
Verdauprobe m/z=426.1619 + 0.004 der protonierten Form von Epoxyqueuosin [M+H]*. c) Die Massenspur der
Verdauprobe und des konjizierten synthetisch dargestellten oQ 35 m/z=426.1619 * 0.004 der protonierten Form von
Epoxyqueuosin [M+H]*.

6.2.2 Synthese von der Hypermodifikation preQ1 (37)

Aldehyd 48 eroffnet nicht nur Wege zu noch nicht dargestellten 7-Desazamodifikationen
sondern auch eine verbesserte Synthesemoglichkeit zu bereits Synthetisierten wie zum
Beispiel preQl 37. Ebenso wie 0Q35 ist preQl 37 ein Biosynthesevorlaufer in der
Biosynthese von Queuosin 33 in Prokaryoten (siehe Kapitel 5.4). Bislang waren zwei
Synthesewege zu preQl bekannt. Die Gruppe um Goto entwickelte bereits 1986 eine
Synthese mit 17 Stufen und einer Gesamtausbeute von 2.6%.15! Cheng et al. publizierten
1997 einen klrzeren Weg mit nur zehn Stufen. Jedoch wurde hier lediglich eine

Gesamtausbeute von 0.4% erreicht.1>?

H HO
S a 77 M b) HO 8 /f
BzO o N N/ NHPjy — BzO o N N//kNHPiV—”—» o N N NH,
OBz OBz OBz OBz OH OH
48 50 37

Schema 14: Synthese zu preQ1 37. a) NH,0H-HCI, NaHCOs;, EtOH, -20 °C, 12 h, 65%; b) i) NiCl,-:6H,0, MeOH, NaBH4, 0 °C,
1 h; ii) NaOMe (0.5 m), rt, 12 h, 42%.

Die Reaktion von Aldehyd 48 mit Hydroxylamin ergab Oxim 50 mit einer Ausbeute von 65%.
Die darauf folgende Reduktion des Oxims zum Amin konnte mit Nickelchlorid®3%* und
Natriumborhydrid durchgefiihrt werden. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufarbeitung
mit Natriummethanolat entschitzt und ergab preQl. So ergibt sich ausgehend von
Bromacetaldehyd eine Gesamtausbeute von 2.1% in neun Stufen.14
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Der Versuch mit Ammoniak in Dioxan zu aminieren konnte nicht realisiert werden. Ebenso

konnte eine Reduktion ohne Nickelchlorid nicht beobachtet werden.

6.2.3 Synthesestudien zur Hypermodifikation Glutamyl-Queuosin gluQ (36)

Es ist noch immer nicht bekannt an welchen der Alkohole Glutamyl-Queuosin 36 mit der
Glutaminsdaure verestert ist. Es wurde postuliert, dass die Zucker-Derivate
Galactosyl-Queuosin (glaQ) und Mannosyl-Queuosin (manQ) (vgl. Abbildung 36) an dem
nicht-allylischen Alkohol gebunden ist.}3? Daher wurde im Folgenden zunichst Gberprift, ob
die Aminosaure an dem nicht-allylischen Alkohol gebunden ist. Bei der Syntheseplanung (vgl.
Abbildung 35) muss darauf geachtet werden, dass der Ester zwischen Queuosin und
Aminosaure basenlabil ist. Es dirfen daher keine Schutzgruppen eingesetzt werden die mit

einer Base entfernt werden.

HO,

o‘%’L L
HO,C NH,

74 [ NH
HO N N/)\NH
O Yinn, 2
CH OH
36

Abbildung 35: Retrosynthetische Schnitte in vier Grundbausteine bei der Syntheseplanung zu gluQ 36.

6.2.3.1 Synthese von Cyclopentenring 51

Die Entschiitzung der Acetonid-Schutzgruppe von Cyclopenten 42 wurde, wie in Kapitel
6.2.1.2, ebenfalls in Essigsdure realisiert. Statt eines sechsfachen Uberschusses an TBSCI
wurden hier nur 1.2 Aq eingesetzt. Somit konnte in 64% das einfach TBS-geschiitzte
Cyclopenten 51 erhalten werden. In 21% entstand das am nicht-allylischen Alkohol
einfach-TBS-geschiitzte Cyclopenten und in 9% das doppeltgeschiitzte. Nach der basischen

Entschiitzung des Amins konnte Cyclopenten 52 isoliert werden.

><o:® TBSO 850
o) / a) D b) D
= O HO -
HN — HN\{O — W’
CCly cely 2
42 51 52

Schema 15: Synthese zu Cyclopenten 52. a) i) AcOH (70%), 40 °C, 20 h; ii) TBSCI, Pyridin, rt, 20 h, 64%; b) MeOH, NaOH (2 m),
rt, 13 h, 50%.
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6.2.3.2 Synthese von Aminosaure 54

Zur Synthese des Aminosdurenbausteines wurde ausgehend von L-Glutaminsdure unter
Schotten-Baumann-Bedingungen mit N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-
OSu) und Natriumcarbonat die N°geschiitzte Aminosaure 53 hergestellt. Um das unter den
basischen Bedingungen zunachst entstandene Dianion zu isolieren musste bei der Extraktion
HCL (2 m) zugegeben werden. Nach Umbkristallisation aus einem
Ethylacetat/Isohexan-Gemisch (1:1) konnte die vollstindig protonierte Fmoc-geschitzte
Aminosaure 53 mit einer sehr guten Ausbeute von 92% in Form von farblosen Kristallen
erhalten werden. Die Veresterung der 6-Carboxygruppe konnte mit Trimethylsilylethanol
realisiert werden. Mit nur einem Aquivalent des Silylreagenz konnte eine leichte Priferenz
zur Reaktion der sterisch weniger gehinderten 6-Carboxygruppe beobachtet werden. So

wurde Aminosaure 54 synthetisch dargestellt.

NH, NHFmoc NHFmoc
H a H b !
OT(\/LCOZH o ONCOZH o \Si/\/ONCOZH
s} s} | o
53 54

Schema 16: Synthese zur geschitzten Aminosdure 54. a) Na,COs, MeCN/H,0 (1:1), Fmoc-OSu, rt, 0.5 h, 92%; b) DMAP,
TMSEtOH, DCC, MeCN, 0 °C, 23 h, 39%.

6.2.3.3 Synthesestudien zu gluQ (36)

Die Benzoyl- und Pivaloylschutzgruppen sind basenlabil. Daher eignen sich diese nicht fiur die
Synthesestrategie zum Glutamyl-Queuosin 36. Da die Aminosdure Uber eine Esterbindung
mit dem 7-Desazaguanosin verbunden ist kann auch diese Bindung bei der Entschiitzung
gebrochen werden. Folglich wurden zunachst die basenlabilen Schutzgruppen von
7-Desazaguanosin 47 in methanolischem Ammoniak entfernt. Ohne weitere Aufarbeitung
konnten die Alkohole in einer Folgereaktion zu Nukleosid 55 mit einer Ausbeute von 60%
TBS-geschiitzt werden. Die Stille-ahnliche CO-Insertion unter Druck konnte mit einer guten
Ausbeute von 57% durchgefiihrt werden und ergab Aldehyd 56. Die reduktive Aminierung
mit Cyclopenten 52 ergab Nukleosid 57 in 48%.

Die bisherigen Versuche der Veresterung von 57 mit 54 scheiterten allerding bislang alle.
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| O |
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Schema 17: Synthesestudien zu gluQ 36. a) i) NHs (1 N), 40 °C, 24 h; ii) TBSCI, Imidazol, DMF, 40 °C, 24 h, 60%; b) Pd,(dba)s,
CO, PPhs, BusSnH, Toluol, 55 °C, 3 bar, 1 h, 57%; c) i) 52, Benzol, 50 °C, 4 h; ii) NaBH4, MeOH, 0 °C, 1 h, 48%.

6.2.4 Synthese von Cyclopenten 42

Aufgrund der groRBen von Cyclopenten 42 bendtigten Mengen wurde die Synthese von Ovaa
gewahlt.’>> Ausgehend von D(+)-Mannose konnte Cyclopenten 42 iiber zehn Stufen mit einer
Gesamtausbeute von 41% synthetisch dargestellt werden. Zundchst wird hierfir die
Mannose Acetonid- und der bleibende freie Alkohol Acetyl-geschiitzt, um Ribose 58 zu
erhalten. In 64%iger Essigsdure wurde die endstdandige Acetonid-Schutzgruppe selektiv
abgespalten und die somit entstandene Ribose 59 konnte mit Trimethylformiat zum
Ameisensaure-Orthoester 60 Uberfiihrt werden. In Essigsdureanhydrid wurde Kohlendioxid
eliminiert und somit die in Zucker 61 vorhandene Doppelbindung eingefiihrt. Zucker 62
wurde durch Entfernen der Acetylschutzgruppe mit Kalium-tert-butanolat synthetisiert und
das Reaktionsgemisch das erste Mal mittels Destillation aufgereinigt. Es ergibt sich folglich

Uber sechs Stufen eine Gesamtausbeute von 69%.
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Die darauf folgende Wittig-Reaktion ergab Alkohol 63 mit 82%. Mit Hilfe des Grubbs |
Katalysators konnte der Ringschluss zu Cyclopenten 64 verwirklicht werden. Der freie
Alkohol wurde in einer sehr guten Ausbeute von 92% mit Trichloracetonitril geschiitzt, um
das entstandene Cyclopenten 65 zu erhalten. Mit einer Overmann-Umlagerung wurde

Cyclopenten 42 mit einer exzellenten Ausbeute von 93% isoliert.

0 HO
OH OH 7& O ~OAc 0. .0Ac
HO\/'\M 3 0 b)  HO )
O rresopr - e i e -
o N

OH OH

58 59
P o o
o AOL?_{_)‘ZNOAC \\S_Z.OAC OH
/ ) e) f)
oxc) T OXO M OXO mw*
60 61 62

o \ on NH ><OD
SR e
O)(O © ><D \io;
63

O
64 65 42
Schema 18: Synthese zu Cyclopenten 42. a) i) DMP, p-TsOH, 80 °C, 4 h; ii) Ac0, Pyridin, rt, 18 h; b) AcOH (64%), 55 °C, 3.5 h;
c) CH(OMe);, 100 °C, 0.5 h; d) Acz0, 130 °C, 5 h; e) KO'Bu, MeOH, 0 —rt, 5 min, 69% uber sechs Stufen; f) NaH, DMSO,
PMePhsBr, THF, 0—65 °C, 6 h, 82%; g) Grubbs I, DCM, rt, 24 H, 85%; h) CIsCCN, DBU, DCM, 0 —rt, 0.2 h, 93%; i) o-Xylol,
150 °C, 5 h, 93%.

3

Insgesamt konnte somit Cyclopenten 42 (ber neun Stufen mit einer Gesamtausbeute von

48% im Grammmalstab synthetisch dargestellt werden.

6.3 Synthese von 2-Methyladenosin mzA (34)

Im Rahmen dieser Dissertation wurden in Kooperationen mit der Gruppe um Bourquin die
Synthese von 2-Methyladenosin 34 m2A durchgefiihrt, um damit die Erkennung von m?A
durch murine Immunzellen zu untersuchen.’®® Die Synthese basierte auf der von

Dr. Briickl*®* ausgearbeiteten Synthese.

Das acetylgeschitzte, an Position 6 chlorierte Guanosin 30 (vgl. Kapitel 4.6.5) wurde mit
Amylnitrit, Cul und Diiodmethan umgesetzt, um die 2-Aminofunktion liber Diazotierung mit
lod zu substituieren. Das somit erhaltene lodnukleosid 66 wurde (ber eine Negishi-Kupplung
an Position 2 mit einer Methylgruppe substituiert, um Nukleosid 67 zu erhalten. In einem
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Schritt wurden die Hydroxygruppen entschitzt und das Chlor an Position 6 in die
Aminogruppe umgewandelt. Hierflir wurde Nukleosid 67 in Ammoniak einkondensiert und
Uber HPLC gereinigt, um m2A 34 zu erhalten. Somit konnte m?A ausgehend von Guanosin

Uber fiinf Stufen mit einer Gesamtausbeute von 26% synthetisch dargestellt werden.

Ci Cl
N X N BN
N N
</ f / f
ACOW o N N//kNHZ a) AcO. o <N N//I\I b)

— B ——

OAc OAc OAc OAc
30 66
Ci NH;
N
< -
AcO NP o HO AL
o N 2, oV N
OCAc OAc OH OH
67 34

Schema 19: Synthese zu m2A 34 ausgebend von Nukleosid 30. a) I, Cul, CHal;, Amylnitrit, THF, 70 °C, 2 h, 57%; b) ZnCl,,
MeMgCl, Pd(PPhs)s, THF, 0 °C—rt, 4 h, 81%; c) NHs3, rt, 48 h, 69%.

Mit Hilfe des synthetisch dargestellten m2A konnte die Gruppe um Bourquin erstmals
zahlreiche Hinweise fir eine partielle Rolle des Adenosinrezeptors A2A bei der Erkennung

von m?A sowie der darauffolgenden Interleukin-1 beta Reifung und Sekretion erhalten.1%®

6.4 Messungen zu den Hypermodifikationen galQ und manQ

Die in Abbildung 36 dargestellten Modifikationen Galactosyl-Queuosin (glaQ) und
Mannosyl-Queuosin (manQ) wurden im Rahmen einer Doktorarbeit von Dr. Thumbs*>’
synthetisiert. Aus der Literatur geht hervor, dass die entsprechenden Zucker an der
nicht-allylischen Hydroxygruppe in 3-Form gebunden sind.*32 Bislang wurde die Struktur der

Molekiile jedoch noch nicht bestatigt.
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Abbildung 36: Die Hypermodifikationen galQ und manQ in der postulierten 8-Form.

Um festzustellen, ob die synthetisch dargestellten Nukleoside den Natiirlichen entsprechen
wurde aus Schweineleber, bzw. Luftrohre extrahierte tRNA'*® enzymatisch verdaut.’>® Die
natirliche Probe wurde liber HPLC-MS vermessen und mit den synthetisch dargestellten

Nukleosiden wie bei der Bestimmung von oQ konjiziert.

In Abbildung 37a ist zu sehen, dass die natirliche Probe bei dem Massenfilter m/z=572.2198
+ 0.004 fiir [M+H]* zwei Signale zeigt. Mit den synthetisch dargestellten Molekiilen konnten
nun Koinjektions-Experimente durchgefiihrt werden. Bei der Koinjektion von galQ und
f-manQ ist in Abbildung 37c ein deutlicher Anstieg des Signals bei 27.12 min zu sehen.
Dieses Signal ist aufgrund von Koinjektion-Experimenten, in denen lediglich galQ zugegeben
wurde, dem synthetisch dargestellten galQ zuzuschreiben. Wie in der Literatur
beschrieben®3? handelt es sich im Fall von galQ um das kleinere der beiden Signale. Mit Hilfe

der NMR-Daten von Dr. Thumbs kann somit die Stereochemie von galQ bestatigt werden.

Das Chromatogramm in Abbildung 37d zeigt jedoch ein zusatzliches Signal bei 29.08 min.
Folglich ist das synthetisierte 8-manQ nicht die natiirliche Modifikation. Somit kann die
postulierte Struktur nicht stimmen. Das auf dem Syntheseweg als Nebenprodukt angefallene
Glycosyl-Queuosin (glcQ) konnte Uber Koinjektion ebenfalls als natirlich vorkommende
Modifikation ausgeschlossen werden. Eine weitere Moglichkeit stellt die a-Form (a-manQ,
vgl. Abbildung 38) der Mannose dar. Die Koinjektion dieses Isomers ergibt ein in Abbildung
37c dargestelltes Chromatogramm, in welchem eine Schulter knapp vor dem gesuchten,
natirlichen Nukleosid zu sehen ist. Die MS/MS Experimente (Abbildung 37b,e,f) ergeben,
dass die synthetisch dargestellten Molekile mit den Natirlichen Ubereinstimmen.

Eventuelle Abweichungen der Signale riihren vom chemischen Hintergrund her.
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Abbildung 37: LCMS-Spektren mit Fragmentierung in der lonenfalle. a) LCSM-Spektrum vom enzymatischen Verdau. b)
Fragmentierungs-Spektrum in der lonenfalle von der natirlichen Probe (Signale bei 25.55). c¢) LCMS-Spektrum vom
enzymatischen Verdau mit zugespiktem synthetisch dargestellten galQ und f-manQ. d) LCMS-Spektrum vom
enzymatischen Verdau mit zugespiktem synthetisch dargestellten galQ und a-manQ. e) Fragmentierungs-Spektrum in der
lonenfalle vom synthetisch dargestellten 8-manQ (Signale bei 29.50). f) Fragmentierungs-Spektrum in der lonenfalle vom
synthetisch dargestellten a-manQ (Signale bei 24.68).
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AbschlieBend konnte noch das Nukleosid synthetisch dargestellt werden, welches tber die
allylische Hydroxygruppe (Abbildung 38) an Mannose verknlpft ist. Denn das NMR der

Originalliteratur deutet mit einer Kopplungskonstante J<1 Hz auf eine 8-Verknipfung hin.

HOOH
HO.
HO HO 0
o HoC D D
HO o" HO" .
HN 0 HN e}
HO y ] /'t\'\H y i NH
HO N7 N7 NHPiv HO N7 N7 T NHPiv
0 0
OH OH OH OH
a-manQ

allylisch verkniipftel g-manQ

Abbildung 38: Das synthetisch dargestellte jedoch ausgeschlossene a-manQ und die Alternative, bei der die f3-Mannose
Uber die allylische Hydroxygruppe verknipft ist.

Mit Hilfe natlrlicher Proben und der massenspektroskopischen Untersuchungen konnte die

Struktur von galQ bestatigt und die postulierte Struktur von manQ'3? widerlegt werden.
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6.5 Ausblick

Das nun synthetisch zugangliche Epoxyqueuosin konnte {ber das entsprechende
Phosphoramidit in einen RNA-Strang eingebaut werden. Somit wadren Kristallisations-
Experimente moglich, um eine Kristallstruktur der Eisen-Schwefel-Reduktase und dessen
Substrat im Komplex zu erhalten. Hierfliir ware es denkbar, ein nicht aktives Derivat es
Coenzym Vitamin B12 zu verwenden, um die Reaktion zu Queuosin zu hemmen. Ferner

konnte ein Isotopenmarkierter Standard in der Quantifizierung eingesetzt werden.

Ferner kénnte die Synthese zu dem hypermodifizierten Glutamyl-Queuosin lber zahlreiche

Optimierungen'®®-163 der Veresterung ablaufen.

Ferner konnten fir die Aufklarung der Struktur von manQ, neben der Synthese der
alternativen Strukturen, die enzymatischen Hydrolysate der tRNA mit sauren Puffern
inkubiert werden. Somit wirde eine glykosidische Spaltung erzeugt werden und es kénnte
moglich sein, eine Aussage Uber die Verknipfung des Zuckers zu erhalten. Eine Verknipfung
Uber den allylischen Alkohol kénnte labiler sein, als die Verknlpfung lber den nicht-

allylischen Alkohol.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Material und Methoden

Allgemein

Alle Reaktionen unter Wasser- und Sauerstoffausschluss wurden in ausgeheizten (Ofen oder
Heilluftpistole) Glasgeraten unter Stickstoff- oder Argonatmosphare durchgefiihrt.
Wasserfreie Losemittel oder Reagenzien wurden mittels einer Kaniile oder Spritze in das
ReaktionsgefalR Gberfiihrt. Das Entfernen der Losemittel in vacuo erfolgte am Membran-
pumpenvakuum mit den Rotationsverdampfern Laborota 4000 efficient bzw. Hei-VAP
Advantage der Firma Heidolph oder RV 05-ST der Firma Janke und Kunkel. Alle
Reaktionsprodukte wurden am Hochvakuum (102 — 103 mbar) getrocknet. Wéssrige
Lésungen von HPLC-aufgereinigten Produkten wurden in fllissigen Stickstoff eingefroren und
mittel Alpha 2-4 LDplus Lyophilisator der Firma Christ am Olpumpenvakuum getrocknet.
Kleinere Mengen an wassrigen oder diversen organischen Losungen wurden mit einer
SpeedVac Plus SC110A bzw. SpeedVacSPD111V der Firma Savant entfernt. Molekularsieb
(3A) wurde vor Verwendung fiir mehrere Tage bei 100 °C oder tiber Nacht im Sandbad bei
300 °C getrocknet.

Diinnschichtchromatographie

Es wurden Aluminium-Fertigplatten Kieselgel 60 F254 (Schichtdicke 0.25 mm) der Firma
Merck verwendet. Die Detektion der Substanzen erfolgte mittels UV-Licht (A = 254 nm bzw.
366 nm) oder durch Anfirben mit Tauchreagenzien wie Anisaldehyd-Losung (2.2 g
Anisaldehyd, 2 mL konz. H2SOs4 und 100 mL Eisessig), Ninhydrin-Lésung (1.5 g Ninhydrin,
100 mL, n-Butanol, 3 mL Eisessig) oder Cer-Losung (2.5 g Ce(SOa)2-H20, 2.5 g H3M012040P,
6 mL H;SO4 (konz.), 94 mL H,0). Die Platten wurden anschlieBend mit einer HeiRRluftpistole
erhitzt.

Enzymatischer Verdau

Die RNA-Probe wurde fiir 3 min auf 99 °C bei 900 rpm inhibiert und im Anschluss fir 5 min

auf 0 °C abgekdhlt. Es wurden je 12 ug RNA mit ddH;0 auf ein Volumen von 100 pL gebracht

und mit 10 uL ZnSO4 (1 mm) und 2 pL Nuklease S1 (4.6 uL Stock auf 20.4 pL ddH,O —

Aspergillus oryzae, Sigma Aldrich) versetzt. Die Losung wurde fiir 3 h bei 37 °C mit 0 rpm

inkubiert. Darauf wurden 12 uL EDTA-Naz (1 mm), 2 uL Snake Venom Stock (Crotalus
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adamanteus venom, USB Corporation) und 2 pL Antarctic Phosphotase Stock (New England
Biolabs) zugegeben und fiir 3 h bei 37 °C und 0 rpm inkubiert. Die Losung wurde fir 15 min
bei 13400 rpm zentrifugiert und 105 pL vom Uberstand abgenommen. Diese 105 pL wurde

fr die Koinjektions-Experimente benutzt.
Losemittel und Chemikalien

Lésemittel und Chemikalien wurden - soweit nicht anders angegeben - von den Firmen
Acros, Aldrich, Fluka, Merck und Sigma in den kommerziell erhaltlichen Qualitaten puriss., p.
a. oder purum eingesetzt. Trockene Losemittel wurden von den Firmen Acros und Fluka mit
einem Wassergehalt < 50 ppm bezogen. Fiir Anwendungen an der HPLC und MS-Studien
wurde Wasser durch eine Milli-Q Plus Anlange der Firma Milllipore deinoisiert. Losemittel fir
Extraktionen und sdaulenchromatographische Aufreinigungen waren von technischer Qualitat
und wurden vor Verwendung destilliert. Fir HPLC-basierende Auftrennungen wurden
Loésemittel der HPLC-Qualitat gradient grade von den Firmen Fisher, Sigma-Aldrich und VWR

bezogen.
LC-ESI-MS/MS Methode

Die LC-ESI-MS/MS Analyse wurde an einem Agilent 1290 UHPLC System und einem Agilent
6490 Triple-Quadrupole Massenspektrometer gemessen. Die Nukleoside wurden im selected
reaction monitoring Modus (SRM) fiir positive lonen gemssen. Generel waren die Quelle-
abhangigen Paramenter wie folgt: Gas Temp 50 °C, Gas Flow 15 L/min (N2), Nebulizer 30 psi,
Sheath Gas Heater 275 °C, Sheath Gas Flow 11 L/min (N2), Capillary Voltage 2500 V und
Nozzle Voltage 500 V. Fir die Analyse wurde eine Zorbax RRHD SB-C8 Saule von Agilent (1.8
um, 2.1 mm x 150 mm) benutzt. Die Verbindungen wurden uber Puffer E/Puffer F-
Gradienten separiert: 0 = 5 min; 0 - 3.5% Puffer F; 5 - 6.9 min; 3.5 - 5% Puffer F; 6.9 >
7.2 min; 5 > 80% Puffer F; 7.2 = 10 min; 80% Puffer F; 10 - 10.3 min; 80 - 0% Puffer F;
10.3 = 12 min; 0% Puffer F. Die Sdulentemoeratur wudre auf 30 °C eingestellt. Die Flussrate
war 0.4 mL min~! und das Injektionsvolumen 10 pL. Der Vorlauf bis 1.5 min und der Nachlauf
ab 9 min (insgesamt 12 min) wurden zum Abfall umgeleitet. Der Autosampler wurde auf
10 °C gekihlt. Verbindungsabhangige Parameter: Die Fragemtierung wurde bei 300V
durchgeflihrt. Delta EMV war 300, CE [V] (collision energy): 5; CAV (collision cell accelerator
voltage): 5; EMV: electron multiplier voltage; MS1 Resolution: enhanced; MS2 Resolution:
enhanced; Dwell time [ms]: 240; Adenosinmonophosphat: Mutterion — m/z=348.0704
[M+H]*; Produktion: Adenin — m/z=136.0618 [M+H]*; Adenosin: Mutterion — m/z=268.1040
[M+H]*; Produktion: Adenin — m/z=136.0618 [M+H]".
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Hochauflésende Massenspektroskopie (HRMS)

Hochauflésende Massenspektren wurden von der Abteilung Massenspektroskopie des
Departments Chemie der Ludwigs-Maximilians-Universitat Minchen aufgenommen. Fir ESI-
Massenspektren wurde ein Thermo Finngan LTQ-FT Spektrometer mit ESI-Quelle verwendet.

El-Massenspektren wurden mit einem Varian MAT 95 aufgenommen.
HPL-Chromatographie

Die analytische als auch praparative reversed phase (rp) Chromatographie wurde auf den
Anlagen 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 (Firma Merck-Hitachi) oder
2487 Dual A-Absorbance Detector, 1525 Binary HPLC Pump, 2695 Separations Module und
2996, bzw. 996 Photodiode Array Detector (Firma Waters) durchgefiihrt. Bei den Entgasern
handelte es sich um die jeweiligen Modelle der Hersteller. Die praparativen Trennungen
wurden auf folgenden rp Saulen durchgefiihrt: CC 250/10 Nucleosil 100-7 C18 oder CC
250/10 Nucleodur 100-7 C18 (Firma Macherey-Nagel). Fur die analytischen HPLC
Trennungen wurden die Saulen CC 250/4 Nucleosil 4 120-3 C18 und CC 250/4 Nuceodur 4
120-3 C18 (Firma Macherey-Nagel) eingesetzt. Soweit nicht anders beschrieben, wurden fir
die Trennung von Nukleosiden folgende Puffersysteme verwendet: Puffer A (2 mm HCOONH4
in H20, pH 5.5) mit Puffer B (2 mm HCOONH, in H,0/MeCN 20/80, pH 5.5); Puffer C (0.1 m
Triethylamin/Essigsdure in H,0) mit Puffer D (0.1 m Triethylamin/Essigsaure in 20% H.0 und
80% MeCN); Puffer E (0.0085% Ameisensdure in H,0) mit Puffer F (0.0085% Ameisensaure in
MeCN). Die analytische HPLC Flussrate was 0.5 mL/min und die praparative HPLC Flussrate
war entweder 5 mL/min oder 15 mL/min. Messungen an der Hochauflésenden Masse

erfolgten mit Puffer A und B (Orbitrap), beziehungsweise mit Puffer E und F (TripleQuad).
HPLC-ESI-MS

Die Proben (1 — 100 pL Injektionsvolumen) wurden per HPLC-ESI-MS auf einer Thermo
Finnigan LTQ Orbitrap XL massenspektrometrisch analysiert und (iber einem Dionex Ultimate
3000 HPLC System chromatographisch aufgetrennt. Als stationdare Phase wurde eine
Uptisphere 120-3HDO Saule von Interchim und eine EC 125/2 Nucleosil 120-3-C8
Macherey-Nagel verwendet, wobei die Sdulentemperatur konstant auf 30°C gehalten wurde.
Der FluR der mobilen Phase betrug 0.15 mL/min, und diese wurde direkt in die lonenquelle
injiziert, ohne vorheriges Splitting. Die Proben wurden im positiven lonisierungsmodus tber
den vollen Messbereich von m/z 120-1000 mit einer Aufldsung von 30.000 gemessen. Die
Parameter des Massenspektrometers wurden mit einer frisch angesetzten Adenosinldsung

(5 mm) in Puffer C kalibriert. Folgende Parameter wurden eingestellt: sheath gas flow Rate,
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16 arb; auxiliary gas flow Rate, 11 arb; sweep gas flow Rate, 6. Experimenteller Teil 97 4 arb;

spray voltage 5.0 kV; Kapillartemperatur, 200°C; Kapillarspannung 12 V, tube lens 60 V.
Infrarot-Spektroskopie

Infrarotspektren (IR) wurden an einem Perkin-Elmer 281 Spektrometer mit Diamant-ATR-
Einheit verwendet und die Substanzen als Reinsubstanzen gemessen. Die Charakterisierung
der Banden erflogt nach folgenden Abkirzungen: vs (very strong), s (strong), m (medium), w
(weak), br (broad). Die Absorption wurde in Wellenzahlen (cm™) angegeben. Der

Aufnahmebereich erstreckte sich von 600 - 4000 cm™1.
Kernresonanzspektroskopie

'H-Kernresonanzspektra (*H-NMR) mit einer Auflésung von 200 MHz wurden bei RT mit den
Geraten Varian Oxford 200 und Varian Mercury 200 VX aufgenommen. 'H- bzw. 3C-
Kernresonanzspektren (*H- bzw. !3C-NMR) hoherer Feldstirke wurden von der
Kernresonanzabteilung des Departments Chemie der Ludwigs-Maximilians-Universitat
Miunchen erstellt, wobei die Gerate Bruker AC 300, Varian XL 400 sowie Bruker AMX 600
verwendet wurden. In Klammern wurden die benutzten Messfrequenzen in MHz und das
jeweilige Losemittel vermerkt. Die chemischen Verschiebungen (6) wurden in ppm relativ zu
dem externen Standard TMS (Tetramethylsilan, 6 = 0 ppm) angegeben. In Klammern wurden
jeweils die Messfrequenzen in MHz sowie das Losemittel vermerkt. Die Kopplungkonstanten
(/) wurden in Hz angegeben. Signalmultiplizitdten sind als s = Singulett (bzw. brs fir breites
Singulett), d = Dublett, t = Triplett und m = Multiplett, sowie gegebenenfalls deren
Kombinationen gekennzeichnet. Signalzuordnungen wurde anhand von COSY-, HSQC-,
HMBC- und NOESY-Spektren bestimmt.

Saulenchromatographie

Die Siulenchromatographie wurde nach der Flash-Methode mittels N»-Uberdruck bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Hierzu wurde Kieselgel 60 der Firma Merck (Korngrofie
0.040-0.063 mm) verwendet. Die Losemittelgemische wurden in Volumenanteilen

angegeben.
Schmelzpunkt

Zur  Schmelzpunktbestimmung  wurde eine Biichi  Melting  Point  B-540

Schmelzpunktapparatur verwendet. Die Schmelzpunkte wurden nicht korrigiert.
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7.2 Synthese der Formamido-Edukte

NH, Ox NH, 0O Ox 0
H,N
- o~
H,N" N H,N ;\{) HNT "N” TNH, H,N N//LNHQ
2 13
0 0 Ox
NH; S NH N0

ON HN HN
ﬂ = f/L R — ll)l
o
HNT N7 TNH, HoN” N7 NH, HNT N 70 HoN™ N7 0

17 15

Abbildung 39: Synthese der Formamidopyrimidin-Derivate. a) HCO,H, HCl, rt, 7 d, 72%; b) NaNO,, NH,CHO, HCO;H, Na,S,0s,
60—110 °C, 1.5 h, 73%; c) H,0, HCO,H, HCO,Na, Pd/C, 100 °C, 3 h, 79%; d) NaNO,, NH,CHO, Na,S,05,60 — 110 °C, 1.5 h,
39%.

7.2.1 4,6-Diamino-5-formamidopyrimidin (FaPyA, 2)81

= NH
N
HN \¥\|1
HoN" 4N
3

4,5,6-Triaminopyrimidine (310 mg, 2.48 mmol, 1.0 Aq) wurde in Ameisensiure (20 mL)
suspendiert. Das LM wurde nach sieben Tagen in vacuo eingeengt und der Riickstand aus

Wasser kristallisiert um FaPyA (273 mg, 72%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tzer: 280 °C;

'H-NMR (400 MHz, De-DMSO0): 6=9.13 (s, 1H; NH), 8.13 (s, 1H; HC2), 8.10 (d, 3JcHo,ni=1.08 Hz,
1H; CHO), 7.44 ppm (s, 4H; NH,);

13C-NMR (101 MHz, Dg-DMSO): 6=161.7 (CO), 155.8 (C2), 149.3 (2C; C4, C6), 92.4 ppm (C5);
IR (cm™): v=3410 (w, NH3), 3244 (m, NH3), 3131 (m, NH3), 1642 (s, NHCHO), 1623 (s,
NHCHO) und 1589 (s, NHCHO);

HRMS (ESI+): ber. fir: [CsHgNsO]* 154.0723, gefunden: 154.0726 [M+H]*.
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7.2.2 2,4-Diamino-6-0x0-5-formamidopyrimidin (FaPyG, 13)82

OI—?N 60 1

5] //’\'C;

HN 4N NH,
2,4-Diamino-6-hydroxypyrimidin (1g, 7.93 mmol, 1.0Aq) und Natriumnitrit (498 mg,
7.22 mmol, 0.9 Aq) wurden in Formamid (6 mL) suspendiert und fiir 0.5 h auf 60 °C geriihrt.
AnschlieRend wurde langsam Ameisensiure (1.26 mL, 33.30 mmol, 4.2 Aq) zugetropft wobei
sich die Suspension rosa farbte. Das RG wurde 1h bei 110°C gerihrt um solang
Natriumdisulfit zugegeben bis die Suspension sich gelb farbte. Das RG wurde auf rt
abgekiihlt, abfiltriert und der Filterkuchen mit kaltem Wasser gewaschen. Der Filterkuchen
wurde aus Wasser (50 mL) umbkristallisiert und das farblose Produkt (978 mg, 73%) in vacuo

getrocknet.

Tzer: 305 °C;

1H-NMR (400 MHz, Dg-DMSO): 6=10.01 (s, 2H; NH), 8.47 (d, 3Jcronn=1.64 Hz, 1H; CHO), 7.83
(d, 3Jnn,cHo=11.52 Hz, 1H; NH), 7.73 (d, 3Jcionn=11.64 Hz, 1H; CHO), 6.21 (s, 2H; NH,), 6.14 (s,
2H; NH3), 6.01 (s, 2H; NH3), 5.78 ppm (s, 2H; NH);

13C-.NMR (101 MHz, Dg-DMSO): 6=167.3 (CO), 161.9 (CO), 161.0 (2 x C6), 160.4 (C4), 159.9
(C4),153.8 (C2), 153.7 (C2), 89.1 (C5), 89.0 ppm (C5);

IR (cm™): v =3360 (w, NH,), 1627 (s, CONH), 1607 (s, NHCHO), 1394 (m, NH) und 707 (m, Ar);
HRMS (ESI-): ber. fir: [CsHeNsO2] 168.0527, gefunden: 168.0527 [M-H]".

7.2.3 2,4,6-Triamino-5-formamidopyrimidin (FaPyDN, 16)83

S NH

HN S\Nn
5
QP

5-Nitroso-2,4,6-triaminopyrimidin (500 mg, 3.24 mmol, 1.0 Aq) wurde in Wasser (1.6 mL)
suspendiert, mit Ameisensdure (0.32 mL, 12.98 mmol, 4.0 Aq) und Ammoniumformiat
(102 mg, 1.62 mmol, 0.5 Aq) versetzt und bei rt fir 5 min geriihrt. AnschlieBend wurde
Palladium Uiber Kohlenstoff (10%ig, 8 mg) zugegeben und fiir 3 h bei 100 °C riihren. Dem RG
wurde Wasser (10 mL) zugegeben, heil} filtriert und der Filterkuchen in vacuo getrocknet um

das Produkt (431 mg, 79%) als orangen Feststoff zu erhalten.
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Tzer: 215 °C;

1H-NMR (400 MHz, De-DMSO): 6=8.49 (s, 1H; NH), 8.04 (d, 3JcHonn=1.24 Hz, 1H; CHO), 5.62
(s, 4H; C4NH; and C6NH,), 5.57 ppm (s, 4H; C2NH,);

13C-NMR (101 MHz, De-DMSO0): 6=166.8 (CHO), 161.6 (C2), 160.2 (2C; C3, C6), 86.8 ppm (C5);
IR (cm™): v =3009 (m, br, NH3), 1620 (s, NHCHO) und 1561 (s, NHCHO);

HRMS (ESI+): ber. fir: [CsHoNeO]* 169.0832, gefunden: 169.0831 [M+H]*.

7.2.4 4-Amino-2,6-dihydroxy-5-formamidopyrimidin (FaPyX, 15)

X OH
N
HN. A
2

2
H2N4§//I\OH

4-Amino-2,6-dihydroxypyrimidin (500 mg, 3.93 mmol, 1.0 Aq) und Natriumnitrit (271 mg,
3.93 mmol, 1.0 Aq) wurde in Formamid (2.5 mL) suspendiert und 0.5 h bei 60 °C geriihrt.
AnschlieRend wurde langsam Ameisensiure (0.74 mL, 19.67 mmol, 5.0 Aq) zugetropft wobei
sich die Suspension rosa farbte. Nach 1 h wurde eine Spatelspitze Natriumdisulfit zugegeben,
das RG auf rt abgekihlt und gefiltert. Der Filterkuchen wurden mit Ethanol gewaschen und

in vacuo getrocknet um FaPyX 15 (261 mg, 39%) als orangfarbenen Feststoff zu erhalten.

Tzer: 381 °C;

1H-NMR (400 MHz, De-DMSO0): 6=10.43 (s, 1H; NH), 10.37 (s, 1H; NH), 10.06 (s, 2H, 2 x NH),
8.53 (s, 1H; NH), 8.02 (d, 3JcHo,nn=1.48 Hz, 1H; CHO), 7.94 (d, 3Juconn=11.56 Hz, 1H; NH), 7.70
(d, 3Jchonk=11.56 Hz, 1H; CHO), 6.31 (s, 2H; NH,), 6.04 ppm (s, 2H; NH>);

13C.NMR (101 MHz, De-DMSO): 6=167.6 (CHO), 166.0 (CHO), 163.0 (C2), 161.7 (C2), 161.6
(2 x C6), 151.3 (C4), 150.2 (C4), 86.7 (C5), 86.1 ppm (C5);

IR (cm™): v =3362 (w, NH2), 3189 (m, OH), 1739 (m, CO) und 1639 (s, CONH);

HRMS (ESI-): ber. fiir: [CsHsN4O3]~ 169.0367, gefunden: 169.0368 [M-H] .
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7.3 Synthese der Referenzverbindungen fiir prabiotische
Koinjektions-Experimente

7.3.1 Synthese von f3-pA (5) und f3-pN (22)

O. .OAc Cl =N NH,
N \/8\{ o N \2\\(
.- ; b) N
AcO' Y7 'OAc . N
= AcO" HO

GAC OAC

25 26 5

Schema 20: Syntheseweg zu 8-pA 5 und 3-pN 22. a) 26, TMSOTT, BSA, 60 °C, 24 h, 57%; b) NHs, rt, 41 h, 62%,; c) MgO,
THF/MeOH, Pd/C, H,, rt, 1 h, 94%; d) NH3, rt, 18 h, 64%.

7.3.1.1 f3-p-Ribopyranose-1,2,3,4-tetraacetat (25)84
0. .OAc

5
Y
AcO" 377 2"0Ac
OAc
D-Ribose (5.0 g, 33.30 mmol, 1.0 Aq) wurde in Pyridin (20 mL) geldést und auf 0 °C gekiihlt.
Uber einen Zeitraum von 90 min wurde Ac2O (20.0 mL, 0.22 mol, 6.5 Aq) zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde 5 h bei 0 °C gertihrt und anschlieRend tiber Nacht bei 4 °C gelagert.
AnschlieBend wurde die Reaktionslosung in Eiswasser (100 mL) gegeben und mit Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde mit wassriger HCl-Losung (1 m)
gewaschen, lGber MgS0O4 getrocknet, filtriert und das LM wurde in vacuo entfernt. Nach
Umkristallisation aus Methanol (10 mL) wurde der Zucker 25 (6.24 g, 61%) als farblose
Kristalle und ein Gemisch der a- und 3-Form (3.84 g, 36%) als farbloses Ol erhalten.

Smp: 109 °C; R¢ (iHex/EtOAc = 1:1): 0.55;

IH-NMR (599 MHz, CDCls, 27°C): 6=6.02 (d, 3Jucinc2=4.8 Hz, 1H; HC1), 5.47 (dd,
3Jucac2=3.4 Hz, 3ucspca=3.4 Hz, 1H; HC3), 5.14 (m, 1H; HC4), 5.03 (m, 1H; HC2), 4.01 (dd,
3Jacs ica=3.4 Hz, Yhacs bcs=12.4 Hz, 1H; HaC5), 3.90 (m, 1H; HbCS), 2.12 (s, 3H; CH3), 2.09 (s,
3H; CH3), 2.08 (s, 3H; CH3), 2.08 ppm (s, 3H; CH3);
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13C-.NMR (151 MHz, CDCls, 27 °C): 6=169.9 (CO), 169.8 (CO), 169.4 (CO), 168.7 (CO), 90.89
(C1), 67.3 (C2), 66.2 (C3), 66.1 (C4), 62.7 (C5), 20.8 (CH3), 20.8 (CH3), 20.7 (CH3), 20.6 ppm
(CH3);

IR (cm™!): ¥ =1739 (s, CO), 1209 (s, COC) und (w, CH);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C13H1sNaOs]* 341.0843, gefunden: 341.0840 [M+Na]*.

7.3.1.2 6-Chlorpurin (26)

Cl
8

7
5</N 15 \)N1
9ﬁ 4 rgl/ 2
Hypoxanthin (1.4 g, 10.27 mmol, 1.0 Aq) wurde in Phosphorylchorid (7 mL) suspendiert und
bei 90 °C fur 5 h gertihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und der Rickstand vorsichtig mit
Wasser gequenched. Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat mit Ammoniak konz. auf
pH = 3 gebracht und erneut filtriert. Der Filterkuchen wurde mit kaltem Wasser und kaltem
Diethylether gewaschen und in vacuo getrocknet um 6-Chlorpurin (1.25g, 85%) als

gelblichen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 193 °C; Rf (DCM/MeOH = 3:1): 0.89;

1H-NMR (400 MHz, Dg-DMSO): 6=8.74 (s, 1H; HC2), 7.69 ppm (s, 1H; HC8);
IR (cm™): v =1063 (w, Ar), 1603 (s, C=N) und 1571 (s, C=N);

HRMS (ESI+): ber. fir: [CsH2CINg]” 152.9973, gefunden: 152.9972 [M-H] .

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Werte tberein.'®*

7.3.1.3 6-Chlor-9-(2',3',5'-tri-0-acetyl-f3-D-ribopyranosyl)-9H-adenin (27)
8 7

g 0O N/ 6

R AN

AcO" 372 "OAc3 2
OAc

Unter Luftausschluss wurden Acetylribose 25 (161 mg, 0.51mmol, 1.9Aq) und
6-Chlorpurin 26 (40 mg, 0.26 mmol, 1.0 Aq) in Acetonitril (1 mL) suspendiert und N,O-Bis-

—

(trimethylsilyl)-acetamid (0.11 mL, 0.47 mmol, 1.8 Aq) wurde zugegeben. Das RG wurde auf
60 °C erwarmt und nach 0.5 h mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (0.09 mL, 0.51 mmol,
2.0 Aq) versetzt. Nach 24 h wurde das RG auf rt gebracht, in EtOAc aufgenommen und
dreimal gegen ges. NaHCO3 gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit EtOAc

reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tUber MgSO4 getrocknet, filtriert
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und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (iHex/EtOAc
=1:1 - 1:4) gereinigt um Nukleosid 27 (46 mg, 57%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 75— 77 °C; R¢ (iHex/EtOAc = 2:1): 0.29;

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6=8.78 (s, 1H; C8), 8.26 (s, 1H; C2), 6.06 (d, *Juci nc2'=9.68 Hz, 1H;
HC1'), 5.85 (dd, 3Jucs Hca'=2.32 Hz, 3Jucs' ne2'=2.52 Hz, 1H; HC3'), 5.66 (dd, 3Juca2' 1e3'=2.84 Hz,
Yy n=9.68 Hz, 1H; HC2'), 525 (ddd, 3Jucanca=2.84Hz,  *Juca macs=5.76 Hz,
3Juca wbes =10.80 Hz, 1H; HC4'), 4.11 — 4.07 (m, 1H; HaC5'), 4.05 — 3.99 (m, 1H; HbC5'), 2.27
(s, 3H; CHs), 2.05 (s, 3H; CH3), 1.78 ppm (s, 3H; CHs).

13C.NMR (101 MHz, CDCl3): 6=169.7 (CO), 169.3 (CO), 168.7 (CO), 152.4 (C2), 151.7 (C4),
151.6 (C6), 143.2 (C8), 131.7 (C5), 79.0 (C1'), 68.0 (C3'), 67.8 (C2'), 65.7 (C4'), 63.8 (C5'),
20.8 (CHa), 20.5 (CHs), 20.2 ppm (CHs).

IR (cm-1): ¥ =1746 (s, CONH), 1591 (m, Ar), 1562 (m, Ar), 1370 (m), 1241 (s), 1196 (vs, COC);
HRMS (ESI+): ber. fiir: [C1sH15CIN4O7]* 413.0859, gefunden: 413.0859 [M+H]*.

7.3.1.4 9-f3-D-Ribopyranosyladenin (5)

g O N N
LT
HO" 32 "0OH 3 2

OH
In ein Druckrohr mit Nukleosid 27 (20 mg, 0.05 mmol) wurde Ammoniak einkondensiert und

bei rt fiir 41 h gerihrt. Nach Abdampfen des Ammoniaks wurde das Rohprodukt mittels HPL

Chromatographie gereinigt um Nukleosid 5 (8 mg, 62%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tzer: 241 °C;

1H-NMR (600 MHz, CDsOD): 6=8.24 (s, 1H; C8), 8.18 (s, 1H; C2), 5.75 (d, 3Jc1’ Hc2'=9.28 Hz,
1H; HC1'), 4.27 (dd, 3Jnc2 Hea'=2.84 Hz, 3o mc1'=9.32 Hz, 1H; HC2'), 4.21 — 4.20 (m, 1H;
HC3'), 3.94 (ddd, 3Juca’ e3'=2.58 Hz, 3Juca’ wbes'=4.92 Hz, 3Jnca' Hacs'=10.62 Hz, 1H; HC4'), 3.89
(dd, 2Jnacs' Hbes'=10.44 Hz, 3Jnacs' Hea'=10.68 Hz, 1H; HaC5'), 3.77 ppm (dd, 3Jubes’ Hea'=5.16 Hz,
%Jubes' Hacs'=10.44 Hz, 1H; HbC5');

13C-NMR (101 MHz, CDs0D): 6=155.9 (C4), 152.4 (C2), 149.6 (C6), 140.2 (C8), 118.8 (C5), 80.8
(C1'),71.4 (C3'), 68.8 (C2'), 66.7 (C4'), 65.2 ppm (C5');

IR (cm™): v =3215 (m, OH), 2939 (w, CH), 1663 (m, NH2) und 1047 (m, COC);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C10H14Ns04]* 268.1040, gefunden: 268.1039 [M+H]*;

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D - 80% HPLC Puffer C, 20% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionszeit = 15.3 min; Fluss 5 mL/min; Sdule: VP 250/10 Nucleodur

100-5 C18ec.
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7.3.1.5 9-(2',3',4 -Tri-0-acetyl-f3-D-ribopyranosyl)-9H-purin (32)90

Nukleosid 27 (29 mg, 0.07 mmol, 1.0 Aq) wurde in THF abs. (1 mL) gelést und MeOH abs.
(2 mL) zugeben. Magnesiumoxid (3 mg, 0.07 mmol, 1.0 Aq) und Palladium auf Aktivkohle
(10%, 7 mg) wurden zugeben und es wurde unter Normaldruck Wasserstoff fir 1 h in die
Reaktion eingeleitet. Das RG wurde filtriert und das LM in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch gereinigt (DCM/MeOH = 100:1) um Nukleosid 32 (25 mg,

94%) als farblosen Schaum zu erhalten.

Tschm.: 167 — 169 °C; Rf (DCM/MeOH = 5:1): 0.25;

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=9.17 (s, 1H; HC6), 9.03 (s, 1H; HC2), 8.23 (s, 1H; HC8), 6.12 (d,
3Juct me2=9.78 Hz, 1H; HC1'), 5.87 — 5.86 (m, 1H; HC3'), 5.68 (dd, 3Juc2 1cs=2.88 Hz,
3Juc2 nc1'=9.60 Hz, 1H; HC2'), 5.28 — 5.25 (m, 1H; HC4'), 4.11 — 4.03 (m, 2H; C5'H,), 2.28 (s,
3H; CHs), 2.07 (s, 3H; CH3), 1.77 ppm (s, 3H; CH3);

BBC-NMR (151 MHz, CDCls): 6=169.7 (CO), 169.3 (CO), 168.7 (CO), 153.0 (C2), 151.3 (C4),
149.1 (C6), 143.1 (C8), 134.0 (C5), 78.4 (C1'), 68.1 (C3'), 67.9 (C2'), 65.8 (C4'), 63.7 (C5'),
20.8 (CHs), 20.6 (CHs), 20.2 ppm (CHs);

IR (cm™): ¥V =1746 (s, COOR) und 1210 (s, COC);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C16H1sN4O7]* 379.1248, gefunden:379.1248 [M+H]".

7.3.1.6 9-f3-p-Ribopyranosylpurin, (22)

OH
Nukleosid 32 (19 mg, 0.05 mmol, 1.0 Aq) wurde in methanolischem Ammoniak (7n) geldst

und flir 18 h bei rt gerihrt. Das RG wurde in vacuo eingeengt und mittels HPL

Chromatographie gereinigt um f3-pN 22 (8 mg, 65%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tzer.: 197 °C;

1H NMR (400 MHz, D;0): 6=9.16 (s, 1H; HC2), 8.95 (s, 1H; HC6), 8.67 (s, 1H; HC8), 5.92 (d,
3JHc1',He2'=9.56 Hz, 1H; HC1'), 4.51 (dd, 3Jnc2' ie3'=2.80 Hz, 3Jucz' ie1'=9.56 Hz, 1H; HC2'), 4.38 —
4.6 (m, 1H; HC3'), 4.15-4.10 (m, 1H; HC4"), 3.94 — 3.91 ppm (m, 2H; C5Hy);
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13C.NMR (101 MHz, D,0): 6=152.1 (C4), 151.0 (C6), 148.2 (C2), 146.1 (C8), 133.6 (C5), 80.9
(C1'),70.6 (C3'), 68.0 (C2'), 65.9 (C4'), 64.9 ppm (C5');

IR (cm?): 3228 (br, m, OH), 2887 (w, CH), 1587 (m), 1209 (s, COC) und 1098 (s, CHOH);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C10H13N404]* 253.0931, gefunden: 253.0930 [M+H]*;

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D - 90% HPLC Puffer C, 10% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionszeit = 17.3 min; Fluss 5 mL/min; Saule: VP 250/21 Nucleosil
100-7 C18.

7.3.2 Synthese von f3-pG (14)

0._.OAc o o '\FWO
U + N NH i, i) "
AcO" " “OAc ¢ oy . N Q{
OAc ﬁ N~ "NHAc AcO T OAc NH,
QAc
25 28 14

Schema 21: Synthese von 8-pG 14. i) BSA, TMSOTf, MeCN, 60 °C, 19 h; ii) NHs, rt.

7.3.2.1 N-2-Acetylguanin (28)838

0
6

: <’ LA
g9 H 4 3 NHAc
Guanin (595 mg, 3.94 mmol, 1.0 Aq) wurde in Dimethylacetamid (4.5 mL) suspendiert und
mit Essigsdureanhydrid (0.96 mL, 10.24 mmol, 2.6 Aq) versetzt und anschlieRend 48 h bei
160 °C erhitzt. Das LM wurde abgenommen und der Feststoff getrocknet um Base 28

(548 mg, 72%) als hellbraunen Feststoff zu erhalten.

Tzer: 324 °C; R¢ (DCM/MeOH = 3:1): 0.72;

1H-NMR (200 MHz, Dg-DMSO, 23 °C): 6=12.02 (s, 1H; NH), 11.56 (s, 1H; NH), 8.03 (s, 1H;
HC8), 2.17 ppm (s, 3H; CHs);

IR (cm™): v =3058 (w, NH), 1682 (s, CONH), 1613 (s, NHCO) und 1380 (m, CH3);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C7HsNsO2]* 194.0673, gefunden: 194.0673 [M+H]".
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7.3.2.2 9-f3-p-Ribopyranosylguanin (14)
N

0., OAc 0 . Fﬁo
U o N NH i) "
AcO™ > “OAc < — A, N
OAc N™ N “NHAc AcO”™ " "OAe
OAc
25 28 14

Unter Luftausschluss wurden Acetylribose 25 (329 mg, 1.04 mmol, 2.0Aq) und
Acetylguanin 28 (100 mg, 0.52 mmol, 1.0 Aq) in Acetonitril (3.7 mL) suspendiert und N,O-Bis-
(trimethylsilyl)-acetamid (0.32 mL, 1.30 mmol, 2.5 Aq) wurde zugegeben. Das RG wurde auf
60 °C erwdarmt und nach 0.5 h mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (0.28 mL, 1.55 mmaol,
3.0 Aq) versetzt. Nach 19 h wurde das RG auf rt gebracht, in EtOAc aufgenommen und
dreimal mit ges. NaHCOs gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden gegen EtOAc
reextrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden Gber MgS0O4 getrocknet, filtriert
und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch
(DCM/MeOH = 50:1 > 10:1) gereinigt, um das Rohprodukt als braunen Feststoff zu erhalten.
Dieses wurde in einem Druckrohr mit Ammoniak einkondensiert und bei rt flir 48 h geriihrt.
Nach Abdampfen des Ammoniaks wurde das Rohprodukt mittels HPL Chromatographie
gereinigt, um f8-pG 14 (47 mg, 32%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tzer: 230 °C;

1H-NMR (600 MHz, Ds-DMSO): 6=10.59 (s, 1H; NH), 7.82 (s, 1H; HC8), 6.48 (s, 2H; NH2), 5.45
(d, 3JHca' He2'=9.36 Hz, 1H; HC1'), 5.04 — 5.02 (m, 2H; OH), 4.85 (d, 3JonHc2'=6.30 Hz, 1H;
C2'0H), 4.04 — 4.00 (m, 2H; HC2', HC3'), 3.69 — 3.67 (m, 1H; HC4'), 3.63 — 3.52 ppm (M, 2H;
C5'Hy);

13C-NMR (151 MHz, D¢-DMSO): 6=157.2 (C6), 154.1 (C2), 152.3 (C4), 136.1 (C8), 116.8 (C5),
79.3(C1'),71.7 (C3"),68.7 (C2"), 65.5 (C4'), 65.5 ppm (C5").

IR (cm™): vV =3337 (br, m, OH), 2931 (w, CH), 1635 (s, NH2), 1590 (s, NH,), 1072 (s, CHOH)
und 1037 (s, COC);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C10H1aNs04]* 268.1040, gefunden: 268.1039 [M+H]*.

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D - 80% HPLC Puffer C, 20% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionszeit = 26.2 min; Fluss 15 mL/min; Sdule: VP 250/32 Nucleosil
100-7 C18.
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7.3.3 Synthese von f3-fDN (9)

0 cl NH,
N N BN N BN
NH N N
¢ T ¢ f
HO Ao ab) aco J\/L//k 9 Ho PN
o NT N7 ONH, o NN TNH — o N™ NT “NH,
OH OH OAc OAc OH OH
7 27 10

Schema 22: Synthese von 8-fDN 9. a) Ac,0, DMAP, 40 °C, 48 h, 95%; b) TEACI, DMA, POClIs, 100 °C, 10 min, 87%; c) NHs, rt,
48 h, 67%.

7.3.3.1 9-(2',3',5 -Tri-0-acetyl-f3-D-ribofuranosyl)-9H-guanin (29)

7 8
N 5
b o
ACO S oNTD N7 NH,
o O~Jy 3

3 2
OAc OAc

Guanosin7 (1g, 3.53 mmol, 1.0 Aq) wurde in AcO (50 mL) gelést und DMAP (4 mg,
0.04 mmol, 1 mol%) zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf 40 °C erwarmt und 48 h
gerlhrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und Produkt 29 ohne weitere Aufarbeitung als
farblosen Feststoff (1.37 g, 95%) erhalten.

Tsm: 81 °C; Rf (DCM/MeOH = 4:1): 0.54;

1H-NMR (400 MHz, De-DMSO0): 6=10.74 (s, 1H; NH), 7.92 (s, 1H; HC8), 6.53 (s, 2H; NH>), 5.98
(d, 3Juc1 Hc2'=6.04 Hz, 1H; HC1'), 5.80 — 5.78 (m, 1H; HC2'), 5.49 (dd, 3Juc3' Hc2'=4.08 Hz,
3Jucs Hea'=5.96 Hz, 1H; HC3'), 4.39 — 4.23 (m, 3H; HC4', C5'H,), 2.11 (s, 3H; CH3), 2.04 (s, 3H;
CHs), 2.03 ppm (s, 3H; CHs);

13C.NMR (101 MHz, De-DMSO): 6=170.5 (CO), 169.9 (CO), 169.7 (CO), 157.5 (C2), 154.3 (C6),
151.5 (C4), 136.1 (C8); 117.2 (C5), 84.8 (C1'), 80.0 (C4'), 72.5 (C2'), 70.7 (C3'), 63.5 (C5'),
21.0 (CHs), 20.8 (CH3), 20.6 ppm (CH3);

IR (cm™): v =1746 (s, CO), 1699 (s, NH,), 1218 (s, CHz) und 1072 (m, NH2);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C16H20NsO0s]* 410.1306, gefunden: 410.1308 [M+H]*.
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7.3.3.2 6-Chlor-9-(2',3',5 -tri-0-acetyl-f3-p-ribofuranosyl)-9H-guanin (30)8?
Cl
TNEAL
s || j‘\f
AcO-5 o N4 N"2NH,
, .3
4 1
3 2
OAc OAc
Das acetylierte Guanosin 29 (1 g, 2.44 mmol, 1.0 Aq) wurde in Acetonitril (5 mL) geldst, mit
Tetraethylammoniumchlorid (810 mg, 4.89 mmol, 2.0 Aq), N,N-Dimethylanilin (0.31 mL,
2.44 mmol, 1.0 Aq) und Phosphorylchlorid (1.34 mL, 14.66 mmol, 6.0 Aq) geldst und 10 min
bei 100 °C geriihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen
und zweimal mit Chloroform gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden (iber
MgSO. getrocknet, filtriert und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 50:1) gereinigt, um Nukleosid 30 (912 mg, 87%) als

gelben Schaum zu erhalten.

Tsm: 76 °C; Rf (DCM/MeOH = 10:1): 0.54;

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=7.88 (s, 1H; HC8), 5.99 (d, 3Juc1' Hc2'=4.98 Hz, 1H; HC1'), 5.93 —
5.92 (m, 1H; HC2'), 5.71 (dd, 3Juc3' Hc2'=5.10 Hz, 3Jnc3 Hea'=5.10 Hz, 1H; HC3'), 4.44 — 4.33 (m,
3H; HC4', C5'Hy), 2.12 (s, 3H; CH3), 2.08 (s, 3H; CH3), 2.06 ppm (s, 3H; CHs);

13C-NMR (151 MHz, CDCl3): 6=170.4 (C5'0CO0), 169.5 (C3'0CO), 169.3 (C2'0CO), 160.0 (C2),
153.0 (C4), 151.7 (C6), 140.7 (C8); 125.6 (C5), 86.6 (C1'), 80.0 (C4'), 72.7 (C2'), 70.4 (C3'),
62.9 (C5'), 20.6 (CH3), 20.5 (CH3), 20.4 ppm (CH3);

IR (cm™): v =1742 (s, CO), 1611 (s, NH3), 1214 (s, CH2) und 1045 (m, NH,);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C16H19CINsO7]* 428.0968, gefunden: 428.0970 [M+H]*.

7.3.3.3 2-Amino-9-f-p-ribofuranosyladenin (9)

In ein Druckrohr mit Nukleosid 30 (50 mg, 0.12 mmol) wurde Ammoniak einkondensiert und
bei rt 48 h geriihrt. Nach Abdampfen des Ammoniaks wurde das Rohprodukt mittels HPL
Chromatographie gereinigt, um 8-fDN 9 (22 mg, 67%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

TZer: 233 OC;
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'H-NMR (400 MHz, Dg-DMSO0): 6=7.91 (s, 1H; HC8), 6.76 (s, 2H; NHz), 5.71 (s, 2H; NH>), 5.70
(d, 3Jhc1',He2'=6.32 Hz, 1H; HC1'), 4.50 (dd, 3/uc2 Hc3'=5.08 Hz, 3Juc2 He1'=6.32 Hz, 1H; HC2'),
4.09 (dd, 3Jucs' 1ca'=2.92 Hz, 3Jucs ne2'=4.96 Hz, 1H; HC3'), 3.91 — 3.88 (m, 1H; HC4'), 3.63 (dd,
3Juacs Hca'=3.60 Hz, 2Jhacs' mbes'=12.08 Hz, 1H; HaC5'), 3.53 ppm (dd, 3Jubes hca'=3.52 Hz,
2Jubcs’ Hacs'=12.00 Hz, 1H; HbC5');

13C-NMR (101 MHz, De-DMSO0): 6=160.5 (C2), 156.7 (C4), 151.9 (C6), 136.6 (C8); 114.0 (C5),
87.4(C1'),85.9(C4"),73.6(C2"),71.1(C3"), 62.2 ppm (C5');

IR (cm™): v =3175 (m, OH), 1653 (s, C=N), 1596 (s, Ar), 1111 (m, COC), und1059 (s, CH,OH);
HRMS (ESI+): ber. fiir: [C10H15N604]* 283.1149, gefunden: 283.1150 [M+H]*;

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D - 60% HPLC Puffer C, 40% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionszeit = 27.3 min; Fluss 15 mL/min; Saule: VP 250/32 Nucleosil
100-7 C18.

7.3.4 Synthese von 3-pDN (17)
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Schema 23: Synthese zu 3-pDN. a) BSA, TMSOTf, MeCN, 60 °C, 20 h, 44%; b) NHs, rt, 48 h, 68%.

7.3.4.1 6-Chlor-9-(2',3',4 -tri-0-acetyl-f3-D-ribopyranosyl)-9H-guanin (31)

7
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Unter Luftausschluss wurden Acetylribose 25 (421 mg, 1.32mmol, 0.8Aq) und
2-Amino-6-chlorguanin (300 mg, 1.77 mmol, 1.0 Aq) in Acetonitril (6 mL) suspendiert und
N,O-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid (1.1 mL, 4.41 mmol, 2.5 Aq) wurde zugegeben. Das RG
wurde auf 60 °C erwarmt und nach 0.5 h mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (0.96 mL,
5.29 mmol, 3.0 Aq) versetzt. Nach 2 h wurden weiter 0.5 eq der acetylgeschiitzten Ribose
(421 mg, 1.32 mmol, 0.8 Aq) zugegeben. Nach 19 h bei 60 °C wurde das RG auf rt gebracht,
in EtOAc aufgenommen und dreimal mit ges. NaHCO3 gewaschen. Die vereinigten wassrigen

Phasen wurden mit EtOAc reextrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden (iber

MgSOs getrocknet, filtriert und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch (EtOAc/iHex = 1:2->5:1) gereinigt, um Nukleosid 31 (332 mg, 44%)

als hellgelben Feststoff zu erhalten.

Tsm: 102 °C; Rf (DCM/MeOH=10:1): 0.51;

IH-NMR (400 MHz, De-DMSO): 6=8.41 (s, 1H; HC8), 5.95 (dd, 3Juc2'Hc1'=9.60 Hz,
3Juc2 He3'=2.96 Hz, 1H; HC2'), 5.83 (d, 3Jnc1'Hc2'=9.68 Hz, 1H; HC1'), 5.76 — 5.74 (m, 1H; HC3'),
5.10 — 5.15 (m, 1H; HC4'), 4.04 (dd, 3Jnacs' ca'=4.80 Hz, 2JHacs’ wbes'=11.04 Hz, 1H; HaC5'), 3.96
—3.90 (m, 1H; HbC5"), 2.23 (s, 3H; CH3), 2.01 (s, 3H; CH3s), 1.80 ppm (s, 3H; CH3);

13C-NMR (101 MHz, De-DMSO): 6=170.3 (CO), 169.7 (CO), 169.2 (CO), 160.4 (C2), 154.4 (C4),
150.2 (C6), 141.4 (C8), 123.5 (C5), 78.0 (C1'), 67.8 (C3'), 67.6 (C2'), 66.0 (C4'), 63.1 (C5'),
21.1 (CHs), 20.9 (CHs), 20.5 ppm (CHs);

IR (cm™): v =3441 (w), 3210 (w), 1753 (m), 1735 (m), 1612 (m), 1377 (w), 1256 (s), 1230 (s),
1170 (s), 1070 (m), 1035 (vs), 975 (m);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C16H19CIN5O7]* 428.0968, gefunden:428.0966 [M+H]*.

7.3.4.2 2-Amino-9-f3-pD-ribopyranosyladenin (17)

s
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In einem Druckrohr mit Nukleosid 31 (27 mg, 0.06 mmol) wurde Ammoniak einkondensiert

und 48 h bei rt gerihrt. Das Rohprodukt wurde an der HPL Chromatogrphie gereinigt, um

- m o) als tarblosen Feststoft zu erhalten.
S-pDN 17 (11 mg, 68%) als farblosen F ff zu erhal

Tzer: 241 °C;

1H-NMR (400 MHz, D,0): 5=8.09 (s, 1H; HC8), 5.62 (d, 3Juc1 nc2'=9.04 Hz, 1H; HC1'), 4.34 —
4.31 (m, 2H; HC2', HC3') und 4.07 — 4.02 ppm (m, 1H; HC4'), 3.91 — 3.81 (m, 2H; C5'Ha);
13C-.NMR (101 MHz, D,0): 6=153.6 (C2), 151.1 (C4), 151.0 (C6), 140.1 (C8), 111.7 (C5), 80.1
(C1'), 80.7 (C3'), 68.1 (C2"), 65.9 (C4'), 64.8 ppm (C5');

IR (cm™): v =3322 (br, m, OH), 1688 (m, NH2), 1650 (s, NH2) und 1039 (s, COC);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C1oH15NsO4]* 283.1149, gefunden: 283.1148 [M+H]*;

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D — 80% HPLC Puffer C, 20% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionszeit = 12.1 min; Fluss 5 mL/min; Saule: VP 250/10 Nucleosil
100-7 C18.
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Die ersten Versuche, 8-pDN Uber die pivaloyl oder acetyl geschiitzte Base zu erhalten
scheiterten an der ineffizienten Entfernung der Schutzgruppe. Dies war lediglich in Spuren zu
detektieren. Die pivaloyl-geschiitzte, an der Position 6 mit Chlor substituierte Base wurde
von Dr. Julian Willibald synthetisiert.

7.3.4.3 6-Chlor-N-2-pivaloyl-9-(2',3',4 '-tri-0O-acetyl-f3-D-ribopyranosyl)-9H-guanin

,
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Unter Luftausschluss wurden Acetylribose 25 (141 mg, 0.44 mmol, 1.4 Aq) und Piv-Cl-Guanin
(80 mg, 0.32 mmol, 1.0 Aq) in Acetonitril (2.2 mL) suspendiert und N,O-Bis-(trimethylsilyl)-
acetamid (0.19 mL, 0.79 mmol, 2.5 Aq) wurde zugegeben. Das RG wurde auf 60 °C erwirmt
und nach 0.5h mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (0.17 mL, 0.95 mmol, 3.0 Aq)
versetzt. Nach 24 h wurde das RG auf rt gebracht, in EtOAc aufgenommen und dreimal mit
ges. NaHCO3; gewaschen. Die vereinten wassrigen Phasen wurden mit EtOAc reextrahiert
und die vereinigten organischen Phasen wurden iber MgSO4 getrocknet, filtriert und das LM
in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (iHex/EtOAc = 1:1)
gereinigt um das Acetyl und Pivaloyl-geschiitzte Nukleosid (71 mg, 44%) als hellbraunen

Feststoff zu erhalten.

Tzer: 113 °C; Ry (iHex/EtOAC = 1:8): 0.48;

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6=8.22 (s, 1H; NH), 8.12 (s, 1H; HC8), 6.06 (d, 3Jic1' nc2'=9.64 Hz,
1H; HC1'), 5.86 — 5.84 (m, 1H; HC3'), 5.63 (dd, 3/uc2' he3'=2.92 Hz, 3Juca ne1'=9.64 Hz, 1H;
HC2'), 5.22 (td, 3Jnca Hc3'=2.84 Hz, 3Juca’ cs'v2=8.28 Hz, 1H; HC4'), 4.04 (d, 3Jcs'na,nca'=8.48 Hz,
2H; C5'Ha), 2.28 (s, 3H; CHa), 2.06 (s, 3H; CHs), 1.82 (s, 3H; CHs), 1.37 ppm (s, 9H; (CHa)s);
13C-NMR (101 MHz, CDCl3): 6=175.5 (COPiv), 169.9 (CO), 169.4 (CO), 168.9 (CO), 152.9 (C6),
152.5 (C2), 151.5 (C4), 142.3 (C8), 128.3 (C5), 78.6 (C1'), 67.9 (C3'), 67.6 (C2'), 65.8 (C4'),
63.7 (C5'), 40.4 (C(CHs)s), 27.4 (3C; C(CHs)s), 20.8 (CHs), 20.5 (CHs), 20.2 ppm (CHs);

IR (cm™): v=3349 (w, CONH), 2967 (w, CH), 1752 (s, CONH), 1395 (m, (CHs)3), 1216 (s,
C(CHs)s);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C21H26CINsNaOs]* 534.1362, gefunden: 534.1365 [M+Na]*.
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7.3.4.4 6-Chlor-N-2-acetyl-9-(2',3',4 -tri-O-acetyl-f3-D-ribopyranosyl)-9H-guanin
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Vierfach Acetyl-geschitztes Guanosin (100 mg, 0.22 mmol, 1.0 Aq),
Tetraethylammoniumchlorid (73 mg, 0.44 mmol, 2.0 Aq), DMA (28 uL, 0.22 mmol, 1.0 Aq)
und Phosphorylchlorid (122 pL, 1.33 mmol, 6".0 Aq) wurden in MeCN (1 mL) geldst und fiir
10 min bei 100 °C gerihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch (DCM/MeOH = 60:1 - 10:1) gereinigt um das vierfach Acetyl-

geschiitztes 6-Chlor-guanosin (64 mg, 56%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tzer: 102 °C; R¢ (DCM/MeOH = 10:1): 0.48;

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=8.18 (s, 1H; NH), 8.10 (s, 1H; HC8), 5.92 (d, 3uc1'nc2'=9.60 Hz,
1H; HC1'), 5.85 — 5.84 (m, 1H; HC3'), 5.64 (dd, 3Juc2 nc3'=2.70 Hz, 3ca Hc1'=9.60 Hz, 1H;
HC2'), 5.22 (td, 3Juca'ncs=2.76 Hz, Jnca macs'=5.64 Hz, 1H; HC4'), 4.08 (ddd,
*Jyacs’ 4c3'=0.96 Hz, 3Jacs’ ca'=5.64 Hz, 2Jnacs’ pbes'=11.11 Hz, 1H; H,C5'), 4.01 — 3.98 (m, 1H;
HbC5'), 2.58 (s, 3H; CH3), 2.25 (s, 3H; CHs), 2.06 (s, 3H; CHs), 1.81 ppm (s, 3H; CHs);

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6=170.5 (CO), 169.6 (CO), 169.3 (CO), 168.7 (CO), 152.9 (C6),
152.5 (C2), 151.5 (C4), 142.4 (C8), 128.0 (C5), 79.0 (C1'), 68.0 (C3'), 67.7 (C2'), 65.7 (C4'),
63.8 (C5'), 25.8 (CH3), 20.7 (CHs), 20.5 (CH3), 20.2 ppm (CHs);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C1sH21CINsOg]* 470.1073, gefunden: 470.1070 [M+H]*.

7.4 Prabiotische Syntheseansitze

7.4.1 Reaktionsbedingungen der prabiotischen Synthese von Adenosin und
Adenosinderivaten

Die prabiotischen Reaktionen wurden in Eppendorfgefdfien durchgefiihrt. Die Reaktanten
wurden wie in Tabelle 7 beschrieben in Wasser suspendiert und bei verschiedenen
Temperaturen auf 450 rpm geschittelt. Massenspektrometrische Untersuchungen der
Ribosephosphat-Experimente erfolgen mittel LC-MS mit Tripl-Quad Detektion der

entstandenen Produkte.

79



EXPERIMENTELLER TEIL

Tabelle 7: Prébiotische Reaktionsbedingungen fir die Adenosinderivate. FaPyA (2)— 2-Amino-5-formamidopyrimidin.

Nr.  FaPyA [mg] Salz [mg] Ribose [mg] H,O [mL] t[h]/T[°C]
1 25 Na2HPO4:2H,0 [23] 20 1 46/90
2 9 - 9x9 0.5 74/85
3 7 NaH2P0O4:2H,0 [9 x 7] 9x7 0.4 74/85
4 8 (NH4)HCOs [9 x 4] 9x 8 0.5 74/85
5 9 CaCO03 [9 x 7] 9x9 0.5 74/85
6 10 (NH4)HCO3 [22 x 5] 22x10 0.4 175/85
7 9 (NH4)HCO3 [22 x 5] 22x9 0.4 175/120
g 9 (NH4)HCOs3 [5 x 5] + Borax 16%9 04 74/85

[21]

29 20 - 20 48/85
30 20 NaH,P04:2H,0 [20] 20 70/85

31 25 NaH,P04:2H,0 [25] 25 - 72/80

32 30 NaH,P04:2H,0 [31] 29 72/45

33 20 Ca10(OH)2(PO4)s [66] 20 46/90

34 20 NaH2PO4-2H,0/MgCl> 20 1 46/90

[20/12]

35 20 Mgs(POa); [34] 20 1 46/90

36 20 NazP309 [40] 20 1 46/90

37 6 NazP30q [18] 6 250 2976/25

38 20 Nas04P2-10H,0 [58] 20 1 46/90

39 10 CaCo0s [7] 10 0.5 62/85

40 10 (NH4)HCO;s [5] 10 0.5 62/85

41 10 Na,COs [7] 10 0.5 62/85

Tabelle 8: Prabiotische Reaktionsbedingungen fir die Adenosinderivate mit Ribose-5-phosphat (P-Ribose). FaPyA (2)—
2-Amino-5-formamidopyrimidin.

Nr. FaPyA [mg] Salz [mg] P-Ribose [mg] H.0 [mL]  t[h]/T[°C]
42 5 - 5 0.4 74/85
43 6 NaH2P04-2H,0 [6] 6 0.4 74/85
44 8 (NH4)HCO3 [4] 8 0.4 74/85

Tabelle 9: Reaktionsbedingungen der prabiotischen Synthese von Tetrosen (C4-Zuckern). A — 2-Amino-5-
formamidopyrimidin (2).

Nr. FaPyA [mg] Salz [mg] C4 [mg] H,0 [mL] t[h]/T[°C]
14 7 (NH4)HCO3 [4] L-(+)-Threose [6] 1 74/85
15 7 (NH4)HCO3 [4] D-(-)-Erythrose [6] 1 74/85
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7.4.2 Reaktionsbedingungen der prabiotischen Synthese von Guanosin und
Guanosinderivaten

Tabelle 10: Prabiotische Bedingungen mit Ribose flr die Synthese von RNA Nukleosidderivaten. G — 2,4-Diamino-6-oxo-5-

formamidopyrimidin ~ (13).
formamidopyrimidin (17).

DN -

2,4,6-Triamino-5-formamidopyrimidin

(18), X -

4-Amino-2,6-dihydroxy-5-

Nr. FaPy [mg] Salz [mg] Ribose [mg] H,0 [mL] t[h]/T[°C]
45 G [20] - 18 1 48/85
46 G [30] NaH;P04-2H,0 [27] 27 1 48/80
47 G [20] Ca10(OH)2(PO4)s [59] 18 1 336/85
48 G [20] Mgs3(POa4)2 [31] 18 1 336/85
49  G[20] Na3P309 [36] 18 1 336/85
50 G [30] Nas04P2-10H,0 [79] 27 1 48/80
51 G [20] CaCOs3 [12] 18 1 62/85
52 G[20] (NH4)HCO3 [9] 18 1 62/85
53  G[20] Na,COs [13] 18 1 62/85
54 DN [20] - 18 1 48/85
55 DN [20] NaH2P04:2H,0 [19] 18 1 48/85
56 DN [20] Ca10(OH)2(POa)s [60] 18 1 48/85
57 DN [20] Mgs(POa); [31] 18 1 48/85
58 DN [20] NasP309 [36] 18 1 48/85
59 DN [20] Nas04P2-10H,0 [53] 18 1 48/85
60 DN [10] CaCOs [6] 9 0.5 62/85
61 DN [10] (NH4)HCOs3 [5] 9 0.5 62/85
62 DN [10] Na,COs [6] 9 0.5 62/85
63 X [20] NaH2P04:2H,0 [18] 18 1 48/85
64 X [20] Ca10(OH)2(POa)s [59] 18 1 48/85
65 X [20] Mgs(POa)2 [31] 18 1 48/85
66 X [20] NasP309 [36] 18 1 48/85
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7.4.3 Reaktionsbedingungen prabiotischer Synthesen unter
formosedhnlichen Bedingungen
Tabelle 11: Reaktionsbedingungen der prabiotischen Synthese mit Verkniipfung an die Formose-Reaktion. A — 2-Amino-5-

formamidopyrimidin (2), G — 2,4-Diamino-6-oxo-5-formamidopyrimidin (13). DN — 2,4,6-Triamino-5-formamidopyrimidin
(18).

FaPy H O (1 C2 C3 Borax X(OH); t[h]/
Nr. Salz [mg] &
[mg] [mL] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg] T[°C]
NaHPO, - 2H,0
9 A[13] ara e 1 - 6 9 37  Ca[7] 168/85
[14]
NaH,PO; - 2H,0
10 A[20] 2 [2;] 2 1 12 8 12 51 Ca[l0] 504/85
NaH;PO4 - 2H,0
11 A[20] e 1 12 8 ; 50 Ca[10] 168/85
NaHPO, - 2H,0
12 A[20] 2 [23] 2 1 12 8 12 50 Ba[41] 105/85

13 A[10] (NHs)HCO3[5] 0.5 6 4 6 24 Ca[5] 268/85
NaH,PO4 - 2H,0

16 G[21] 1 - 7 11 46  Ca[9] 168/85
[20]
NaH2POx - 2H,0
17 G[21] 2[23] 2 1 11 7 11 48 cCa[9] 336/85
18 G[20] Mgs(POs)2[31] 1 - 7 11 45  Ca[9] 168/85
19 G[20] Mgs(POs)2[31] 1 11 7 11 45  ca[9] 320/85
20 G[20]  NasP:Os [36] 1 11 7 11 45  ca[9] 320/85
DN NaH2POs- 2H,0
21 1 11 7 11 45 ca[9] 320/85
[20] [19]
DN NaH2POs- 2H,0
22 2 e 1 22 7 - 45  Ca[9] 320/85
[22] [19]
DN
23 o0 Mgs(POs)2[32] 1 16 7 10 46  Ca[9]  320/85
DN
24 oo MesPOdz(32) 1 - 7 11 46  Ca[9] 320/85
DN
25 o NawPa0a[36] 1 16 7 11 45 ca[9] 320/85
DN
26 o NasPiOs (36 1 ; 7 11 45  ca[9] 320/85
DN Caio(OH)2(PO
27 w0OHL(POs e 5 10 45 ca [9]  320/85
[20] [60]
DN Caio(OH)2(PO
28 10(OH)(PO)s - 7 11 45 Ca[9] 320/85
[20] [60]
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Tabelle 12: Reaktionsauswertung zu den Guanosin und Diaminonebularin Derivaten unter formosedhnlichen Bedingungen. f
— furanosyl; p — pyranosyl.

Nr. fB-f f-p| Nr. fS-f f-p
9 v v |20 - -
0 v v 21 v -
1 v - 122 - -
12 v v |23 - -
13 v v |24 v YV
16 - - 125 - -
17 - - 126 v vV
18 Vv - 127 v Vv
19 - - 128 v Vv
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7.5 Synthese der hypermodifizierten 7-Desazaguanosinderivaten

7.5.1 Synthese von 7-Desazaguanosinalehyd 48141145

1/ Br 0 0 Cl
Gﬁ) + Ay B SN )
| )\ LA
J\ N™ "N7 "NH,

\/O

i—l H
38 39
| Ci
cl | Cl
ana d /SN e} BzO < )\ )
L —C 1 — o N NHPiv—
ﬁ N~ “NHPiv 5 N~ TNHPiv
OBz OBz
40 41 46
I 0 0= 0
74 /
BzO gy BzO
o N /k — o /LNHPs
OBz OBz OBz OBz
47 48

Schema 24: Synthese zum Aldehyd 48. a) i) HCI (konz.), H,0, 90 °C, 1 h; ii) NaOAc, 80 °C, 2h, 75%; b) POCls, 90 °C, 2 h; c)
PivCl, Pyridin, rt, 2 h, Gber 2 Stufen 54%; d) NIS, THF, rt, 1 h, 86%; e) BSA, TMSOTf, 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-f3-p-
ribofuranose, MeCN, 50 °C, 24 h, 52%; f) CsOAc, NEt;, DABCO, DMF, rt, 45 h, 57%,; g) Pdx(dba)s, P(Phs)s, BusSnH, CO, Toluol,
55°C, 6 h, 5 bar, 91%.

7.5.1.1 2-Amino-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-on (7-Desazaguanosin, 38)

Bromacetaldehyd-diethylacetal (30.9 mL, 206.5 mmol, 1 Aq) wurde in Wasser (120 mL)
suspendiert und mit HCl konz. (4.5 mL) versetzt. Die Suspension wurde bei 90 °C fiir 1 h
gerilihrt, bis sich eine klare Losung gebildet hatte. Die Losung wurde auf rt gekiihlt und mit
Natriumacetat (20.3 g, 247.5 mmol, 1.2 Aq) versetzt. Der Lésung wurde eine Suspension aus
2,6-Diamino-4-pyrimidon (30.0 g, 237.9 mmol, 1.2 Aq) in Wasser (200 mL) zugegeben und
bei 80 °C fiir 2 h gerilihrt. Die erhaltene Suspension wurde bei 0 °C fir 1.5 h gerthrt, der
erhaltene Niederschlag abfiltriert und mit ein wenig kaltem Wasser und Aceton gewaschen.
Der Niederschlag wurde in vacuo getrocknet um 7-Desazaguanin 38 (16.1g, 75%) als

farblosen Feststoff zu erhalten.
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1H-NMR (400 MHz, De-DMSO): 6=10.95 (s, 1H; NH), 10.28 (s, 1H; NHCO), 6.60 (dd,
3Jucs,nn=2.24, 3Jucsnee=3.44 Hz, 1H; HC5), 6.18 (dd, 3Jucenn=2.16, 3Jucs,nes=3.32 Hz, 1H; HC6),
6.08 ppm (s, 2H; NH>);

13C-NMR (101 MHz, Dg-DMSO): 6=159.3 (C4), 152.7 (C2), 151.6 (C5a), 117.0 (C6), 102.0 (C4a),
100.3 ppm (C5);

HRMS (ESI+): ber. fir: [CeH7N4O]* 151.0614, gefunden: 151.0615 [M+H]*.

7.5.1.2 2-Amino-4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (39)
CI4
FEY
7” 5a 'f 2 NH,

7-Desazaguanin 38 (10.0 g, 66.6 mmol) wurde in POCls (100 mL) suspendiert und bei 90 °C
fir 2 h unter Rickfluss gerihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt, der Riickstand vorsichtig
mit Wasser gequencht und der dabei entstandene Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wurde
mit Ammoniak konz. auf pH =2 gebracht und eine Stunde bei 0 °C stehen gelassen. Der
Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser und Diethylether gewaschen und in vacuo
getrocknet. Das gelbe Rohprodukt wurde ohne weitere Aufarbeitung in die nachste Reaktion

eingesetzt.

7.5.1.3 4-Chlor-2-pivaloylamino-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (40)
CI4
e N"2"NHPiv
Base 39 (2.7 g, 16.08 mmol, 1 Aq) wurde in trockenem Pyridin (34 mL) suspendiert und mit
Pivaloylchlorid (6.96 mL, 56.28 mmol, 3.5 Aq) versetzt. Die Suspension wurde 2 h bei rt
gerlihrt und darauf das LM in vacuo entfernt. Die Gbriggebliebene Suspension wurde in DCM
aufgenommen und zweimal mit HCl (0.1 m) extrahiert. Die organische Phase wurde Uber
MgS0O4 getrocknet, abfiltriert und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 98:2) gereinigt um 40 (1.3 g, 54%) als farblosen

Feststoff zu erhalten.
1H-NMR (200 MHz, CDCls): 6=12.19 (s, 1H; CONH), 8.36 (s, 1H; NH), 7.55 (dd, 3Jucsnn=2.48,

3Jucs Hee=3.68 Hz, 1H; HC5), 6.53 (dd, 3Jnce,ni=1.84, 3Jucencs=3.66 Hz, 1H; HC6), 1.39 ppm (s,
9H; C(CHs)s).
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7.5.1.4 4-Chlor-5-iod-2-pivaloylamino7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (41)

R

LN

e N"2"NHPiv
Base 40 (2.01 g, 7.97 mmol, 1 Aq) wurde in einem mit Aluminiumfolie ummantelten Kolben
in THF abs. (50 mL) gelést. Dem RG wurde N-lodsuccinimid (1.98 mg, 8.80 mmol, 1.3 Aq)
zugegeben und 1 h bei rt gerihrt. Das LM wurde in vacuo eingeengt und der Riickstand in
DCM aufgenommen. Es wurde zweimal mit Wasser extrahiert und die organische Phase tber
MgSO. getrocknet, abfiltriert und das LM in vacuo entfernt. Der rote Feststoff wurde
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 99:1) gereinigt um Base 41 (2.6 g, 86%) als gelben

Feststoff zu erhalten.

Tsm:155 — 158 °C; R¢ (DCM/MeOH = 10:1): 0.57;

'H-NMR (200 MHz, CDCl3): 6=12.35 (s, 1H; CONH), 8.25 (s, 1H; NH), 7.61 (d, 3Juce,nn=2.46 Hz,
1H; HC6), 1.39 ppm (s, 9H; C(CH3)3);

13C.NMR (151 MHz, CDCl3): 6=176.3 (CO), 152.6 (C6), 152.1 (C2), 150.6 (C4), 134.1 (C7),
113.7 (C8), 110.0 (C5), 40.2 (C(CH3)3), 27.4 ppm (3C; C(CHs)3);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C11H13CIIN4O]* 378.9817, gefunden: 378.9822 [M+H]*.

7.5.1.5 6-Chlor-7-iod-2-pivaloylamino-9-[(2',3,5 -tri-O-benzoyl)-f3-D-ribofuranos
yl]-9H-7-desazaguanosin (46)
| Cl
&
ap)
BzO s oN"NT nupiv
0 3
4 1
3 2
OBz OBz

Nukleobase 41 (50 mg, 0.13 mmol, 1.0 Aq) wurde unter Stickstoff in MeCN abs. (1 mL) geldst
und mit N-O-Bistrimethylsilylacetamid (39 pL, 0.16 mmol, 1.2 Aq) und Trimethylsilyltriflat
(33 uL, 0.17 mmol, 1.3 Aq) versetzt. Das Reaktionsgemisch (RG) wurde auf 50 °C erhitzt und
Acetyltribenzoylribofuranose (133 mg, 0.26 mmol, 2.0Aq) in drei Portionen {iber 24 h
zugegeben. Es wurde DCM (9 mL) zugegeben und mit ges. NaHCO3 und ges. NaCl gewaschen.
Die organische Phase wurde lber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und in vacuo eingeengt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (iHex/EtOAc = 8:1 - 1:1), um
Nukleosid 46 (59 mg, 54%) als gelben Feststoff zu erhalten.
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Tsm: 60 — 61 °C, R (iHex/EtOAc = 3:1): 0.30;

1H-NMR (600 MHz, CDCls): 5=8.26 (s, 1H; NCH), 8.01 — 7.95 (m, 6H; ArH), 7.59 — 7.52 (m, 3H;
ArH), 7.44 — 7.32 (m, 7H; ArH, HC8), 6.50 — 6.48 (m, 1H; HC3'), 6.41 (d, ¥c1’ ne2'=4.02 Hz, 1H;
HC1'), 6.25 (dd, 3Juc2',nc1'=3.96 Hz, 3Juc2 1c3'=5.90 Hz, 1H; HC2'), 4.87 (dd, 3Jnacs' hca'=3.40 Hz,
3Jacs wbcs'=12.24 Hz, 1H; HaC5'), 4.81 — 4.72 (m, 1H; HC4'), 4.69 (dd, 3Jubcs acs'=4.44 Hz,
3Jubcs” Hea'=12.24 Hz, 1H; HbC5'), 1.31 ppm (s, 9H; C(CHs)3);

13C.NMR (151 MHz, CDCls): 6=175.1 (CO), 166.1 (ArCO), 165.4 (ArCO), 165.2 (ArCO), 153.3
(C4), 151.6 (C6), 151.5 (C2), 133.7 (Ar), 133.5 (Ar), 133.4 (Ar), 129.9 (2C; Ar), 129.8 (2C; Ar),
129.7 (5C; Ar), 128.6 (2C; Ar), 128.5 (4C; Ar), 114.1 (C8), 98.4 (C5), 88.3 (C1'), 80.1 (C4'), 74.5
(C2'), 71.4 (C3'), 63.4 (C5'), 53.5 (C7), 40.3 (C(CHs)3), 27.3 ppm (3C; C(CHs)s);

IR (cm™): ¥ =2963 (w, CH), 1720 (s, NHCO), 1263 (s, C(CHs)3), 1094 (s, COC), 707 (s, Ar);
HRMS (ESI+): ber. fiir: [C37H33ClIN4Os]* 823.1026, gefunden: 823.1027 [M+H]".

7.5.1.6 7-lod-2-pivaloylamino-9-[(2',3',5 -tri-O-benzoyl)-f3-D-ribofuranosyl]-
9H-7-desazaguanosin (47)
I O
)5

6 4
N

7 NH

2
B0 s N4 N//kNHPiv
4 O 1 3

3 2
OBz OBz
Nukleosid 46(1.01 g, 1.23 mmol, 1.0 Aq) wurde in DMF (1.2 mL) geldst, mit DABCO (137 mg,

1.23 mmol, 1.0Aq), NEts3 (0.51mL, 3.67 mmol, 3.0Aq) und Cisiumacetat (705 mg,
3.67 mmol, 3.0 Aq) versetzt und bei rt fiir 45 h geriihrt. Es wurde Wasser (1.0 mL) zugegeben
und weitere 0.5 h gerihrt bevor zweimal mit EtOAc extrahiert wurde. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl gewaschen, Gber MgS0O4 getrocknet, abfiltriert
und das LM in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt
(Hex/EtOAc = 2:1), um Nukleosid 47 (0.56 g, 57%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 92 — 94 °C; R¢ (iHex/EtOAc = 1:1): 0.50;

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6=11.56 (s, 1H; NH), 8.76 (s, 1H; NCH), 7.99 — 7.96 (m, 2H; ArH),
7.91 - 7.88 (m, 2H; ArH), 7.78 — 7.74 (m, 2H; ArH), 7.62 — 7.51 (m, 3H; ArH), 7.46 — 7.31 (m,
6H; ArH), 6.96 (s, 1H; HC8), 6.83 (dd, 1H, 3Jucs' He2'=4.92 Hz, 3ucs nea'=8.22; HC3'), 6.45 (dd,
1H, 3Juca' we1'=1.71 Hz, 3Jucz me3=4.92; HC2'), 6.02 (d, 1H, 3Juca mc2'=1.77 Hz; HC1'), 4.79 — 4.61
(m, 3H; HC4', H2C5'), 1.35 ppm (m, 9H; C(CH3)3);

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6=180.1 (CO), 166.1 (ArCO), 166.0 (ArCO), 165.1 (ArCO), 156.7
(C4), 146.5 (C6), 146.3 (C2), 133.8 (2C; Ar), 133.5 (Ar), 129.8 (2C; Ar), 129.7 (2C; Ar), 129.4
(2C; Ar), 129.0 (Ar), 128.8 (Ar), 128.7 (Ar), 128.6 (2C; Ar), 128.5 (2C; Ar), 128.5 (2C; Ar), 127.1
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(C8), 106.6 (C5), 89.3 (C1'), 78.5 (C4'), 74.5 (C2'), 70.6 (C3'), 61.5 (C5'), 56.0 (C7), 40.2
(C(CH3s)3), 26.9 ppm (3C; C(CH3)3);

IR (cm™): ¥ =3227 (w, Ar), 2921 (w, CH), 1660 (s, CHO), 1602 (s, NHCO), 1245 (m, C(CH)s),
1059 (m, COC), 704 (s, Ar);

HRMS (ESI-): ber. fiir: [C37H32IN409]~ 803.1219, gefunden: 803.1210 [M—H]".

7.5.1.7 7-Formyl-2-pivaloylamino-9-[(2,3,5-tri-0-benzyl)-f-p-ribofuranosyl]-9H-
7-desazaguanosin (48)115

BzO. s o 9N 4 N *NHPiv
4 1
&) 2
OBz OBz

Nukleosid 47 (100 mg, 0.12 mmol, 1.00Aq), Tris(dibenzylideneacetone)dipalladium(0)
(11 mg, 0.01 mmol, 0.01 Aq) und Triphenylphosphin (20 mg, 0.08 mmol, 0.60 Aq) wurden in
einem Autoklaven in Toluol abs. (4 mL) gel6st. Die Apparatur wurde dreimal mit
Kohlenmonoxid gespiilt und auf 5 bar eingestellt. Tributylzinnhydrid (40 uL, 0.15 mmol,
1.2 Aq) wurde in Toluol abs. (0.95 mL) gelést und mit Hilfe einer Spritzenpumpe iiber 1 h bei
55 °C zugetropft. Das RG wurde weitere 5 h bei 55 °C und 5 bar geriihrt. Das LM wurde in
vacuo entfernt und der Feststoff sdulenchromatographisch gereinigt (iHex/EtOAc = 2:1), um
Aldehyd 48 (81 mg, 91%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 105 — 107 °C; Ry (iHex/EtOAc = 1:1): 0.25;

1H.-NMR (600 MHz, CDCls): 6=10.37 (s, 1H; CHO), 8.84 (s, 1H; NCH), 7.98 (dd,
3Jariarn=1.20 Hz, 3Jarn,arn=8.34 Hz, 2H; ArH), 7.91 (dd, 3Jarmarn=1.26 Hz, 3Jam arn=8.40 Hz, 2H;
ArH), 7.76 (dd, 3Jarmam=1.26 Hz, 3Jarnan=8.34 Hz, 2H; ArH), 7.62 — 7.54 (m, ArH, 4H; HC8),
7.46 — 7.32 (m, 6H; ArH), 6.89 (dd, Jucs' 1c2'=5.04 Hz, 3ucs' nea'=8.40 Hz, 1H; HC3'), 6.51 (dd,
3Juc2 Hc1'=1.68 Hz, 3Jucz ez =5.04 Hz, 1H; HC2'), 6.07 (d, 3Jnc1 nc2'=1.68 Hz, 1H; HC1'), 4.83 —
4.80 (m, 1H; HC4'), 4.76 (dd, 3Juacs' ca=4.92 Hz, Unacs mpes=12.42 Hz, 1H; HaC5'), 4.67 (dd,
3Jubcs' 1ea'=3.36 Hz, 2Jubes’ Hacs'=12.54 Hz, 1H; H,C5'), 1.38 ppm (s, 9H; C(CHs)s);

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6=186.1 (CHO), 180.3 (CO), 166.1 (ArCO), 166.0 (ArCO), 165.1
(ArCO), 156.7 (C4), 147.3 (C6), 147.2 (C2), 133.9 (Ar), 133.8 (Ar), 133.6 (Ar), 129.8 (4C; Ar),
129.2 (2C; Ar), 128.9 (Ar), 128.6 (4C; Ar), 128.5 (2C; Ar), 128.4 (2C; Ar), 126.6 (C8), 121.0 (C7),
104.7 (C5), 90.5 (C1'), 78.8 (C4'), 74.4 (C2'), 70.6 (C3'), 61.4 (C5'), 40.3 (C(CH3)3), 26.9 ppm
(3C; C(CH3)3);
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IR (cm™): V=2962 (w, CH), 1724 (m, CHO), 1663 (m, NHCO), 1601 (m, NHCO), 1262 (s,
C(CHs)3), 1093 (m, COC), 708 (s, Ar);
HRMS (ESI+): ber. fir: [C3gH3sN4O10]* 707.2348, gefunden: 707.2348 [M+H]".

7.5.2 Synthese von Epoxid 43115149

Ox-CCly

0 0
CCly CCly o
Q,.\NH a) Y O, Y =, NH,

Q‘\NH b) Q,.\NH ¢) Q
O. 0 8sd’  OTBS

x TBSO OTBS 850 aTBS
42 44 45 43

Schema 25: Synthese zum Epoxid. a) i) AcOH (70%), 40 °C, 2 h; ii) TBSCI, Pyridin, rt, 40 h, 77%; b) mCPBA, DCM, 50 °C, 5 h,
88%; c) NaOH (2 m), EtOH, rt, 13 h, 87%.

7.5.2.1 (15,4R,55)-1-(N-Trichloracetylamino)-4,5-0-bis(tert-
butyldimethylsilyloxy)cyclopent-2-en-4,5-diol (44)

0
2

1
i

5
TBSO * OTBS
Cyclopenten 42 (0.50 g, 1.66 mmol, 1.0 Aq) wurde in Essigsdure (70%ig, 5 mL) gel®st und bei

CCly

40 °C far 20 h geriihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt, das RG unter Luftausschluss in
Pyridin abs. (10 mL) gelést, mit TBSCI (1.00 g, 6.66 mmol, 4.0 Aq) versetzt und bei 40 °C fiir
20 h geriihrt. Dem RG wurde weiteres TBSCI (502 mg, 3.33 mmol, 2.0 Aq) hinzugegeben und
zusatzliche 20 h bei 40 °C geriihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt, der Riickstand in DCM
aufgenommen und mit ges. NHa4Cl gewaschen. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch gereinigt (iHex/EtOAc = 10:1), um Cyclopenten 44 (0.63 g, 77%) als

farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 152 — 154 °C; R¢ (iHex/EtOAc = 10:1): 0.42;

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6=6.61 (d, 1H, 3/nuHc1=7.8 Hz; NH), 6.02 — 5.99 (m, 1H; HC1), 5.87
—5.85 (m, 1H; HC2), 4.88 — 4.84 (m, 1H; HC3), 4.51 — 4.48 (m, 1H; HC5), 3.99 — 3.95 (m, 1H;
HC4), 0.90 (s, 9H; C(CHs)3), 0.89 (s, 9H; C(CHs)3), 0.10 (s, 3H; CHs), 0.09 (s, 3H; CHs), 0.08 (s,
3H; CH3s), 0.06 ppm (s, 3H; CH3);

BBC-NMR (75 MHz, CDCls): 6=161.7 (CO), 135.2 (C1), 133.3 (C2), 92.6 (CCl3), 78.5 (C5), 74.2
(C4), 61.8 (C3), 25.9 (3C; C(CHs)s), 25.8 (3C; C(CHs)s), 18.2 (2C; C(CHs)s), -4.1 (CHs), 4.3
(CH3), -4.4 (CH3), -4.9 ppm (CH3s);
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IR (cm): Vv =3292 (w, CONH), 2952 (m, CH), 2928 (m, CH), 2856 (m, CH), 1689 (m, NHCO),
1528 (m, NHCO), 1249 (m, C(CHs)s), 1150 (m, C(CH,)), 834 (s, C=C);
HRMS (ESI+): ber. fir: [C19H36CisNNaOsSiz]* 510.1192, gefunden: 510.1194 [M+H]*.

7.5.2.2 (1R,25,3R,4S,5R)-3,4-0-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-5-N-
trichloracetylamino-1,2-epoxy)cyclopentan-3,4-diol (45)

0]
9“1 YCCIa

: >.NH
2
4

TBSO > OTBS
Cyclopenten 44 (350 mg, 0.72 mmol, 1.0 Aq) wurde in DCM (23 mL) gelést und auf 0 °C

gekiihlt. Dem RG wurde mCPBA (247 mg, 1.43 mmol, 2.0 Aq) zugegeben und 0.5 h bei 0 °C
geriihrt. Bei rt wurde fiir weitere 50 h gerihrt, um dann fir 5 h auf 50 °C zu erhitzten. Es
wurde ges. NaHCOs zu der abgekihlten Suspension zugegeben und dreimal mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl gewaschen, (ber
MgSOs getrocknet, filtriert und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (iHex/EtOAc = 20:1) gereinigt, um Epoxid 45 (318 mg, 88%) als

farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 92 — 94 °C; R¢ (iHex/EtOAc = 10:1): 0.41;

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6=6.78 (d, 1H, 3JnnHc1=6.33 Hz; NH), 4.42 — 4.38 (m, 1H; HC5),
4.17 (d, 3Juc3nca=3.45 Hz, 1H; HC3), 3.77 (dd, 3Jucancz=3.45 Hz, 3Jncancs=5.67 Hz, 1H; HC4),
3.64 —3.63 (m, 1H; C1H), 3.46 — 3.45 (m, 1H; C2H), 0.92 (s, 9H; C(CH3)s), 0.87 (s, 9H; C(CHs)s),
0.13 (s, 3H; CHs), 0.11 (s, 3H; CHs), 0.05 (s, 3H; CH3), 0.04 ppm (s, 3H; CH3);

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6=162.2 (CO), 92.3 (CCls), 74.7 (C4), 70.2 (C3), 57.9 (C5), 56.3 (C2),
56.0 (C1), 25.7 (6C; C(CHs)3), 18.0 (C(CHs)s), 17.9 (C(CHs)3), —4.2 (CH3), —4.4 (CH3), 4.6 (CHa),
-4.9 ppm (CHs);

IR (cm): vV =3327 (w, CONH), 2930 (w, CH), 1719 (m, CONH), 1256 (m, C(CHs)s), 832 (s,
C10C2);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C19H36C13NNaOa4Siz]* 526.1141, gefunden: 526.1142 [M+Na]*;
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7.5.2.3 (1R,25,3R,4S,5R)-5-Amino-3,4-bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-1,2-
epoxy)cyclopentan-3,4-diol 43

Q;,"]

NG
, 5NH,
4

TBSO ° OTBS
Epoxid 45 (31 mg, 0.06 mmol) wurde in EtOH (2 mL) gel6st und mit wassriger Natronlauge

(2 m, 0.5 mL) versetzt. Das RG wurde bei rt fiir 13 h gerihrt, dann mit ges. NaHCOs (1 mL)
versetzt und weitere 0.5 h bei rt gerlihrt. Darauf wurde das RG dreimal mit DCM extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen lUber MgSOs getrocknet, filtriert und das LM in
vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (DCM/MeOH =
20:1) und es wurde Epoxid 43 (19 mg, 87%) als farbloses Ol erhalten.

R¢ (DCM/MeOH = 10:1): 0.20;

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=4.12 (d, 3Jncs nca=4.62 Hz, 1H; HC3), 3.46 (dd, 3Jucancs=4.62 Hz,
3Jucancs=7.26 Hz, 1H; HC4), 3.43 (m, 1H; HC1), 3.33 (m, 1H; HC2), 3.23 (d, 3/ucsHca=7.26 Hz,
1H; HC5), 1.65 (s, 2H; NH2), 0.90 (s, 9H; C(CHs)s), 0.89 (s, 9H; C(CHs)s), 0.10 (s, 3H; CHs), 0.08
(s, 6H; CH3), 0.05 ppm (s, 3H; CH3s);

13C-.NMR (151 MHz, CDCl3): 6=78.3 (C4), 71.1 (C3), 58.6 (C5), 57.7 (C2), 55.7 (C1), 26.0 (3C;
C(CHs)3), 25.8 (3C; C(CHs)3), 18.1 (2C; C(CH3)s), —4.1 (CH3), —4.3 (CH3), —4.5 ppm (2C; CH3);

IR (cm™): v =3034 (w, C10C2), 2929 (w, CH), 1253 (m, C(CHs)3), 1146 (m, NH,), 831 (s,
C10C2);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C17H3sNO3Siz]* 360.2385, gefunden: 360.2384 [M+H]*.
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7.5.3 Synthese von Epoxyqueuosin (0Q, 35)115

TBSO e 19 HO o Ap
TBSO: . HO: .
HN 0 HN 0
a b
R \%\LQ)L/T_’ R \}\fj\f
BzO HG
o NN NHPiv o NN N,
OBz OBz OH OH
49 35

Schema 26: Synthese des Epoxyqueuosins (0Q). a) i) Benzol, 50 °C, 5 h; ii) NaBH4, MeOH, 0 °C, 1 h, 73%; b) i) NaOH (0.5 m in
MeOH), rt, 24 h; ii) 3HF-NEts, rt, 23 h, 66%.

7.5.3.1 7-[(1"'R2"'S,3 'R,4"'S,5 'R)-5 '-Amino-methyl-3'',4" -bis(tert-
butyldimethylsilyloxy)-1,2-epoxy]-2-pivaloylamino-
9-[(2',3',5 -tri-0-benzoyl)-f3-D-ribofuranosyl]-9H-7-desazaguanosin (49)

TBSO .+ %0

o
N

TBSO™ %
O

7 5 8
BzO_ 5 o 9N P /’\NHPIV
& A
¥ z
OBz OBz
Unter Luftausschluss wurden Aldehyd 48 (100 mg, 0.14 mmol, 1.0 Aq) und Epoxid 43 (61 mg,

0.17 mmol, 1.2 Aq) in Benzol abs. (7 mL) geldst. Das RG wurde 5 h auf 50 °C erhitzt. Das LM
wurde in vacuo eingeengt und in MeOH abs. (3 mL) gel6st. Bei 0 °C wurde Natriumborhydrid
(18 mg, 0.47 mmol, 3.3 Aq) zugegeben und fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Es wurde Wasser (10 mL)
zugegeben und 0.5 h bei 25 °C weitergerihrt. Das LM wurde in vacuo eingeengt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (DCM/MeOH = 100:1) um Nukleosid 49
(109 mg, 73%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 83 — 85 °C, Rf (DCM/MeOH = 10:1): 0.57;

1H-NMR (600 MHz, CDCls): 6=8.73 (s, 1H; NCH), 7.99 — 7.98 (m, 2H; ArH), 7.90 — 7.89 (m, 2H;
ArH), 7.79 = 7.78 (m, 2H; ArH), 7.60 — 7.52 (m, 3H; ArH), 7.44 — 7.42 (m, 2H; ArH), 7.38 — 7.33
(m, 4H; ArH), 6.91 (dd, 3Jucs’nca'=4.90 Hz, 3Jucs’ nca'=8.10 Hz, 1H; HC3'), 6.82 (s, 1H; HC8), 6.49
(dd, 3Jucz'pc1'=1.80 Hz, ¥nca mea=4.90 Hz, 1H; HC2'), 6.02 (d, 3Juca nc2'=1.80 Hz, 1H; HC1'),
4.78 — 4.70 (m, 2H; HaC5', HC4'), 4.63 (dd, 3Jubcs Hca=3.24 Hz, Yhbes'pacs'=12.30 Hz, 1H;
HbC5'), 4.12 — 4.13 (m, 1H; HC1''), 4.02 (s, 2H; CHa), 3.45 (dd, 3Jncs' Hc1=4.68 Hz,

3Jucs Hea''=7.20 Hz, 1H; HC5''), 3.42 (dd, 3Jncs Hea'=0.84 Hz, 3Jucs ne2'=3.18 Hz, 1H; HC3''),
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3.33 (dd, 3Juc2' ' he1'=1.02 Hz, 3Jncz2 hes'=3.12 Hz, 1H; HC2''), 3.23 (dd, 3Juca” nc3'=1.20 Hz,
3Jhca” Hes=7.14 Hz, 1H; HC4''), 1.36 (s, 9H; C(CH3)3), 0.89 (s, 18H; C(CHs)s), 0.11 (s, 3H; CH3),
0.10 (s, 3H; CH3), 0.08 (s, 3H; CH3), 0.05 ppm (s, 3H; CHs);

13C-NMR (151 MHz, CDCl3): 6=180.0 (CO), 166.1 (ArCO), 165.9 (ArCO), 165.1 (ArCO), 158.1
(C4), 146.8 (C6), 146.2 (C2), 133.7 (Ar), 133.6 (Ar), 133.5 (Ar), 129.8 (2C; Ar), 129.7 (2C; Ar),
129.3 (2C; Ar), 129.1 (Ar), 128.9 (Ar), 128.8 (Ar), 128.6 (2C; Ar), 128.5 (2C; Ar), 128.4 (2C; Ar),
119.5 (C8), 105.1 (C5), 89.4 (C1'), 78.4 (C4'), 74.6 (C2'), 71.1 (C5''), 70.9 (C3'), 70.7 (C1""),
63.1 (C5'), 57.7 (C4"'), 56.2 (C2'"), 55.7 (C3"'), 40.8 (CH2), 40.2 (C(CHs)3), 26.0 (6C; C(CHs)3),
25.9 (3C; C(CHs)s), 18.1 (2C; C(CHs)3), 4.3 (CH3), —4.4 (CH3), -4,5 ppm (2C; CHs);

IR (cm™): v =2955 (w, CH), 2929 (m, CH), 2856 (w, CHO), 1728 (s, COOR), 1665 (CONH), 1609
(CONH), 1256 (s, C(CHs)s), 835 (s, C10C2), 710 (s, Ar);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [CssH72Ns012Si2]* 1050.4711, gefunden: 1050.4715 [M+H]*.

7.5.3.2 2-Amino-7-[(1R,2S5,35,4R,5R)-1 '-amino-methyl-4'',5 '-bis-hydroxy-2'',3" -
epoxy-cyclopentan]-9-f3-p-ribofuranosyl-9H-7-desazaguanosin,
Epoxyqueuosin (35)

HO "N N)\

0
2 1

3 2
OH OH
Nukleosid 49 (93 mg, 0.09 mmol, 1.0 Aq) wurde in methanolischer Natriumhydroxidl&sung

(0.5 ™M, 9 mL) gel6st und bei rt fiir 24 h gerthrt. Die Suspension wurde in DCM aufgenommen
und mit ges. NaHCOs und ges. NaCl gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden
mit DCM reextrahiert um die vereinigten organischen Phasen lGber MgS0O4 zu trocken, filtern
und in vacuo entfern. Das Rohprodukt wurde in ein Plastik Gefal} tiberfiihrt, in trockenem
DCM (0.6 mL) geldst, mit Triethylamine trihydrofluorid (0.06 mL, 0.36 mmol, 4.0 Aq) versetzt
und bei rt fir 23 h geriihrt. Dem RG wurde Methyltrimethoxysilan (1 mL) zugegeben und bei
rt weitere 0.5 h geriihrt. Das Losemittel wurde in vacuo entfernt und das Rohprodukt mittels

HPL Chromatographie gereinigt um oQ 35 (25 mg, 66%) als farblosen Feststoff zu erhalten.
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Tzer: 171 °C;

1H-NMR (400 MHz, DMSO): 6=8.32 (s, 1H; NH), 6.84 (s, 1H; HC8), 6.4 (s, 2H; NH>), 5.84 (d,
3Jw1 H2'=6.36 Hz, 1H; HC1'), 4.20 (dd, 3Ju2'n1'=6.24, 3Ju2'n3=5.36, 1H; HC2'), 4.00 (dd,
3Jn3 12'=5.16 Hz, 3Ju3' 1a'=3.40 Hz, 1H; HC3'), 3.89 (d, 3/ua ns'=5.36 Hz, 1H; HC4''), 3.86 (d,
3INHH1=2.24, 2H; CHy), 3.78 (dd, 3Jua',n3'=4.16 Hz, 3Jua'nus'=7.60 Hz, 1H; HC4'), 3.55 (dd,
3Jusa va=4.28 Hz,  3Jusa msb'=11.88 Hz, 1H; HC5a’), 3.49 (dd, 3Jusb,na'=4.48 Hz,
3Jusb’ H5a'=11.80 Hz, 1H; HC5b"), 3.43 (d, 3Ju2 13=0.88 Hz, 3Jnz" n1=2.92 Hz, 1H; C2''H), 3.39
(dd, 3JusmHa'=5.28 Hz, 3Jus"m1=7.12Hz, 1H; HC5''), 3.34 (dd, 3/u3"n2°=0.76 Hz,
3Ju3" 11=3.00 Hz, 1H; HC3""), 2.99 ppm (dd, 3/n1" nn=1.04 Hz, 3Ju1 ns=7.08 Hz, 1H; HC1'');
13C-NMR (101 MHz, DMSO): 6=169.7 (C6), 153.2 (C2), 152.2 (C4), 117.9 (C7), 115.0 (C8), 99.4
(C5), 86.1 (C1'), 84.9 (C4'), 74.7 (C5'"), 73.8 (C27), 70.9 (C3'), 68.2 (C4'"), 63.0 (C1"'), 62.2
(C5'),56.3(C2""),55.8(C3""), 44.1 ppm (CH,);

IR (cm™): v =3333 (m, OH), 2936 (w, CH), 1640 (s, CONH), 1444 (m, CH,), 1101 (s, br, OH),
1054 (m, CH,0H) und 863 (m, C20C3);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C17H24Ns0g]* 426.1619, gefunden: 426.1615 [M+H]*;

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer A, 0% HPLC Puffer B - 80% HPLC Puffer A, 20% HPLC
Puffer B in 45 min; Retentionzeit = 24.8 min; Fluss 5 mL/min; Sdule: VP 250/4 Nucleosil 120-5
C18.

Acetatsalz von 0Q:

1H-NMR (400 MHz, D,0): 6=7.18 (s, 1H; HC6), 6.00 (d, 3Ju1’ H2'=6.44 Hz, 1H; HC1'), 4.62 (dd,
3Ju2',11'=6.43, 3Ju2,43'=5.02 Hz, 1H; HC2'), 4.50 (s, 2H; CH,), 4.37 (dd, 3/u3 h2'=5.00 Hz,
3Ju3'wa'=3.64 Hz, 1H; HC3'), 4.34 (d, 3Jna' ns'=5.20 Hz, 1H; HC4""), 4.20 (dd, 3/ua’,n3'=3.44 Hz,
3Jua' 45'=6.96 Hz, 1H; HC4'), 4.03 (ddd, 3/u1n5'=0.68 Hz, 3Jn1" 12'=5.96 Hz, 3Ju1" nn2=7.24 Hz,
1H; C3'H), 3.91 — 3.79 (m, 4H; H,C5', HC2'', HC5"'), 3.73 (d, ¥us" n2'=7.32 Hz, 1H; HC3),
1.91 ppm (s, 3H; CH3s);

13C-.NMR (101 MHz, D,0): 6=181.3 (CO), 161.4 (C6), 153.2 (C2), 152.2 (C4), 118.8 (C7), 110.0
(C8), 99.4 (C5), 86.7 (C1'), 84.8 (C4'), 73.4 (C2'), 71.9 (C1''), 70.4 (C3'), 68.2 (C4''), 62.6
(C5'),61.4(C5'),56.5(C3"'),54.0(C2""), 42.6 (CH), 23.2 ppm (CH3);

HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D - 90% HPLC Puffer C, 10% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionszeit = 10.5 min; Fluss: 5 mL/min; Saule: VP 250/4 Nucleosil
120-5 C18.
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7.5.4 Synthese von preQ1 (37)145

HO
O?\J\j e T
NH
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_ a) | b) HO A
BZOW o N N)\NHPEV—" BzO o N N/)\NHPN—’ 0 N N° "NH;

OBz OBz OBz OBz OH OH
48 50 37

Schema 27: Synthese von preQ; 37. a) CIH4NO, NaHCOs, H,0, rt = -20 °C, 16 h, 65%; b) NiCl, - 6H,0, NaBH,4, MeOH, 0 °C,
1h, 61%.

7.5.4.1 7-Hydroxylaminomethyl-2-pivaloylamino-9-[(2',3',5 -tri-O-benzyl)-f3-D-
ribofuranosyl]-9H-7-desazaguanosin, (50)

HQ
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Hydroxylaminhydrochlorid (14 mg, 0.19 mmol, 1 Aq) wurde portionsweise zu einer Losung

aus NaHCO3 (16 mg, 0.19 mmol, 1 Aq) in H20 (3 mL) zugeben. Diese Lésung wurde zu einer
stark riihrenden Lésung aus Aldehyd 48 (135 mg, 0.19 mmol, 1 Aq) in EtOH (3 mL) zutropfen
und fir vier Stunden bei rt rihren. Das RG wurde fir 12 h auf -20°C gestellt und
anschliefend dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
MgSO4 getrocknet, abfiltriert und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 100:1) gereinigt um Oxim 50 (91 mg, 65%) als

farblosen Feststoff zu erhalten.

Rf = 0.58 (DCM/MeOH 10/1);

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6=11.72 (s, 1H; NHPiv), 8.85 (s, 1H; NArH), 8.27 (s, 1H; C=NH),
8.04 (s, 1H; HC8), 7.98 (dd, “Jcortho,Hepara=1.16 Hz, 3Jucortho,Hemeta=8.20 Hz, 2H; HCortho), 7.90
(dd, *Jncortho,Hepara=1.20 Hz, 3Jncortho,Hemeta=8.24 Hz, 2H; HCortho), 7.78 (dd, *Jrcortho,Hcpara=1.16 Hz,
3Jucortho,Hemeta=8.12 Hz, 2H; HCortho), 7.57 (m, 3H; HCpara), 7.38 (M, 6H; HCmeta), 6.88 (dd,
3Jucs we2’=5.00 Hz,  3Jucz' mca=7.92Hz, 1H; HC3'), 6.51 (dd, 3Juc2 Hc1'=1.92 Hz,
3Juc2 e =4.88 Hz, 1H; HC2'), 6.12 (d, 3Juc1' nc2'=2.08 Hz, 1H; HC1'), 4.78 (m, 1H; HC4'), 4.74
(dd, 3Juacs ica=3.16 Hz, Zacs mbcs=12.44 Hz, 1H; HaC5'), 4.66 (dd, 3Jupcs mca=3.26 Hz,
2Jbcs macs=12.32 Hz, 1H; HbC5'), 1.37 ppm (s, 9H; COC(CHa)s);
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13C NMR (101 MHz, CDCls): 6=180.2 (COC(CHs)3), 166.1 (PhCO), 165.9 (PhCO), 165.1 (PhCO),
157.3 (C6), 146.8 (C2), 146.0 (C4), 139.5 (HC=NH), 133.7 (Ar), 133.7 (Ar), 133.5 (Ar), 129.8
(2C; Ar), 129.7 (2C; Ar), 129.3 (2C; Ar), 129.0 (Ar), 128.7 (Ar), 128.7 (Ar), 128.6 (2C; Ar), 128.5
(2C; Ar), 128.4 (2C; Ar), 126.5 (C8), 110.1 (C7), 104.0 (C5), 89.6 (C1'), 78.6 (C4'), 74.4 (C2"),
70.7 (C3'), 61.7 (C5'), 40.2 (C(CH3)3), 26.9 ppm (3C; C(CH3)3);

IR (cm): V¥ =3227 (w, OH), 2361 (m, C=N), 1725 (s, CO), 1669 (s, C=N), 1601 (s, Ar), 1263 (s,
CH), 709 (s, Ar);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C3gH3sNsO10]* 722.2457, gefunden: 722.2460 [M+H]".

7.5.4.2 2-Amino-7-aminomethyl-9-(f3-p-ribofuranosyl)-9H-7-desazaguanosin,
preQ1 (37)

HoN 0
5 4
HO 5 o QN 4 N/ NH2
4 1 3
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Zu einer Losung aus Nickel(ll)-chlorid Hexahydrat (14 mg, 0.06 mmol, 1.0 Aq) in MeOH (1 mL)

wurde eine Lésung aus 50 (42 mg, 0.06 mmol, 1.0 Aq) in MeOH (1.5 mL) zugegeben. Das RG
wurde auf 0 °C gekiihlt und mit Natriumborhydrid (14 mg, 0.37 mmol, 6.4 Aq) versetzt. Nach
einer Stunde wurde das RG mit NHs (2 N in H20 5 mL) versetzt. Darauf wurde zweimal mit
DCM extrahiert, die vereinigten organischen Phasen liber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und
das LM in vacuo eingeengt. Der Feststoff wurde in methanolischer Natronlauge (0.5 m, 4 mL)
aufgenommen und 12 h bei rt gerihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und das Rohprodukt
mittels praparativer HPLC gereinigt um preQl (8 mg, 61%) als farblosen Feststoff zu

erhalten.

Tom: 149 — 151 °C;

1H NMR (400 MHz, CDs0D): & = 7.08 (s, 1H; HC8), 5.92 (d, 3Jnc1’ He2'=5.84 Hz, 1H; HC1'), 4.43
(dd, 3mc2'nc3=5.60 Hz, 3Juco mc1=5.80 Hz, 1H; HC2'), 4.23 (dd, 3Jucs nca'=3.52 Hz,
3Jucs' Hc2'=5.40 Hz, 1H; HC3'), 4.13 (d, “macHcs=0.84 Hz, 2H; CHy), 4.03 (dd, 3/uca 1e3'=3.32 Hz,
3Juca mes'=6.64 Hz, 1H; HC4'), 3.80 (dd, 3Jhacs' Hea=3.12 Hz, Yhacs' Hbcs'=12.28 Hz, 1H; HaC5'),
3.72 ppm (dd, 3Jhbes' rea'=3.52 Hz, 2hbes' pacs'=12.04 Hz, 1H; HbC5');

13¢ NMR (101 MHz, CDsOD): & = 160.9 (C6), 153.1 (C2), 152.2 (C7), 117.8 (C8), 110.9 (C4),
99.2 (C4), 88.3 (C1'), 85.2 (C4'), 74.3 (C2'), 70.8 (C3'), 61.8 (C5'), 35.7 ppm (CHa);

IR (cm™): V=3113 (m, OH), 1687 (m, CO), 1614 (s, NH), 1553 (s, NH), 1403 (s, OH), 1077 (s,
C0), 1024 (s, CO);

HRMS (ESI-) for [C12H16NsOs]": ber.: 310.1157, gefunden: 310.1154 [M — HI;
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HPLC: Gradient: 100% HPLC Puffer C, 0% HPLC Puffer D - 90% HPLC Puffer C, 10% HPLC
Puffer D in 45 min; Retentionzeit = 10.4 min; Fluss 5 mL/min; Sdule: VP 250/10 Nucleosil
100-5 C18.

7.5.5 Synthese zu Glutamyl-Queuosin (36)

47 TBSO
a)l HO” %
: 0 O= 0 HN 0
b) c)

T o, LN T, (LM

TBSO o N N NH, TBSO o N N7 NH, TBSO o N N NH,
TBSO OTBS TBSO OTBS TBSO OTBS
55 56 57

Schema 28: Synthese zu Glutamyl-Queuosin. a) i) NH3 (1 N), 40 °C, 24 h; ii) TBSCI, Imidazol, DMF, 40 °C, 24 h, 60%; b)
Pd,(dba)s, P(Phs)s, BusSnH, CO, Toluol, 55 °C, 5 h, 5 bar, 57%; c) i) Benzol, 45 °C, 6 h; ii) NaBH4, MeOH, 0 °C, 1 h, 49%.

7.5.5.1 2-Amino-7-iod-9-[(2',3',5 -tri-O-tert-butyldimethylsilyloxy)-f3-D-
ribofuranosyl]-9H-7-desazaguanosin (55)

i O
5 A8 1

Y

Py
TBSOs | N7 N” “NH;
4 1"
3 2
TBSC OTBS

Nukleosid 47 (100 mg, 0.12 mmol, 1 Aq) wurde in einem Druckrohr in Ammoniak (1 N, 4 mL)

geldst und bei 40 °C fir 24 h gerthrt. Das Rohprodukt wurde in MeOH gel6st, in einen
Kolben Uberfiihrt, in vacuo eingeengt, in DMF (1 mL) gelost und mit TBSCl (94 mg,
0.62 mmol, 5 Aq) und Imidazol (42 mg, 0.62 mmol, 5 Aq) versetzt. Bei 40 °C wurde das RG fiir
24 h gerihrt bevor es in DCM aufgenommen und gegen ges. NaHCOs; und ges. NaCl
extrahiert wurde. Die organische Phase wurde liber MgSO4 getrocknet, filtriert und in vacuo
eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (DCM/MeOH/NEt; = 20:1:0.1)
gereinigt um 55 als farblosen Feststoff zu erhalten. (56 mg, 60%)

R¢ (DCM/MeOH = 10:1): 0.24;

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=7.12 (s, 1H; HC8), 6.01 (d, 3Juc1'c2'=5.46 Hz, 1H; HC1'), 4.26
(dd, 3Juc2' Hc3'=4.80Hz, 3Juca' mc1'=5.10Hz, 1H; HC2'), 4.19 (dd, 3/uc3'Hca'=3.24 Hz,
3Jucs’ mc2'=4.38 Hz, 1H; HC3'), 4.03 (dd, 3/nca’ He3'=2.70 Hz, 3Jnca’ mes'=5.40 Hz, 1H; HC4'), 3.90
(dd, 3JHacs'mca'=3.12 Hz, 3Jnacs' mbcs'=11.46 Hz, 1H; HaC5'), 3.74 (dd, 3Jubcs hca'=2.22 Hz,
3Jubes' Hacs'=11.52 Hz, 1H; HbC5'), 0.97 (s, 9H; (CH3)s), 0.92 (s, 9H; (CHs)s3), 0.81 (s, 9H; (CH3)s),
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0.16 (s, 3H; SiCHs), 0.15 (s, 3H; SiCHs), 0.14 (s, 3H; SiCHs), 0.09 (s, 6H; SiCH3), -0.05 (s, 3H;
SiCHs), —0.19 ppm (s, 3H; SiCH3);

13C-NMR (101 MHz, CDCls): 6=160.1 (C6), 152.2 (C2), 151.8 (C4), 123.1 (C8), 100.8 (C5), 100.7
(C7), 87.1 (C1'), 85.2 (C4'), 79.7 (C2'), 72.3 (C3'), 62.9 (C5'), 26.2 (3C; (CHs)3), 25.9 (3C;
(CHs)s), 25.7 (3C; (CHs)s), 18.6 (C(CHs)s), 18.1 (C(CHs)3), 17.9 (C(CHs)3), -4.4 (SiCHs), -4.7 (2C;
SiCHs), -5.2 (SiCH3), 5.3 (SiCH3), -5.4 ppm (SiCHs);

IR (cm™): v =3324 (w, NH), 2925 (w, CH), 1672 (m, CONH.

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C29Hs6IN4OsSis]* 751.2598, gefunden: 751.2598 [M+H]*.

7.5.5.2 2-Amino-7-formyl-9-[(2',3,5 -tri-O-tert-butyldimethylsilyloxy)-/3-D-
ribofuranosyl]-9H-7-desazaguanosin IT124 (56)

O O
5 4

% ONH
8 | L
TBSOs N7 rg)\NHZ
4' 1
3 2
TBSC  OTBS
Unter  Luftausschluss  wurden Nukleosid 55 (61 mg, 0.08 mmol, 1.00 Aq),

Tris(dibenzylideneacetone)dipalladium(0) (7 mg, 0.01 mmol, 0.01 Aq) und Triphenylphosphin
(11 mg, 0.04 mmol, 0.60 Aq) in Toluol abs. (1.50 mL) gelést. Die Apparatur wurde dreimal
mit Kohlenmonoxid gespiilt. Tributylzinnhydrid (20 pL, 0.09 mmol, 1.20 Aq) wurde in Toluol
abs. (0.97 mL) gelost und mit Hilfe einer Spritzenpumpe Uber 1 h bei 55 °C zugetropft. Das
RG wurde weitere 5 h bei 55 °C gerihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und der Feststoff
sdulenchromatographisch gereinigt (iHex/EtOAc = 2:1), um Aldehyd 56 als farblosen
Feststoff zu erhalten. (57%)

Rf (iHex/EtOAc = 1:2): 0.08;

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): §=10.97 (s, 1H; NH), 9.73 (s, 1H; CHO), 7.85 (s, 1H; HC8), 6.06 (d,
3Juct ne2'=4.12 Hz, 1H; HC1'), 4.28 (dd, ez nea=4.20 Hz, ez ner'=4.20 Hz, 1H; HC2'), 4.22
(dd, 3ucs' c2'=4.28 Hz, ¥ucs nea'=4.52 Hz, 1H; HC3'), 4.12 — 4.10 (m, 1H; HC4'), 4.02 (dd,
3uacs H3'=2.76 Hz,  3Juacs' mbcs'=11.56 Hz, 1H; HaC5'), 3.81 (dd, 3Jubcs Hca'=2.04 Hz,
3Jubcs Hacs'=11.56 Hz, 1H; HbC5'), 0.98 (s, 9H; (CHs)s), 0.93 (s, 9H; (CHs)3), 0.87 (s, 9H; (CHs)s),
0.17 (s, 3H; SiCHs), 0.16 (s, 3H; SiCHs), 0.09 (s, 6H; SiCH3), 0.02 (s, 3H; SiCH3), -0.04 ppm (s,
3H; SiCHs);
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13C.NMR (101 MHz, CDCls): 6§=183.5 (CO), 159.6 (C6), 154.8 (C2), 154.1 (C4), 132.1 (C8),
121.2 (C7), 97.0 (C5), 88.0 (C1'), 84.6 (C4'), 77.2 (C2'), 71.4 (C3'), 62.3 (C5'), 26.1 (3C;
(CH3)3), 25.8 (3C; (CH3)3), 25.7 (3C; (CHs)3), 18.6 (C(CHs)s3), 18.1 (C(CHs)s), 17.9 (C(CHs)3), —-4.3
(SiCHs), —4.7 (SiCH3), 4.8 (2C; SiCH3), -5.2 (SiCHs), -5.4 ppm (SiCHs);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C30Hs7N406Sis]* 653.3580, gefunden: 653.3588 [M+H]*.

7.5.5.3 2-Amino-7-[(35,4R,55)-1 -amino-methyl-4'-O-tert-butyldimethylsilyloxy-
5" '-hydroxy-cyclopenten]-9-[(2',3',5 -tri-O-tert-butyldimethylsilyloxy)-f3-
D-ribofuranosyl]-9H-7-desazaguanosin (57)

TBSO 4 3

-

HO" 1

HN o

8 4

TBSO. . A2
5 aN"4

o N “NH,
4’ 1
3 2
TBSC  OTBS
Unter Luftausschluss wurden Nukleosid 56 (25 mg, 0.04 mmol, 1.0 Aq) und Cyclopenten 52

(10 mg, 0.05 mmol, 1.2 Aq) in Benzol abs. (1 ml) gelést. Das RG wurde bei 45 °C fiir 6 h
gerihrt. Das LM wurde in vacuo eingeengt und in MeOH abs. (1 mL) gelost. Bei 0 °C wurde
Natriumborhydrid (4 mg, 0.11 mmol, 3 Aq) zugegeben und fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Es wurde
Wasser (3 mL) zugegeben und 0.5 h bei 25°C weitergeriihrt. Das LM wurde in vacuo
eingeengt und das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (DCM/MeOH =
100:1->20:1), um Nukleosid 57 als farblosen Feststoff zu erhalten. (16 mg, 49%)

R¢ (DCM/MeOH = 10:1): 0.33;

1H-NMR (600 MHz, CDCls): §=6.97 (s, 1H; HC8), 6.01 (d, 3Jnc1 Hc2'=5.64 Hz, 1H; HC1'), 5.99
(m, 2H; HC2'', HC3""), 4.83 (s, 1H; HC1''), 4.26 — 4.26 (m, 1H; HC4'"), 4.20 — 4.18 (m, 4H; CH>,
HC5'', HC2'), 4.04 (dd, 3Juca’ncs'=3.00 Hz, 3Jnca' nea'=5.88 Hz, 1H; HC4'), 3.96 (s, 1H; HC3'),
3.88 (dd, 3Juacs hca'=3.30 Hz, 3Juacs' mbcs'=11.40 Hz, 1H; HaC5'), 2.50 (dd, 3Jubcs' Hca'=2.64 Hz,
3Jubes' Hacs'=11.40 Hz, 1H; HbC5'), 0.96 (s, 9H; (CH3)s), 0.93 (s, 9H; (CHs)s3), 0.89 (s, 9H; (CH3)s),
0.80 (s, 9H; (CHs)s), 0.15 (s, 3H; CHs), 0.13 (s, 3H; CHs), 0.12 (s, 3H; CHs), 0.10 (s, 6H; CHs),
0.09 (s, 3H; CH3), -0.07 (s, 3H; CH3), —0.26 ppm (s, 3H; CH3);

13C-NMR (151 MHz, CDCl3): 6=161.1 (C6), 152.4 (C2), 152.2 (C4), 138.7 (C3'"), 131.8 (C2""),
117.8 (C8), 116.6 (C7), 99.6 (C5), 87.0 (C1'), 85.2 (C4'), 78.6 (C4"'), 76.4 (C5''/C2'), 74.7
(C1'"),72.0(C2'/C5""), 67.5(C3"), 63.0 (C5'), 43.3 (CH2), 26.1 (3C; C(CHs)3), 25.9 (3C; C(CHs)3),
25.8 (3C; C(CHs)3), 25.7 (3C; C(CH3)s), 18.5 (C(CHs)s), 18.1 (2C; C(CH3)s), 17.9 (C(CH3)s), -4.4
(2C; CHs), -4.7 (CHs), -4.8 (CH3), 4.9 (CH3), 5.2 (CH3), =5.3 (CH3), -5,4 ppm (CHs);
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IR (cm™): v=2929 (w, CH), 1627 (m, CONH), 1251 (s,Si(CH3)), 2080 (m, COC) und 832 (s,
Si(CHs));
HRMS (ESI+): ber. fir:[ Ca1HsoNsO7Sia]* 866.5129, gefunden: 866.5123 [M+H]*.

7.5.6 Synthese von Cyclopenten 52

><033 TBSO, BS0
0 ! a) :I::> b) :[:j>
-0 HO” %
HN — HN\{O —  woT
CCly CCly 2
42 51 52

Schema 29: Synthese von Cyclopenten 52. a) i) AcOH (70%), 40 °C, 20 h; ii) TBSCI, Pyridin, 35 °C, 20 h; 64%; b) NH3 (7 N und
konz.), rt, 25 h; 50%.

7.5.6.1 (35,4R,5S5)-4-Hydroxy-5-0-tert-butyldimethylsilyloxy-3-
trichloracetamidcyclopenten (51)155
TBSO 1
JS
HQO"4 3
HN ©

CCly
Cyclopenten 42 (500 mg, 1.66 mmol, 1.0 Aq) wurde in Essigsdure (70%ig, 5 mL) gelést und

bei 40 °C fur 20 h geriihrt. Das LM wurde in vacuo eingeengt, das Rohprodukt in Pyridin
(10 mL) geldst und mit TBSCI (301 mg, 2.00 mmol, 1.2 Aq) versetzt. Das RG wurde bei 35 °C
fiir 20 h geriihrt, das LM in vacuo entfernt, in DCM aufgenommen und gegen ges. NaHCO3
und ges. NaCl gewaschen. Die vereinigten Wasserphasen wurden gegen DCM reextrahiert,
die vereinigten organischen Phasen Gber MgSQO4 getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (iHex/EtOAc = 15:1) gereinigt um 51
(397 mg, 64%) als farblosen Feststoff zu erhalten.

Zu 21% entsteht das nicht-allylisch geschitzte TBS-Derivat.17165

R¢ (iHex/EtOAc = 1:1): 0.25;

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=6.69 (d, 3/xm1c3=6.06 Hz, 1H; NH), 5.98 (ddd, 3/uc1nc3=2.04 Hz,
3Juc,ncs=4.14 Hz, 3Jucinc2=6.12 Hz, 1H; HC1), 5.94 (dd, 3/nca,nec3=1.92 Hz, 3Jnca,nc1=6.12 Hz, 1H;
HC2), 4.77 — 4.72 (m, 2H; HC3, HC4), 4.00 (dd, 3Jucsc1=4.50 Hz, 3Jncs,nca=5.46 Hz, 1H; HC5),
0.92 (s, 9H; (CHs)3), 0.15 (s, 3H; SiCHs), 0.13 ppm (s, 3H; SiCHs);
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13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6=161.9 (CO), 135.0 (C1), 133.3 (C2), 76.3 (C5), 74.4 (C4), 63.3
(C3), 25.7 (3C; C(CHz3)3), 18.1 (C(CH3)3), —4.3 (SiCHs), -4.9 ppm (SiCHs);

IR (cm™): v =3305 (w, OH), 2952 (w, CH), 1692 (s, CONH), 1519 (m, NH) und 1081 (m, CHOH);
HRMS (ESI-): ber. fir: [C13H21CIsNOsSi]~ 372.0362, gefunden: 372.0359 [M-H]".

7.5.6.2 (35,4R,55)-4-Hydroxy-5-0-tert-Butyldimethylsilyloxy-3-amino-
cyclopenten (52)

TBSO 1
0%
HO"4 =3

NH,

Cyclopenten 51 (65 mg, 0.17 mmol, 1 Aq) wurde in methanolischem NH3 (7 N, 5 mL) geldst
und NHs3 konz. (1 mL) zugegeben. Die Losung wurde 25 h bei rt gerihrt. Das RG wurde in
DCM aufgenommen und zweimal gegen Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde tber
MgSOs  getrocknet, infiltriert und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
(DCM/MeOH/TEA = 50:1:0.1) gereinigt um das freie Amin 52 (20 mg, 50%) als farbloses Ol

zu erhalten.

Rt (DCM/MeOH = 5:1): 0.22;

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6=6.15 (dd, 3Juc3,nc2=1.56 Hz, 3Juc3 nca=6.16 Hz, 1H; HC3), 5.76 —
5.99 (m, 1H; HC4), 4.78 (d, 3Jucs,nc1=5.76 Hz, 1H; HC5), 4.43 — 4.40 (m, 1H; HC1), 4.27 —4.26
(m, 1H; C2), 0.88 (s, 9H; (CH3)s), 0.11 (s, 3H; SiCH3), 0.10 ppm (s, 3H; SiCHs);

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): 6=136.6 (C4), 130.9 (C3), 74.3 (C1), 74.1 (C5), 62.1 (C2), 25.8 (3C;
C(CHs)3), 18.2 (C(CHs)s), —4.5 (SiCHs), -4.8 ppm (SiCH3);

IR (cm™): v=3397 (m, br, OH), 2927 (s, CH), 1253 (m, NH2), 1089 (s, CHOH) und 732 (m,
HC=CH cis);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C11H24NO,Si]* 230.1571, gefunden: 230.1570 [M+H]*.
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7.5.7 Synthese von Aminosdure 54

NH, NHFmoc NHFmoc
H a H b !
OT(\/LCOZH o ONCOZH o \Si/\/ONCOZH
s} s} | o
53 54

Schema 30: Synthese zu Glutaminsaure 54. a) Na,COs3, FmocSu, MeCN, rt, 0.5 h, 92%; b) 2-(Trimethylsilyl) ethanol, DMAP,
DCC, MeCN, 0 °C, 23 h, 39%.

7.5.7.1 (25)-2(((9H-Flouren-9-yl)methoxy)carbamoyl)pentandisiure (53)

Eine NaxCOs-Lésung (1.44 g, 13.60 mmol, 2.0 Aq in 52 mL H20) wurde mit L-Glutaminsdure
(1.00 g, 6.80 mmol, 1.0 Aq) und einer N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimid-Lésung
(2.75 g, 8.16 mmol, 1.2 Aq in 52 mL MeCN) versetzt. Das RG wurde fiir 0.5 h bei rt geriihrt.
Die entstandene Suspension wurde mit 2 M HCl auf pH=5 gebracht und zweimal mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser und ges. NaCl
gewaschen, Uber MgSO4 getrocknet, filtriert und das LM in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt
wurde aus einem EtOAc/iHex Gemisch (1:1) umbkristallisiert, um die Fmoc-geschitzte

Aminosaure 53 (2.3 g, 92%) zu erhalten.

Rt (DCM/MeOH = 4:1): 0.09;

1H-NMR (400 MHz, Dg-DMSO): 6§=12.43 (s, 2H; COOH), 7.90 (d, 3Juci1Hc12=7.52 Hz, 2H; HC11),
7.72 (d, 3Jucianc13=7.32 Hz, 2H; HC14), 7.67 (d, 3Jnn,nc2=8.28Hz, 1H; NH), 7.44 — 7.40 (m 2H;
HC12), 7.35 — 7.31 (m, 2H; HC13), 4.29 — 4.21 (m, 3H; HC8, C7H>), 4.00 — 3.96 (m, 1H; HC2),
2.33-2.29 (m, 2H; C4H;), 2.02 — 1.94 (m, 1H; HaC3), 1.82 — 1.73 ppm (m, 1H; H,C3);
13C-NMR (101 MHz, Ds-DMSO): 6=174.2 (COOH), 174.0 (COOH), 156.6 (C6), 144.2 (C9), 141.1
(C10), 128.1 (C12), 127.5 (C13), 125.7 (C14), 120.6 (C11), 66.1 (C7), 53.4 (C2), 47.1 (C8), 30.6
(C4), 26.5 ppm (C3);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C20H20NOg]* 370.1285, gefunden: 370.1288 [M+H]*.
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7.5.7.2 (25)-2(((9H-Flouren-9-yl)methoxy)carbamoyl)-5-0x0-5-(2-
(trimethylsilyl)ethoxy)pentandisaure (54)

NPT

13 5 O/\/Sl\

14 0 H 16
’29 M 2 Ton
8 078 N
11 H

10

L

Aminosidure 53 (1.50 g, 4.07 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in MeCN abs. (250 mL) gelést und bei 0 °C
mit 2-(Trimethylsilyl)ethanol (0.640 mL, 4.47 mmol, 1.10 Aq.), 4-(Dimethylamino)pyridin
(0.50 g, 4.07 mmol, 1.0Aq.) und N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (0.9 g, 4.47 mmol, 1.1 Aq.)

versetzt und fir 23 h bei 0 °C gerthrt. Das LM wurde in vacuo entfernt, der Riickstand in
DCM (150 mL) aufgenommen und mit ges. NaHCO3 gewaschen. Die vereinigten wassrigen
Phasen wurden mit DCM reextrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit 0.1 m HCI
gegengewaschen und das LM in wvacuo entfernt. Der Rickstand wurde
saulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH = 20:1) und Glutaminsaure 54 (0.748 g,

39%) als farbloser Feststoff erhalten.

Rf (DCM/MeOH = 4:1): 0.50;

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=7.76 (d, 3Juciinc12=7.50Hz, 2H; HC11), 7.59 (t,
3Jucia,nc13=6.48 Hz, 2H; HC14), 7.41 — 7.38 (m, 2H; HC12), 7.32 — 7.30 (m, 2H; HC13), 5.58 (d,
3JNc2=7.74 Hz, 1H; NH), 4.44 — 4.37 (m, 3H; HC2, C7H2), 4.22 (t, 3Jucsncr=7.02 Hz, 1H; HC8),
4.19 (t, 3JucisHe16=7.68 Hz, 2H; C15H,), 2.53 — 2.40 (m, 2H; HC4), 2.30 — 2.26 (m, 1H; HaC3),
2.08 — 2.02 (m, 1H; HpC3), 0.99 (t, 2H, 3Jncis Hc15=8.58 Hz; C16H,), 0.02 ppm (s, 9H; C17H3);
13C-NMR (150 MHz, CDCl3): 6=175.4 (COOH), 173.3 (COOH), 156.1 (C6), 143.8 (C9), 141.3
(C10), 127.7 (C12), 127.1 (C13), 125.1 (C14), 120.0 (C11), 67.2 (C7), 63.3 (C15), 53.3 (C2),
47.1(C8), 30.6 (C4), 27.3 (C3), 17.3 (C16), -1.54 ppm (C17);

IR (cm™?): v=2953 (w, CH), 1730 (s, COOH), 1531 (w, NHR:), 1450 (m, CH,) und 1250 (s,
C(CH3)3);

HRMS (ESI+): ber. fur: [C2sH31NNaOgSi]* 492.1813, gefunden: 492.1816 [M+H]".
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7.5.8 Synthese von Cyclopenten 42149,155,166,167

O HO
OH OH O _.0Ac 0. .0Ac
HO N 2 © by ~ HO o)
OH O °5° °5°
58 59
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Schema 31: Synthese zu Cyclopenten 42. a) i) DMP, p-TsOH, 80 °C, 4 h; ii) Ac;0, Pyridin, rt, 18 h; b) AcOH (64%), 55 °C, 3.5 h;
c) CH(OMe)s, 100 °C, 0.5 h; d) Ac,0, 130 °C, 5 h; e) KOtBu, MeOH, 0 —rt, 5 min, 69% liber sechs Stufen; f) NaH, DMSO,

PMePh3Br, THF, 0 —> 65 °C, 6 h, 82%; g) Grubbs I, DCM, rt, 24 H, 85%; h) i) CIsCCN, DBU, DCM, 0 —>rt, 0.2 h, 93%; ii) o-Xylol,
150°C, 5 h, 93%.

7.5.8.1 2,3:5,6-Di-0-isopropyliden-mannofuranosid (68)
's) 6
Ay OoH
O
2
<

D(+)-Mannose (50.00 g, 0.3 mol, 1.0 Aq) wurde in 2,2-Dimethoxypropan (159 mL, 1.28 mol,

Ol 2

4.6 Aq) suspendiert und auf 60°C erwirmt. p-Toluolsulfonsidure (159 mg, 0.83 mmol,
0.3 mol%) wurde dem RG zugegeben und fir 4 h bei 80 °C geriihrt. Nachdem das RG auf rt
abgekihlt war wurde ges. NaHCOs3 (9 mL) zugegeben, der Niederschlag abfiltriert, das LM in
vacuo auf die Halfte eingeengt und mit EtOAc versetzt. Es wurde mit ges. NaCl gewaschen,
die organische Phase Uber MgS0O4 getrocknet, filtriert und das LM in vacuo entfernt. Es
wurde Pentose 68 als 1:4 Gemisch in Form eines farblosen Feststoffes erhalten, welcher

direkt in der nachsten Reaktion eingesetzt wurde.
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Rs (iHex/EtOAc = 1:4): 0.55;

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6=5.36 (s, 1H; HC1), 4.81 — 4.77 (m, 1H; HC3), 4.72 — 4.69 (m, 1H;
HC2), 4.40 — 4.35 (m, 1H; HC5), 4.18 — 4.00 (m, 3H; HC4, H2C6), 1.43 (s, 6H; CHs), 1.36 ppm (s,
6H; CHs);

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6=112.6 (C(CHs)2), 109.1 (C(CHs)2), 101.2 (C1), 85.5 (C2), 80.2 (C4),
79.6 (C3), 73.3 (C5), 66.6 (C6), 26.8 (CH3), 25.8 (CH3), 25.2 (CHs), 24.5 ppm (CHs);

IR (cmY): v =3351 (w, br, OH), 2936 (w, CH), 1029 (s, COC), 1028 (s, COCH,OC);

HRMS (ESI-): ber. fiir: [C12H1006]~ 259.1187, gefunden: 259.1186 [M-H]-~.

7.5.8.2 1-0-Acetyl-2,3:5,6-di-0-isopropyliden-mannofuranosid (58)
0
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Zucker 67 (74.73 g, 0.29 mol, 1.0 Aq) wurde in Pyridin abs. (57 mL) geldést und auf 0 °C
gekiihlt. Das RG wird mit Essigsdureanhydrid (54 mL, 0.57 mol, 2.0 Aq) versetzt, bei 0 °C fir
1 h und weitere 18 h bei rt geriihrt. Mit Ethanol (26 mL) wurde das RG gequencht und
weitere 1.5 h bei rt geriihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt, um Pentose 58 als gelbes Ol zu

erhalten, welches ohne weitere Aufarbeitung weiter eingesetzt wurde.

Rf (iHex/EtOAc = 1:4): 0.64;

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6=6.07 (s, 1H; HC1), 4.82 — 4.79 (m, 1H; HC3), 4.65 (d,
3Juca,Hc3=5.88 Hz, 1H; HC2), 4.38 — 4.32 (m, 1H; HC5), 4.98 — 3.97 (m, 3H; HC4, H,C6), 2.01 (s,
3H; CHs), 1.44 (s, 3H; CH3), 1.38 (s, 3H; CHs), 1.33 (s, 3H; CH3), 1.30 ppm (s, 3H; CH3);
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6=169.3 (CO), 113.2 (C(CHs)2), 109.3 (C(CHs),), 100.8 (C1), 85.0
(C2), 82.2 (C4), 79.3 (C3), 72.9 (C5), 66.8 (C6), 26.9 (CH3), 25.9 (CH3), 25.1 (CH3), 24.6 (CH3),
21.0 ppm (CHs);

IR (cm™): v =2989 (w, CH), 1745 (m, CO), 1373 (m, C(CHs)3), 1209 (m, C(CH3)s), 727 (s, OCO);
MS (El): ber. flr: [C14H2307]* 303.3, gefunden: 303.3 [M+H]*.
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7.5.8.3 1-0-Acetyl-2,3-0-isopropyliden-mannofuranosid (59)
6 O

HO

 oud
HO 4

3 2

P

Zucker 58 (82.18 g, 0.27 mol) wurde in Essigsdure (64 %ig, 448 mL) geldst und bei 55 °C fir
3.5 h geriihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt. Pentose 59 wurde als gelbes Ol erhalten,

welches im nachsten Schritt ohne weitere Aufarbeitung verwendet wurde.

Rf (iHex/EtOAc = 1:4): 0.16;

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6=6.06 (s, 1H; HC1), 4.88 — 4.85 (m, 1H; HC3), 4.64 (d, 1H,
3Jhca,nes=5.82 Hz; HC2), 4.02 — 3.75 (m, 3H; HC4, H,C6), 3.65 — 3.59 (m, 1H; HC5), 2.00 (s, 3H;
CHs), 1.42 (s, 3H; CHs), 1.29 ppm (s, 3H; CH3);

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6=169.6 (CO), 113.2 (C(CHs)2), 100.7 (C1), 84.7 (C2), 81.3 (C4), 79.7
(C3), 69.7 (C5), 64.0 (C6), 25.9 (CH3), 24.7 (CH3), 21.0 ppm (CH3);

IR (cm™): v=3349 (w, br, OH), 2939 (w, CH), 1741 (m, CO), 1074 (m, COC), 1006 (s,
COCH,0C);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C1aH1sNaO7]* 285.0945, gefunden: 285.0944 [M+Na]*.

7.5.8.4 1-0-Acetyl-5,6-0-methoxymethylen-2,3-0-isopropyliden-mannofuranosid
(60)
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Zucker 59 (78.57 g, 0.30 mol, 1.0 Aq) wurde in Trimethylformiat (164 mL, 1.60 mol, 5.0 Aq)
gelbst, bei 100 °C fir 0.5 h gerihrt, um dann das RG auf rt abkihlen zu lassen. Das LM wurde
in vacuo entfernt, um die vollgeschiitzte Pentose 60 als Diastereotopengemisch in Form

eines gelben Ols zu erhalten, welches ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt wurde.

R¢ (iHex/EtOAc = 1:4): 0.54;
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6=6.13 (s, 1H; HC1), 6.12 (s, 1H; HC1), 5.76 (s, 1H; MeO-HC), 5.74
(s, 1H; HC), 4.91 — 4.80 (m, 2H; HC3), 4.69 (d, 3JuczHc3=4.38 Hz, 1H; HC2), 4.68 (d,
3Juca,nc3=4.38 Hz, 1H; HC2), 4.50 — 4.39 (m, 2H; HC4), 4.19 — 4.01 (m, 6H; HC5, HC6), 3.34 (s,
3H; CHs), 3.31 (s, 3H; CHs), 2.05 (s, 6H; CHs), 1.47 (s, 3H; CH3), 1.45 (s, 3H; CH3), 1.33 (s, 3H;
CHs), 1.33 ppm (s, 3H; CH3);
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13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6=169.3 (2C; CO), 116.4 (CHO3), 115.6 (CHO3), 113.3 (2C; C(CHs)2),
100.9 (C1), 100.7 (C1), 85.0 (2C; C2), 82.6 (C4), 81.5 (C4), 79.5 (C3), 79.1 (C3), 72.8 (CH30),
72.7 (CH30), 67.1 (C5), 65.7 (C5), 52.2 (C6), 51.7 (C6), 25.9 (CH3), 25.8 (CH3), 24.6 (CH3), 24.5
(CHs), 21.0 ppm (2C; CH3);

IR (cm™): v =2989 (w, CH), 1744 (m, CO), 1072 (s, COC);

HRMS (ESI+): ber. fir: [C13H20NaOsg]* 327.1050, gefunden: 327.1052 [M+Na]*.

7.5.8.5 1-0-Acetyl-2,3-0-isopropyliden-4-vinyl-a-D-erythrofuranosid (61)

6 O
\5 C 1.0
4
3 2
o_0

AN

Zucker 60 (81.58 g, 0.27 mol, 1.0 Aq) wurde in Essigsdureanhydrid (186 mL, 1.98 mol, 7.5 Aq)
geldst und bei 130 °C fir 5 h gerihrt. AnschlieRend wurde des RG auf 0 °C gekiihlt, mit
Ethanol (150 mL) versetzt und weitere 0.15h bei rt geriihrt. Das LM wurde in vacuo
eingeengt. Das erhaltene schwarz-braunes Ol wurde in EtOAc aufgenommen und zweimal
mit ges. NaHCO3s extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit EtOAc gewaschen,
die vereinigten organischen Phasen Gber MgSO4 getrocknet, filtriert und in vacuo eingeengt.
Das erhaltene Rohprodukt 61 wurde in der folgenden Reaktion ohne weitere Aufarbeitung

eingesetzt.

R¢ (iHex/EtOAc = 3:1): 0.50;

1H-NMR (300 MHz, CDCl): 6=6.14 (s, 1H; HC1), 5.94 — 5.88 (m, 1H; HC5), 5.43 — 5.29 (m, 2H;
H,C6), 4.75 — 4.73 (m, 1H; HC3), 4.69 — 4.67 (m, 1H; HC2), 4.52 — 4.48 (m, 1H; HC4), 2.04 (s,
3H; CHs), 1.45 (s, 3H; CHs), 1.30 ppm (s, 3H; CH3z);

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6=169.4 (CO), 131.5 (C5), 119.6 (C6), 113.1 (C(CHs),), 100.6 (C1),
85.3 (C2), 82.3 (C4), 81.1 (C3), 26.1 (CHs), 25.0 (CHs), 21.0 ppm (CH3);

IR (cm™): v=2990 (w, CH), 1745 (m, CO), 1374 (m, CH3COO), 1227 (s, C(CHs)z), 1076 (m,
COC), 960 (s, C=C);

HRMS (El): ber. fiir: [C11H160s]* 228.0998, gefunden: 228.1003 [M]*.
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7.5.8.6 2,3-0-Isopropyliden-4-vinylerythrofuranosid (62)
6
Yoy om
4
3 2
OXO
Zucker 61 (64.83g, 0.23 mol, 1.0 Aq) wurde in MeOH (150 mL) gelést und bei 0°C
portionsweise mit KOBu (10.10 g, 0.09 mol, 0.4 Aq) versetzt. Das RG wurde 5 min bei rt
gerihrt und dann mit Dowex H*-Resin HCR-W2 neutralisiert und filtriert. Das Filtrat wurde in
vacuo eingeengt, in ges. NaHCO3; aufgenommen und zweimal mit EtOAc gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSOs getrocknet, filtriert und in vacuo
eingeengt. Das erhaltene braune Ol wurde destilliert (T=110°C, p=50mbar), um

Pentose 62 (69% uber sechs Stufen) als farbloses Ol zu erhalten.

R (iHex/EtOAc = 4:1): 0.21;

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6=6.01 — 5.89 (m, 1H; HC5), 5.41 — 5.28 (m, 2H; H2C6), 5.36 (s, 1H;
HC1), 4.71 - 4.68 (m, 1H; HC3), 4.62 — 4.56 (m, 2H; HC2, HC4), 1.44 (s, 3H; CH3), 1.29 ppm (s,
3H; CHs);

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6=132.1 (C5), 119.2 (C6), 112.6 (C(CHs)2), 100.9 (C1), 85.8 (C2),
81.5 (C4), 81.4 (C3), 26.0 (CHs), 24.8 ppm (CH3);

IR (cm): V=3414 (m, br, OH), 3084 (w, C=CH,), 2987 (m, CH), 2941 (m, CH), 1374 (m,
C(CH3)2), 1208 (s, C(CH3)2), 1058 (s, CHOH), 990 (s, C=CH>);

HRMS (El): ber. fir: [CoH1404]* 186.0892, gefunden: 186.0869 [M]*.

7.5.8.7 (3R,4S5,5R)-4,5-0-Isopropylidenhepta-1,6-dien-3,4,5-triol (63)

Natriumhydrid (12.40 g, 0.52 mol, 4.2 Aq) wurde in THF abs. (500 mL) suspendiert, auf 0 °C
gekiihlt und langsam mit DMSO abs. (27.5 mL, 0.39 mmol, 3.1 Aq) versetzt. Das RG wurde
0.75h bei rt geriihrt, um dann bei 0°C Methyltriphenylphosphoniumbromid (92.10 g,
0.26 mol, 2.1 Aq) zuzugeben und weitere 2 h bei rt zu rithren. AnschlieRend wurde die
Lésung von Zucker 62 (23.00 g, 0.12 mol, 1.0 Aq) in THF abs. zugetropft und das Gemisch 3 h
bei 65 °C gerihrt. Nachdem das RG wieder auf rt abgekiihlt war, wurde es in iso-Hexan
aufgenommen und Uber Kieselgur filtriert. Das LM wurde in vacuo eingeengt, in MTBE
aufgenommen, zweimal mit H,O extrahiert, die organische Phase reextrahiert, iber MgS04

getrocknet, filtriert und in  vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch (iHex/EtOAc = 6:1) gereinigt, um Alkohol 63 (18.8 g, 82%) als

farbloses Ol zu erhalten.

Rf (iHex/EtOAc = 6:1): 0.26;

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6=6.08 — 5.97 (m, 1H; HC6), 5.91 — 5.80 (m, 1H; HC2), 5.41 — 5.21
(m, 4H; HaC1, H2C7), 4.66 — 4.61 (m, 1H; HCS), 4.14 — 4.06 (m, 2H; HC3, HCA4), 1.43 (s, 3H;
CHs), 1.40 ppm (s, 3H; CH3);

13C-NMR (75 MHz, CDCl): 6=136.8 (C2), 133.9 (C6), 119.4 (C7), 117.0 (C1), 108.8 (C(CHs)a),
80.6 (4), 79.0 (5), 70.6 (C3), 27.4 (CHs), 25.0 ppm (CHs);

IR (cm™): V=3442 (m, br, OH), 3084 (w, C=CH,), 2988 (m, CH), 2937 (m, CH), 2886 (m, CH),
1382 (m, C(CHs)a), 1216 (s, C(CHs)), 1053 (s, CHOH), 992 (s, C=CHa), 928 (s, C=CH,);

HRMS (ESI+): ber. fiir: [C1oH20NOs]* 202.1438, gefunden: 202.1439 [M+NHa]".

7.5.8.8 (3R,45,5R)-3,4-0-Isopropyliden-cyclopent-1-en-3,4,5-triol (64)
1
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Unter Luftausschluss wurde Alkohol 63 (3.30 g, 17.91 mmol, 1.0 Aq) in DCM abs. (180 mL)
geldst und mit Grubbs-1-Katalysator (73 mg, 0.09 mmol, 0.5 mol%) versetzt. Das RG wurde
fiir 24 h bei rt geriihrt. Das LM wurde in vacuo eingeengt und das dunkelbraune Rohprodukt
saulenchromatographisch (iHex/EtOAc = 3:1) gereinigt, um Cyclopenten 64 (2.38 g, 85 %) als

hellbraunes Ol zu erhalten.

Rf (iHex/EtOAc = 6:4): 0.31;

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6=6.04 — 6.02 (m, 1H; HC2), 5.92 — 5.90 (m, 1H; HC1), 5.29 — 5.28
(m, 1H; HC3), 4.80 (m, 1H; HC5), 4.53 — 4.52 (m, 1H; HC4), 1.40 (s, 3H; CHs), 1.35 ppm (s, 3H;
CHs);

BBC-NMR (151 MHz, CDCls): 6=135.7 (C2), 134.5 (C1), 111.7 (C(CHs),), 85.9 (C4), 84.2 (C3),
81.0 (C5), 27.3 (CHs), 25.7 ppm (CHs);

IR (cm™): v =3388 (m, br, OH), 3064 (w, C=C), 2988 (m, CH), 2935 (m, CH), 1372 (m, C(CHs)2),
1210 (m, C(CHs),), 1038 (s, CHOH);

MS (EI): m/z (%): 157.1 (11).

109



EXPERIMENTELLER TEIL

7.5.8.9 (3R,4R,5R)-3-0-Trichloracetimidoyl-4,5-0-isopropyliden-cyclopent-1-en-
3,4,5-triol (65)

Cyclopenten 64 (2.98 g, 19.08 mmol, 1.0 Aq) wurde in DCM abs. (56 mL) gelést und auf 0 °C
gekihlt. Trichloracetonitril (2.87 mL, 28.60 mmol, 1.5Aq) und Diazabicycloundecen
(3.56 mL, 23.80 mmol, 1.0 Aq) wurden zugegeben. Das RG wurde zunéchst 0.1 h bei 0°C und
dann weitere 0.1 h bei rt geriihrt. Dem RG wurde ges. NaHCOs zugegeben und mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit H,O gewaschen, Giber MgSO4
getrocknet, filtriert und das LM in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (iHex/EtOAc = 10:1) gereinigt, um Cyclopenten 65 (5.33 g, 93 %)

als farblosen Feststoff zu erhalten.

Tsm: 90 — 92 °C, R¢ (iHex/EtOAc = 10:1): 0.42;

1H-NMR (600 MHz, CDCls): 6= 8.47 (s, 1H; NH), 6.22 — 6.20 (m, 1H; HC2), 6.05 — 6.02 (m, 1H;
HC1), 5.76 (s, 1H; HC5), 5.34 — 5.31 (m, 1H; HC4), 4.70 (d, 3Jicanca=5.82 Hz, 1H; HC3), 1.45 (s,
3H; CH3s), 1.38 ppm (s, 3H; CH3);

13C-NMR (151 MHz, CDCl3): 6=162.0 (CNO), 138.4 (C2), 130.6 (C1), 112.4 (C(CHs)), 87.6 (C5),
85.9 (CCls), 84.0 (C4), 82.8 (C3), 27.3 (CH3), 25.8 ppm (CH3);

IR (cm™): v =3328 (w, CNH), 1948 (w, CH), 1663 (m, CNHO), 1046 (s, C(CHs)3), 794 (C=C);
HRMS (ESI+): ber. Fiir: [C10H13NO3Cl3]* 299.9956, gefunden: 299.9959 [M+H]".

7.5.8.10 (35,4R,5S5)-5-(N-Trichloracetylamino)-3,4-0-isopropylidencyclopent-
1-en-3,4-diol (42)
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Cyclopenten 65 (4.18 g, 13.91 mmol), wurde in o-Xylol (150 mL) gel6st und bei 150 °C fiir 5 h
gerithrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und das gelbe Ol sidulenchromatographisch
(Hex/EtOAc = 10:1 ->1:1) gereinigt, um Cyclopenten 42 (3.89 g, 93%) als farblosen Feststoff
zu erhalten.
Tsm: 99 — 101 °C, Rs (iHex/EtOAc = 10:1): 0.14;
1H-NMR (600 MHz, CDCls): 6=6.58 (s, 1H; NH), 6.15 — 6.13 (m, 1H; HC1), 5.83 — 5.82 (m, 1H;
HC2), 5.33 — 5.32 (m, 1H; HC5), 4.85 — 4.83 (m, 1H; HC3), 4.56 (d, 3JHcanc3=5.70 Hz, 1H; HC4),
1.44 (s, 3H; CHs), 1.36 ppm (s, 3H; CH3);
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13C-NMR (151 MHz, CDCl3): 6=161.5 (CO), 137.2 (C1), 130.5 (C2), 112.0 (C(CHs)2), 92.3 (CCl3),
84.4 (C5), 83.7 (C4), 63.1 (C3), 27.3 (CH3), 25.7 ppm (CH3);

IR (cm™): v =2289 (m, CONH), 2936 (w, CH), 1694 (s, CO), 1513 (s, NHCO), 1372 (s, C(CH3)2),
1204 (m, C(CHs)2), 120 (s, C=C);

HRMS (ESI-): ber. fir [C10H12ClaNO3]~ 333.9577, gefunden: 333.9582 [MCI]".

7.6 Synthese von mZ2A (34)104

cl
New
N
/4
o, (T
Cow o N N/J\NHZ

OAc OAc OAc OAc OH OH
30 67 34

NH,

Cl
AT e ST
)ACOONN//I\L)»HOONN//K

a b
D —

Schema 32: Synthese zu m2A 34. a) |, CH,l,, Cul, N-Pentylnitrit, THF, 70 °C, 2 h, 57%; b) Pd(PPhs)s, ZnCl,, MeMgCl, THF, 0 °C,
3 h, 81%,; c) NHs, rt, 28 h, 69%.

7.6.1 6-Chlor-2-iod-9-(2',3',5 -tri-O-acetyl-f3-D-ribofuranosyl)-9H-purine
(66)168

OAc OAc
Nukleosid 30 (500 mg, 1.17 mmol, 1.0 Aqg), lod (297 mg, 1.17 mmol, 1.0 Aq), Diiodmethan

(0.94 mL, 11.69 mmol, 10.0 Aq) und Cul (223 mg, 1.17 mmol, 1.1 Aq) wurden in THF abs.
(5.5 mL) gel®st. N-Pentylnitrit (0.47 mL, 3.51 mmol, 3.0 Aq) wurde zugegeben und das RG bei
70 °C fur 2 h unter Rickfluss gertihrt. Das LM wurde in vacuo entfernt und der Rickstand
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 200:1) gereinigt, um lodnukleosid 66 (358 mg,

57%) als gelben Schaum zu erhalten.

1H-NMR (200 MHz, De-DMSO): 6=8.81 (s, 1H; HC8), 6.29 (d, 3Juc1 nc2'=5.02 Hz, 1H; HC1'),
5.05 - 6.03 (m, 1H; HC2"), 5.66 — 5.63 (m, 1H; HC3"), 4.43 — 4.24 (m, 3H; HC4', C5'H,), 2.11
(s, 3H; CHs), 2.05 (s, 3H; CH3), 2.01 (s, 3H; CH3);

HRMS (ESI+): ber. fir [C16H17CIIN4O7]* 538.9825, gefunden: 538.9827 [M+H]*.
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7.6.2 6-Chlor-2-iod-9-(2',3',5 -tri-0-acetyl-f3-D-ribofuranosyl)-9H-purine
(67)169
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Nukleosid 66 (100 mg, 0.19 mmol, 1.0 Aq) und Pd(PPhs)s (22 mg, 0.02 mmol, 0.1 Ag) wurden

in THF abs. (1 mL) gel6st und auf 0 °C gekihlt. ZnCl; (1.0 m in Et;0, 0.28 mL, 0.28 mmol,
1.5 Aq) wurde auf 0 °C gekiihlt und langsam mit MeMgCl (2.56 m in THF, 0.22 mL, 0.56 mmol,
3.0 Aq) versetzt. Die Suspension wurde 3 h bei 0°C geriihrt, anschlieRend mit THF abs.
(1 mL) verdiinnt, um sie dann zu der Nukleosidlésung zuzugeben. Das RG wurde 10 min bei
0 °C geriihrt und auf rt gebracht, um weitere 2 h zu riihren. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige mit DCM dreimal extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. NaCl reextrahiert, GUber MgSO4 getrocknet, filtriert und das LM in
vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 200:1)

gereinigt, um Nukleosid 67 als farblosen Schaum (64 mg, 81%) zu erhalten.

1H-NMR (200 MHz, CDCls): 6=8.17 (s, 1H; HC8), 6.17 (d, 3Juc1'nc2'=5.02 Hz, 1H; HC1'), 5.97 —
5.93 (m, 1H; HC2'), 5.73 — 5.69 (m, 1H; HC3'), 4.48 — 4.35 (m, 3H; HC4', HaC5', HbC5').

7.6.3 6-Chlor-2-iod-9-(2',3',5 -tri-O-acetyl-f3-D-ribofuranosyl)-9H-purin
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Nukleosid 67 (64 mg, 0.16 mmol, 1.0 Aq) wurde mit Ammoniak in einem Druckrohr
einkondensiert und fiir 28 h bei rt geriihrt. Ammoniak wurde entfernt und das Rohprodukt
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 10:1) gereinigt, um m?A34 (30g, 69%) als

farblosen Feststoff zu erhalten.
Rf (DCM/MeOH = 10:1): 0.06;

1H-NMR (200 MHz, D20): 6=8.15 (s, 1H; HC8), 5.93 (d, 3Jnc1' He2'=6.24 Hz, 1H; HC1'), 4.73 (dd,
3Jhcr He2'=5.22 Hz, 3cnca=6.04 Hz, 1H; HC2'), 4.42 — 4.38 (m 1H; HC3'), 4.30 — 4.26 (m, 1H;
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HC4'), 3.93 (dd, 3JMas Hca'=2.62 Hz, 3Juacs mbes'=13.00 Hz, 1H; HaC5'), 3.81ppm (dd,
3Jubs’ Hca'=3.20 Hz, 3Jubcs’ Hacs' =13.00 Hz, 1H; HbC5');
HRMS (ESI+): ber. fir [C11H16NsO4]* 282.1197, gefunden: 282.1194 [M+H]*.

Tabelle 13: Tabelle der Pufferzusammensetzungen fiir die chromatographischen Anwendungen.

Puffer | Zusammensetzung

2 mm HCOONHs in H20, pH 5.5

2 mM HCOONHg4 in H,O/MeCN 20/80, pH 5.5

0.1 m Triethylamin/Essigsaure in H,0

0.1 m Triethylamin/Essigsdure in 20% H,0 und 80% MeCN
0.0085% Ameisensdure in H,0

0.0085% Ameisensaure in MeCN
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8 Abkiirzungsverzeichnis

Ac;0 Essigsaureanhydrid

Ar Aryl (NMR)

ber. berechnet

br breit

brsm basierend auf riickgewonnenes Startmaterial (engl. based on recovered
starting materials)

BSA N,O-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid

Bz Benzoyl

CDCl3 deuteriertes Chloroform

6 chemische Verschiebung

d Dublett (NMR)

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan

DCM Dichlormethan

dd Dublett vom Dublett (NMR)

ddd Dublett vom Dublett vom Dublett (NMR)

dba Dibenzylidenaceton

DBU Diazabicycloundecen

DMA N,N-Dimethylanilin

DMAC Dimethylacetamid

De-DMSO deuteriertes Dimethylsulfoxid

DMF N,N-Dimethylformamid

DMP 2,2-Dimethoxypropan

Aq Aquivalent

ESI Elektronenspray-lonisation

EtOAcC Ethylacetat

EtOH Ethanol

f furanosyl

FaPy Formamidopyrimidin

FaPy2AN 2,4-Diamino-5-formamidopyrimidin

FaPyA 4,6-Diamino-5-formamidopyrimidin

FaPyDN 2,4,6-Triamino-5-formamidopyrimidin

FaPyG 2,4-Diamino-6-oxo-5-formamidopyrimidin

FaPyHX 4-Amino-6-oxo-5-formamidopyrimidin

FaPyN 4-Amino-5-formamidopyrimidin

FaPyX 4-Amino-2,6-dihydroxy-5-formamidopyrimidin

g Gramm

ges. NaCl gesattigte wassrige Natriumchloridlosung

ges. NaHCO3 gesattigte wassrige Natriumhydrogencarbonatlosung

ges. NHaCl gesattigte wassrige Ammoniumchloridldsung

h Stunde(n)

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HRMS hochauflésende Massenspektrometrie (engl. high resolution mass
spectrometry)

Hz Herz
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iHex iso-Hexan

IR Infrarotspektroskopie

J Kopplungskonstanze

konz. konzentriert

L Liter

LM Losemittel

m Multiplett (NMR)

m medium (IR)

M Molekdl

M molar

mCPBA meta-Chlorperbenzoesaure
MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

MHz Megaherz

min Minuten

m milli

mol Mol

MRNA messenger-RNA (Boten-RNA)
N normal

NIS N-lodsuccinimid

NMR Kernresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance)
Nr. Nummer

p pyranosyl

PivCl Pivaloylchlorid

ppm Teile von einer Millionen (engl. part per million)
R¢ Retentionsfaktor

RG Reaktionsgemisch

RNA Ribonukleinsaure

rt Raumtemperatur

s Singulett (NMR)

s stark (IR)

TBSCI tert-Butyldimethylsilylchlorid
TEACI Tetraethylammoniumchlorid
TMSOTf Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
TNA Threosenukleinsaure

tRNA Transfer-RNA

Tsm Schmelzpunkt

Tzer Zersetzungstemperatur

pL Mikroliter

uv Ultraviolett

v Wellenldnge

w schwach (IR - engl. weak)
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