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Zusammenfassung

I

ZUSAMMENFASSUNG

Ein multizellulärer Organismus ist aus einer Vielzahl von ausdifferenzierten Zellen

zusammengesetzt, die sich stark in ihrer Morphologie und Funktion unterscheiden, dabei aber

gleichzeitig eine identische genomische Sequenz besitzen. Die Entstehung von

hochspezialisierten Zellen aus einem gemeinsamen Vorläufer, der Stammzelle, ist durch eine

hochorchestrierte epigenetische Regulation der Genexpression möglich. Durch chemische

Modifikationen auf molekularer Ebene des Genoms, die eine örtlich- und zeitlich aufgelöste

Expression bestimmter Gene regulieren, wird eine hohe Variabilität gewährleistet. Chemische

Modifikationen an der C-5 Position der Nukleobase, wie etwa die Methylierung des

kanonischen 2 -Desoxycytidins (dC), bilden eine weitere Infomationsebene der DNA, die eine

regulatorische Funktion übernimmt. Das Vorhandensein von 5-Methyl-2 -desoxycytidin (mdC)

in CpG-reichen Regionen des Genoms kann zu einer Abschaltung der Expression eines Gens

führen. Die Entfernung dieser Modifikation kann wiederum zur Reaktivierung und

Reexpression des ausgeschalteten Gens führen. Im Gegensatz zur DNA Methylierung ist der

Prozess zur Entfernung dieser Methylgruppen aus dem Genom nicht vollständig aufgeklärt.

Die Entfernung einer chemisch stabilen und reaktivitätsinerten Methylgruppe, die an ein sp2-

Kohlenstoff gebunden ist, ist ein thermodynamisch aufwändiger Prozess. Die Entdeckung von

weiteren DNA-Modifikationen im genetischen Material von Säugetieren, 5-Hydroxymethyl-2 -

desoxcytidin (hmdC), 5-Formyl-2 -desoxcytidin (fdC) und 5-Carboxyl-2 -desoxcytidin (cadC),

die durch eine enzymatische Oxidation von mdC entstehen, warf für die Aufklärung des

Mechanismus der Demethylierung von mdC neue Perspektiven auf. Als mögliche Funktion der

neu entdeckten Modifikationen wurde deren Beteiligung an der aktiven Demethylierung von

DNA postuliert. Durch zellbiologische Verfütterungsexperimente von chemisch modifizierten

fdC-Modifikationen konnte 2017 zum ersten Mal gezeigt werden, dass fdC auf genomischer

Ebene in vivo zu dC deformyliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl 2 -fluorierte als auch isotopenmarkierte Derivate von

fdC hergestellt und in zellbiologischen Verfütterungsstudien eingesetzt, um die biologische

Funktion der genomischen Deformylierung von fdC näher zu beleuchten. Für die Darstellung

der Testmoleküle wurden neue Syntesestrategien entwickelt, die ausschließlich über die

ensprechenden 2 -Desoxyuridinintermediate ablaufen, um eine höchstmögliche Reinheit der

C-5-modifizierten Nukleoside zu gewährleisten. Durch den Einsatz von 2 -F-fdC konnte in vivo

gezeigt werden, dass die Deformylierungsreaktion in den Genomen von einer Vielzahl an

Zellen stattfindet und die Rate dieser Deformylierung eine inverse Korrelation zur

Replikationsrate der entsprechenden Zellart aufweist. Außerdem wurde gezeigt, dass der



Zusammenfassung

II

Großteil des Deformylierungsprozesses in genomischer DNA innerhalb von 48 h passiert,

wobei ein Teil von fdC als semi-stabile Modifikation im Genom verbleibt, was möglicherweise

auf eine Interaktionen der fdC Aldehydeinheit mit Histonen zurückgeführt werden kann. Der

mechanistische Ablauf der Deformylierungsreaktion wurde in Verfütterungsexperimenten von

2 -F-fdC zusammen mit einem 6-Aza-fdC Derivat untersucht. In dieser Studie konnte in vivo

bestätigt werden, dass die im Genom verlaufende Deformylierungsreaktion von fdC zu dC

mechanistisch über einen Angriff eines Helfernukleophils an die C-6 Position der Nukleobase

abläuft.

Die Funktion und Beteiligung von cadC an der aktiven DNA Demethylierung wurde ebenfalls

detailliert erforscht. Für die Untersuchung der genomischen Decarboxylierung von cadC in vivo

war der Einsatz eines neuen Konzepts erforderlich. Durch die ionischen Eigenschaften der

Carboxylatgruppe des cadCs unter physiologischen Bedingungen war die Zellpermeabilität

des freien Nukleosids für zellbiologische Verfütterungsstudien nicht ausreichend. Außerdem

müssten für einen effizienten genomischen Einbau eines Testmoleküls innerhalb der Zelle drei

enzymatische Phosphorylierungsschritte ablaufen, was die biologische Verfügbarkeit des

verfütterten Testmoleküls weiter reduziert. Um einen hocheffizienten zellulären Transport und

Einbau ins Genom zu gewährleisten, wurde für die in vivo Studie der Decaboxylierung ein 2 -

F-cadC Triphosphat synthetisiert und zusammen mit einem Nukleotidtransporter in der

Zellkultur verfüttert. Mit diesem System gelang es zum ersten Mal eine intragenomische

Decarboxylierung eines cadC-Derivats in vivo zu zeigen. Für ein tieferes Verständnis der

genomischen Reaktivität von fdC und cadC wurde eine Reihe von chemischen Analoga mit

ähnlichen stereoelektronischen Eigenschaften hergestellt und in Verfütterungsexperimenten

gekoppelt mit einer massenspektrometrischen Analyse des Genoms eingesetzt. Die

Nukleosidmodifikationen, die mit Aldehyd- und Carbonsäure-ähnlichen Funktionalitäten

versehen wurden, wurden in vivo auf deren intrazelluläre und intragenomische Reaktivität

untersucht und mit den epigenetisch relevanten Modifikationen fdC und cadC verglichen.

Neben der cadC Reaktivität im Genom wurde der strukturelle Einfluss der Modifikation auf den

DNA-Doppelstrang untersucht. Durch Einsatz von cadC enthaltenden Oligonukleotiden in

NMR Studien konnte die Dynamik und strukturelle Veränderungen der doppelsträngigen DNA

durch das Vorhandensein der Modifikation studiert werden.

Mit Hilfe eines synthetischen Eisen(IV)-Oxo Komplexes wurde der Mechanismus der Tet-

Enzyme untersucht. Studien des Eisenkomplexes in einer Nukleosid- sowie

Oligonukleotidumgebung zeigten, dass der biomimetische Eisenkomplex ein ideales

Modellsystem für die Untersuchung der Tet-Enzyme darstellt, da es gelang, die natürliche

genomische Reaktivät der Enzyme mit dem synthetischen Komplex zu simulieren.
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SUMMARY

A multicellular organism consists of a multitude of differentiated cells that differ in their

morphology and function, while at the same time, they possess an identical genomic sequence.

The emergence of highly specialized cells, from a common progenitor, the stem cell, is possible

through a highly orchestrated epigenetic regulation of gene expression. The high variability is

provided by chemical modifications at the molecular level of the genome that regulate spatially

and temporally resolved expression of specific genes. Chemical modifications, such as

methylation of the canonical 2'-deoxycytidine (dC) at the C-5 position of the nucleobase, form

another level of infomation of the DNA that performs a regulatory function. The presence of 5-

methyl-2'-deoxycytidine (mdC) in CpG-rich regions of the genome can lead to silencing of a

gene's expression. Removal of the modification can in turn lead to reactivation and

reexpression of the silenced gene. Unlike DNA methylation, the process of a methyl group

removal has not been fully elucidated. Removal of a chemically stable and unreactive methyl

group attached to a sp2 carbon is a thermodynamically high energy process. The discovery of

additional DNA modifications in mammalian genomes, 5-hydroxymethyl-2'-deoxcytidine

(hmdC), 5-formyl-2'-deoxcytidine (fdC) and 5-carboxyl-2'-deoxcytidine (cadC), which result

from an enzymatic oxidation of mdC, has offered new perspectives for the mechanism of mdC

removal. The involvement in active demethylation of DNA has been postulated as a possible

function of the newly discovered modifications. In 2017, cell biological feeding experiments of

chemically modified fdC modifications demonstrated for the first time in vivo that fdC

deformylates to dC at the genomic level.

In this work, 2'-fluorinated as well as isotopically labeled derivatives of fdC were synthesized

and used in cell feeding studies to gain a deeper understanding of the genomic deformylation

of fdC. New synthetic strategies were developed for the synthesis of these test molecules,

which proceed exclusively via 2'-deoxyuridine intermediates to ensure the highest possible

purity of the C-5-modified nucleosides. By using 2'-F-fdC, it was shown in vivo that the

deformylation reaction occurs in genomes of a variety of cells and its rate shows an inverse

correlation to the replication rate of the corresponding cell type. Furthermore, it was shown that

the majority of the deformylation process in genomic DNA happens within 48 h and a portion

of fdC remains in the genome as a semi-stable modification, possibly showing epigenetic

relevance through interactions of the fdC aldehyde moiety with histones. The mechanistic

course of the deformylation reaction was investigated in feeding experiments of 2'-F-fdC

together with a 6-aza-fdC derivative. In this study, it was confirmed in vivo that the genomic
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deformylation reaction of fdC to dC proceeds via an attack of a helper nucleophile at the C-6

position of the nucleobase.

The function and involvment of cadC in the active DNA demethylation process was also

investigated thoroughly. The study of genomic decarboxylation of cadC in vivo required a new

approach. Due to the ionic properties of the cadC carboxylate group under physiological

conditions, the cell permeability of the nucleoside is not ideal for cell feeding studies.

Furthermore, for an efficient genomic incorporation of a modified nucleoside, three enzymatic

phosphorylation steps must occur within the cell. To ensure highly efficient cellular transport

and incorporation into the genome, a 2'-F-cadC triphosphate was synthesized for the in vivo

study of decaboxylation. The compound was fed to cell cultures together with a nucleotide

transporter. Using this system, it was possible to demonstrate intragenomic decarboxylation of

a cadC derivative in vivo for the first time. For a deeper understanding of the genomic reactivity

of fdC and cadC, a series of chemical analogues possessing similar stereoelectronic properties

were prepared and used in feeding studies coupled to MS analysis of the genome. The

nucleoside modifications, which were provided with aldehyde and carboxylic acid-like

functionalities, were examined in vivo in terms of their intracellular and intragenomic reactivity

and compared with the epigenetically relevant modifications fdC and cadC. In addition to

genomic reactivity of cadC, the structural impact of the modification on the DNA double strand

was investigated. By using cadC-containing oligonucleotides in NMR studies, the dynamics

and structural changes of double-stranded DNA due to the presence of the modification were

explored.

A synthetic iron(IV)-oxo complex was used to study the mechanism of Tet enzymes. Studies

of the iron complex in a nucleoside, as well as oligonucleotide environment showed that the

biomimetic iron complex is an ideal model system for studying the Tet enzymes, since it was

possible to achieve and simulate the natural genomic reactivity of these enzymes.
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1 EINLEITUNG

1.1 Epigenetik

Ein multizellulärer Organismus besteht aus einer Vielzahl von ausdifferenzierten Zellen, die

alle von einer pluripotenten Stammzelle abstammen. Die Entwicklung eines Embryos, vom

Zeitpunkt der Eibefruchtung bis hin zum multizellulären Organismus, ist ein stark regulierter

Prozess, in dem sich die Zellen eines Embryos in ungefähr 200 histologisch und funktional

unterschiedliche Zelltypen differenzieren.[1-2] Alle diese Zellen stammen von gemeinsamen

Vorläufern, den embryonalen Stammzellen, und besitzen die gleiche genetische Information.

Sie unterscheiden sich jedoch stark in ihrer Morphologie sowie ihrer Funktion. Nach der

Befruchtung einer Eizelle mit dem Spermium, beides hochspezialisierte und ausdifferenzierte

Zelltypen, wird eine totipotente Zygote ausgebildet, aus der im Laufe der Entwicklung jede

weitere Zelle bis hin zum adulten Organismus entwickelt wird.[3-4] Aus der Zygote entsteht nach

mehreren Zellteilungsschritten über die Morula ein pluripotenter Blastozyst, aus dem eine

embryonale Stammzelle entwickelt wird. Die embryonale Stammzelle kann sich anschließend

in die Keimbahn (multipotente Stammzelle) oder in eines der drei Keimblätter (ektoderm,

mesoderm oder endoderm) spezialisieren.[5-7] In Abbildung 1.1 sind die unterschiedlichen

Stadien der Entwicklung einer Zygote hin zu den verschiedenen spezialisierten Zellen

dargestellt.

Abbildung 1.1: Übersicht der Zellentwicklung nach der Eibefruchtung mit dem Spermium zu einer totipotenten
Zygote die sich über mehrere Zellteilungsschritte zu einer Morula entwickelt. Aus der Morula wird
ein pluripotenter Blastozyst gebildet, welcher sich in die unterschiedlichen Keimblätter, endoderm
(z. B. Leberzellen), mesoderm (z. B. Knochen) und ektoderm (z. B. Nervenzellen) entwickeln kann.
Abbildung modifiziert nach Wu et al.[8]

Die ausdifferenzierten Zellen des Organismus besitzen alle ein identisches Genom,

gleichzeitig aber ein gewebetypisches Proteom, d. h. die Zusammensetzung der Proteine

unterscheidet sich stark je nach Zelltyp. Um diese große Diversität zu erreichen, muss eine

multipotente Stammzelle durch exakte Regulierungsprozesse im Laufe der Entwicklung in der
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Lage sein, zu definierten Zeitpunkten an distinkten Stellen des Genoms gezielt bestimmte

Gene zu aktivieren, während andere Gene stillgelegt werden. Dies ist nicht nur für die

Entwicklung der gewebespezifischen Proteinzusammensetzung einer Zelle, sondern auch für

die Reaktion der Zellen auf äußere Umwelteinflüsse essenziell.[9] Die Fähigkeit der

Regulierung der Genexpression zur Ausbildung eines gewebespezifischen Proteoms wird in

der Zelle durch epigenetische Prozesse gesteuert. Dieser Differenzierungsprozess, in dem ein

Genotyp während der Entwicklung einen bestimmten zellspezifischen Phänotyp ausbildet, wird

als Epigenese beschrieben.[10] Diese Veränderung der Genexpression, welche nicht auf die

Primärsequenz der DNA zurückzuführen ist, kann sowohl mittels Modifikation der einzelnen

DNA Nukleoside als auch der mit der DNA assoziierten Proteine ablaufen. Aus chemischer

Sicht handelt es sich hierbei hauptsächlich um kovalente DNA Modifikationen, sowie

Modifikationen des Histonrückgrats und anderen Teilen des Chromatins.[11] Diese

Modifikationen spielen eine essentielle Rolle in der Regulation der Genexpression, welche im

Folgenden, beginnend bei Modifikationen des Chromatins, näher beleuchtet wird.

1.1.1 Epigenetische Kontrolle der Genexpression durch Histonmodifikationen

Chromatin bildet einen Komplex aus DNA und Proteinen, die das genetische Material

ummanteln. Die Chromatinstruktur setzt sich aus einem Komplex von acht

Proteinuntereinheiten, den sogenannten Histonen, zusammen. Die detailiertere Struktur

dieses Histonoktamers, das auch als Nucleosome Core Particle (NCP) bezeichnet wird,

konnte durch Analyse seiner Kristallstruktur aufgeklärt werden.[12-13] Das NCP ist aus jeweils

zwei Histontetrameren zusammengesetzt, wobei ein Tetramer aus zwei Kopien der Histone

H3 und H4, das andere aus je zwei Kopien von H2A und H2B besteht.[12] Jedes Histonoktamer

wird in 1.65 Windungen von einem 145-147 Nukleotid (nt) langen DNA-Abschnitt spiralförmig

umschlossen und bildet so das Nukleosom, die Basiseinheit des Chromatins. Die Nukleosome

sind über einen kurzen (10  80 nt) Linker-DNA-Strang miteinander verbunden. Vier

aufeinanderfolgende NCPs bilden die nächste Organisationsstufe des Chromatins, die

sogenannte 30 nm Faser, und sind über die Linker-Histone H1 miteinander verbunden. Mittels

Cryo-Elektronenmikroskopie konnte über die Struktur der 30 nm Faser gezeigt werden, dass

die NCPs nicht nur aneinandergereiht sind, sondern sich in einer DNA-ähnlichen

Doppelhelixstruktur anordnen. So organisiert sich die 30 nm-Faser letztendlich zum

Chromosom.[14] Durch eine derartige strukturelle Anordnung kommt es zu einer fünf bis

zehnfachen Erhöhung der Kompaktheit der DNA. Das Genom einer diploiden Zelle besteht, in

Abhängigkeit vom jeweiligen Organismus, aus bis zu sechs Miliarden Basenpaaren, wobei

jedes Basenpaar etwa 0.34 nm lang ist. Somit würden sich ohne eine höhere strukturelle

Organisation dieses Makromoleküls in jeder Zelle nahezu zwei Meter eines
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zusammenhängenden, linearen DNA-Strangs befinden. Die strukturelle Zusammensetzung

des Chromatins und dessen Untereinheiten sind in Abbildung 1.2 dargestellt.

Abbildung 1.2: Strukturelle Darstellung von Chromatin sowie von dessen Untereinheiten. Das Genom wird um
Histone gewickelt. Es bildet so das Nucleosome Core Particle (NCP). Vier aufeinanderfolgende
NCPs ordnen sich in der sogenannten 30 nm Faser an, die eine Untereinheit des Chromosoms
darstellt. Abbildung wurde frei erarbeitet nach Felsenfeld et al.[15]

Lange Zeit wurde angenommen, dass der Hauptzweck der Kompaktierung der DNA durch

Histone vor allem in der Notwendigkeit der kompakten Lagerung dieses Moleküls im

begrenzten zellulären Raum begründet liegt. Neuere Erkentnisse zeigen jedoch immer

deutlicher, dass Histone auch eine essentielle Rolle bei der epigenetischen Regulation der

Genexpression spielen.[15] Die Packungsdichte des Chromatins hat direkten Einfluss auf die

Transkriptionsrate der gebundenen DNA. Die kompakte Form des Chromatins ist für Proteine

nicht zugänglich und ist dadurch kein gutes Templat für biochemische Transformationen, wie

Transkription, bei der die DNA Doppelhelix als Templat für die RNA Polymerase dient.[15] Die

Kompaktheit und die damit einhergehende Zugänglichkeit der DNA für biochemische

Reaktionen wird durch kovalente chemische Modifikationen am Chromatin beeinflusst.[16-23]

Durch posttranslationale Modifikationen der N-terminalen Aminosäurereste der Histone kann

die Zugänglichkeit der DNA für die an der Transkription beteiligten Enzyme gewährleistet

werden.[21] Hierbei handelt es sich um chemische Modifizierungen in Form von Methylierung,

Acylierung (Acetyl-, Propionyl- Butyryl-, Crotonyl-), Glykosylierung und Phosphorylierung
(Abbildung 1.3). Es kommen auch komplexere Modifikationen vor, bei welchen kleinere

Proteine angeknüpft werden, wie etwa Ubiquitinilierungen oder Sumoylierungen.[22-24] Die

Veränderung der Chromatinpackungsdichte durch chemische Modifikationen wird besonders

am Beispiel der Funktionalisierung von Lysin-Seitenketten an den Histonen deutlich. Eine
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Trimethylierung der Aminogruppe einer Lysin-Seitenkette führt zur Ausbildung eines

Trimethylammoniumions, und damit zu einer quarternisierung dieses Amins, welches dadurch

positiv geladen vorliegt. Diese Ammonium-Gruppe kann eine anziehende elektrostatische

Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Phosphatrückgrat der DNA eingehen, was zu

einer Erhöhung der Kompaktheit des DNA-Histon-Komplexes führt. Durch die erhöhte

Kompaktheit wird die DNA für Proteine unzugänglicher. Die Lysine K9 und K27, die sich im

Histon H3 befinden, liegen häufig trimethyliert vor. Sie stehen im Zusammenhang mit einer

Inaktivierung der Genexpression. Eine Acetylierung der Aminogruppe der Lysin-Seitenkette

kann in diesem Kontext einen gegenläufigen Effekt aufweisen. Durch eine Acetylierung des

Amins wird das freie Elektronenpaar des Stickstoffs durch Ausbildung einer

resonanzstabilisierten Amid-Struktur maskiert. Somit wird die Aminogruppe vor der

Protonierung und damit vor Ausbildung einer positiven Ladung geschützt. Die Packungsdichte

der Histone nimmt so ab, wodurch die DNA für Proteininteraktionen zugänglicher wird.[25]

Abbildung 1.3: Ausgewählte Beispiele von postranslationalen Modifikationen der Aminosäurenseitenketten der
Histonproteine von Nukleosomen. Die Aminogruppe von Lysin kann mono-, di- oder trimethyliert
werden, oder mit einer Acylgruppe (Acetyl, Crotonyl) modifiziert werden. Die Hydroxygruppe von
Serin kann phosphoryliert oder auch mit z. B. O-N-Acetylglucosamin glykosyliert werden. Im Fall
von Arginin kann es zu einer Adenosin-Diphosphat-Ribosylierung der Seitenkette kommen.

Die Veränderung der Chromatinstruktur durch elektrostatische Kräfte, welche aus kovalenten

Modifikationen der Aminosäuren resultieren, ist ein gut untersuchter Prozess. Die

Abhängigkeit der Kontrolle der Genexpresion von diesem Modifikationsprozess ist jedoch sehr

viel komplexer und bis heute nicht vollständig verstanden. Das Muster der posttranslationalen

Histonmodifikationen, der sogenannte Histon-Code der Zelle, verändert sich dynamisch und

steht im direkten Zusammenhang mit der Veränderung des Phenotyps. Die genauen

Zusammenhänge sind jedoch sehr kompliziert und noch nicht eindeutig geklärt.[15] Die
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posttranslational eingeführten Modifikationen an den Seitenketten der Aminosäuren in den

Histonen beeinflussen sich gegenseitig und können eine Vielzahl an Reaktionen innerhalb der

Zelle auslösen. Eine Monomethylierung der Seitenkette des Lysins K4 im Histon H3 führt zu

Rekrutierung von Histonacetyltransferasen, welche zu einer Acetylierung von K12 im Histon

H4 und dadurch zu einer Aktivierung der Transkription führen.[17, 26]

Neben der Regulierung der Genexpression in der Zelle durch die Veränderung der

Chromatinstruktur können auch kovalente Modifikationen auf der Ebene des Genoms zu einer

Aktivierung bzw. Deaktivierung der Genexpression führen. Diese regulatorische Funktion wird

zum Großteil über die Methylierung des 2 -Desoxycytidins (dC) ausgeführt.[8, 27-32] Im folgenden

Kapitel wird im Detail darauf eingegegangen, wie die Methylierung bzw. De-Methylierung der

DNA zum Ein- bzw. Ausschalten von Genen führen kann.

1.2 Epigenetische Kontrolle der Genexpression durch DNA
Methylierung

Eine der wichtigsten Stellschrauben für die Regulierung der Genexpression in Wirbeltieren

stellt die vererbbare DNA Methylierung in Form von 5-Methyl-2 -desoxycytidin (mdC) dar.[11, 33-

35] Die Methylierung der C-5 Position der Cytosinnukleobase zu mdC ist die am häufigsten

vorkommende Modifikation der genomischen DNA. Innerhalb des Genoms liegen 4-6% aller

Cytidine methyliert vor.[33, 35] Die Modifikation ist am häufigsten in CpG Dinukleotiden, bzw.

Clustern von CpGs, sogenannten CpG-islands, zu finden. Diese werden oft mit Promoter-

Regionen assoziiert und liegen zu etwa 70-80% methyliert vor.[36-37] Die Methylierung der dCs

kann durch unterschiedliche Mechanismen zur Gen-Inaktivierung führen. Die methylierte

Nukleobase mdC ist wie unmodifiziertes dC weiterhin in der großen Furche der DNA-

Doppelhelix lokalisiert und kann dadurch mit verschiedenen Proteinkomplexen interragieren,

die mdC spezifisch erkennen. Es wurden bis heute in Säugetieren sechs Proteine, die

sogenannten Methylated CpG Binding Proteins (MBDs) identifiziert, welche mdC erkennen

und zu einer spezifischen Interaktion führen: Kaiso, MECP2 und MBD1-4.[38] Für die

Regulierung der Genaktivität durch die Interaktion der mdC-bindenden Proteine ist es

entscheidend, wo im Genom die methylierten Cytidine lokalisiert sind. Wenn die Promotor

Region eines Gens demethyliert vorliegt, wird die Expression des entsprechenden Gens

stimuliert. Dieser Effekt tritt auch dann auf, wenn downstream des Gens CpG-Sequenzen

methyliert vorliegen.[39-42] Wenn die CpG-islands in Promoterregionen methyliert sind, kann es

durch die Bindung von MBDs zur Inaktivierung der Genexpression kommen, indem weitere

Repressor-Komplexe rekrutiert werden. Für MECP2 ist zum Beispiel bekannt, dass sich ein

Multikomponentenkomplex mit Histon Deacetylasen und einem aktiven Co-Repressor Protein
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bildet.[43-44] Dadurch kommt es zur Veränderungen in der Chromatinstruktur was

schlussendlich zur Veränderungen in der Genexpression führt.[43] Ein weiterer natürlicher,

jedoch selten auftretender Geninaktivierungsweg durch DNA Methylierung wird dadurch

versursacht, dass Transkriptionsfaktoren durch die DNA Methylierung an die Targetsequenz

nicht binden können.[38, 45-46]

1.2.1 Mechanismus der DNA Methylierung

Die Methylierung der genomischen Cytidine erfolgt postsynthetisch durch die Familie der DNA-

Methyltransferasen (Dnmts). In Säugetieren sind die Methyltransferasen Dnmt1, Dnmt3a und

Dnmt3b bekannt.[38] Die charakteristischen Methylierungsmuster werden während des

Entwicklungsprozesses von den de novo Methyltransefasen Dnmt3a und Dnmt3b unabhängig

von der Replikation eingeführt.[47-49] Durch die vornehmliche Funktion von Dnmt1 als

maintenance Methyltransferase werden Methylierungsmuster während der Replikation

aufrechterhalten. Diese ist in der Lage hemimethylierte Sequenzen zu erkennen und zu

methylieren, kann aber nur eingeschränkt de novo Modifizierung durchführen. Die strukturelle

Besonderheit von Dnmt1 liegt in der Cystein-reichen, N-terminalen Zink-koordinierenden

Strukturuntereinheit, die die de novo Methylierung blockiert.[50] Bei einer proteolytischen

Abspaltung dieser Untereinheit kann das Enzym unmethylierte DNA erkennen und

methylieren.[50] Um die genomischen Cytidine an der C-5 Position zu methylieren benötigen

die Dnmts den Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM), der als Methyldonor fungiert.[51-53] In der

Abbildung 1.4 ist der postulierte mechanistische Ablauf der Methylierung von dC zu mdC auf

molekularer Ebene dargestellt. Nach der Erkennung der zu methylierenden Stellen im Genom

durch Dnmts erfolgt im ersten Schritt ein Michael-artiger nukleophiler Angriff einer

Cysteinseitenkette des aktiven Zentrums des Enzyms an die C-6 Position der Cytosinbase.

Gleichzeitig kommt es zur Protonierung von N-3 der Nukleobase durch eine koordinierende

Glutamatseitenkette, was zu einer starken Aktivierung der C-5 Position führt.[54] Der nukleophil

aktivierte C-5 Kohlenstoff greift im Anschluss nach erneuter Deprotonierung die Methylgruppe

von SAM an, wobei eine C5-C6-gesättigte Cytosin Spezies und S-Adenosylhomocystein

(SAhC) gebildet werden. Nach syn Eliminierung des C-5 Protons wird Cystein eliminiert und

das methylierte Nukleosid mdC entsteht unter Rearomatisierung des Cytosinrings und

gleichzeitiger Regeneration des Enzyms. Der mechanistische Ablauf der dC Methylierung

wurde unabhängig voneinander in zwei Arbeiten von Verdine[51] und Newman[55] gezeigt. In

beiden Studien wurde 5-fluoriertes dC in Oligonukleotide eingebaut und an prokaryotische[51]

oder menschliche Zellen[55] verfüttert. Durch die Fluorierung der Base konnte es zu keiner

Eliminierung kommen, wodurch die Dissoziation von DNA und Enzym verhindert wird. Der so
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gebildete intermediäre DNA-Enzym Komplex konnte auf diesem Wege isoliert und

charakterisiert werden.

Abbildung 1.4: Postulierter mechanistischer Ablauf der Dnmt-katalysierten Methylierung von genomischem dC zu
mdC mit SAM als Kofaktor. Ein Michael-artiger Angriff einer Cysteinseitenkette im aktiven Zentrum
des Enzyms führt zur Aktivierung der C-5 Position der Nukleobase. Im Anschluss erfolgt ein
nukleophiler Angriff des aktivierten Cytosin-C-5 Kohlenstoffs an die elektrophile Methylgruppe von
SAM, was zu einer Methylierung der Nukleobase und zur Sättigung der C-5-C-6-Bindung führt.
Eine anschließende Deprotonierung an C-5 und Rearomatisierung des Heterozyklus unter
Freisetzung der katalytischen Spezies (Cystein) führt zur Ausbildung von mdC. (SAM = S-
Adenosylmethionin; SAhC = S-Adenosylhomocystein)

1.2.2 Mechanismen der Demethylierung von DNA

Die zunächst als stabiler epigenetischer Marker gesehene Methylierung von dC in DNA zu

mdC zeigte sich über Jahre intensiver Forschung als nicht so statisch wie ursprünglich

gedacht.[8] Bei der stark regulierten Genaktivierung, sowie der Reaktivierung stillgelegter Gene

spielt die Demethylierung von mdC in der zellulären Entwicklung eine zentrale Rolle. Der

Zusammenhang zwischen Deaktivierung von Genen und Methylierung von DNA ist lange

bekannt, jedoch sind längst nicht alle Mechanismen aufgeklärt, wie die Demethylierung von

mdC abläuft. Eines der Modelle, welches die Entfernung von mdC aus dem Genom erklärt, ist

die passive Demethylierung von mdC, bei der die mdC Konzentration in der DNA über mehrere

Replikationsschritte verdünnt wird.[56] Während der Replikation paart die methylierte CpG-
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Stelle des Templat-Strangs mit einer nicht-modifizierten CpG-Stelle des neu synthetisierten

Strangs. Dies resultiert in einem hemi-methylieren CpG-Motiv, welches durch den

maintanence Methyltranserasenkomplex Dnmt1/UHRF1 erkannt und gebunden wird. Der nicht

methylierte Teil der hemimethylierten Stelle wird methyliert, um das symmetrische

Methlyierungsmuster aufrecht zu erhalten.[57] Durch Fehlen oder Inaktivität von Dnmt1, oder

aufgrund des Vorhandenseins der oxidierten mdC Derivate werden hemimethylierte Stellen im

Genom nach der Replikation nicht wieder komplementär methyliert, was im Verlauf mehrerer

Zellteilungsschritte zum Verlust der epigenetischen Information führt. Diese mdC Verdünnung

aus dem Genom wird durch die passive Demethylierung beschrieben und ist schematisch in

Abbildung 1.5 dargestellt.[57]

Abbildung 1.5: Eine schematische Darstellung der passiven Demethylierung, die im Verlauf mehrerer
Replikationsschritte zum Verlust der epigenetischen Information führt. Ein DNA-Strang wird von
den de novo Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b methyliert. Nach einem Replikationschritt
entstehen in den neu gebildeten Strängen hemimethylierte Stellen. Bei Inaktivität von Dnmt1
kommt es in weiteren Replikationsschritten zur weiteren Verdünnung und Verlust der
Methylierung (oberer Teil der Abbildung). Wenn Dnmt1 aktiv ist werden hemimethylierten Stellen
erkannt, modifiziert (unterer Teil der Abbildung) und die epigenetische Information bleibt erhalten.

Die DNA Methylierung stellt zwar eine vererbbare Langzeitkontrolle der Geninaktivität dar,

jedoch wird im Genom und auf genspezifischer Ebene Demethylierungsaktivität beobachtet.[8]

Mit dem Modell der passiven Demethylierung kann nicht erklärt werden, wie mdC kurz nach

der Befruchtung aus dem Genom in der beobachteten Rate entfernt wird. Wie aus der

Abbildung 1.6 zu entnehmen ist, kommt es während Embryogenese zu einem drastischen
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Abfall der Konzentration von mdC sowohl im väterlichen als auch im mütterlichen Genom.

Dieser mdC Verlust kann im paternalen Genom nicht durch eine passive, replikationsbedingte

Verdünnung von mdC erklärt werden, da dieser Effekt bereits vor der ersten Replikation

auftritt.[8, 58] Der beobachtete Rückgang der mdC Menge ist so drastisch, dass es neben der

passiven Demethylierung andere aktive Mechanismen zur Entfernung der Methylgruppe

geben muss. In diesem Zusammenhang war die Entdeckung von weiteren DNA-

Modifikationen, die durch enzymatische Oxidation von mdC entstehen ein großer

Hoffnungsschimmer im Hinblick auf die weitere Aufklärung von Mechanismen der aktiven

Demethylierung. Die neu entdeckten mdC Modifikationen besitzen durch die oxidierte

Methylgruppe eine andere Reaktivität im Vergleich zu mdC und könnten an einem neuartigen,

aktiven Demethylierungsmechanismus beteiligt sein. Im folgenden Abschnitt wird näher auf

diese oxidierten mdC Modifikationen, deren Entdeckung, den Mechanismus deren

Entstehung, Reaktivität und mögliche epigenetische Relevanz eingegangen.

Abbildung 1.6: Entwicklung der globalen mdC Level nach der Befruchtung der Eizelle bis hin zur Ausbildung eines
Blastozysts. Kurz nach der Befruchtung der Eizelle mit dem Spermium kommt es im paternalen
Genom durch aktive Demethylierung zu einem drastischen Abfall der globalen mdC Level.
Während der mdC Gehalt des paternalen Genoms für mehrere Zellteilungsschritte niedrig bleibt,
kommt es im maternalen Genom zu einem schrittweisen langsamen Abfall der DNA Methylierung.
Bei der Entwicklung des Blastozysts werden durch die de novo Methyltransferasen Dnmt3a und 3b
die Methylierungsmuster eingeführt. Abbildung frei berarbeitet nach Wu et al.[8]

1.2.3 Nicht-kanonische DNA-Modifikationen hmdC, fdC und cadC

Die häufigste DNA Modifikation, mdC, wurde jahrzeh

betrachtet und als eine der wichtigsten epigenetisch relevanten DNA Modifikationen

wahrgenommen.[59] Nach der Entdeckung von 5-Hydroxymethyl-2 -desoxycytidin (hmdC),

eines Oxidationsprodukts von mdC, wurde diese Modifikation anfangs nur als potentielle DNA

Läsion wahrgenommen.[60] Im Jahr 2009 wurde in zwei Schlüsselstudien von Heintz[61] und
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Rao[62] unabhängig voneinander hmdC in genomischer DNA von Säugetieren nachgewiesen.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass diese Modifikation eine wichtige Rolle in der

epigenetischen Kontrolle von Neuronen[61] und embryonalen Stammzellen[62] spielt. Die Studie

von Rao konnte weiterhin zeigen, dass die -Ketoglutarat ( -KG) abhängige Fe(II)-

dioxygenase Tet1 (ten eleven translocation) durch kontrollierte Oxidation von mdC für die

Entstehung von hmdC verantwortlich ist.[62] Die Menge von hmdC im Genom ist in hohem

Maße vom Organismus und Typ des Gewebes abhängig und kann stark schwanken. In

verschiedenen Mausorganen lässt sich hmdC im Bereich von 0.05% bis 0.15% aller dCs

quantifizieren[63-65], wobei im Gehirn deutlich höhere Mengen bis zu 1.5% nachweisbar sind.[61,

66] Auch im Gehirn ist jedoch die hmdC Konzentration sehr stark von der untersuchten

Gehirnregion abhängig und akkumuliert mit steigendem Alter.[67-68] Ein weiterer wichtiger

Durchbruch in diesem Feld wurde 2011 mit der Entdeckung der weiteren oxidierten mdC

Modifikationen 5-Formyl-2 -desoxycytidin[69] (fdC) und 5-Carboxyl-2 -desoxycytidin[70-71] (cadC)

erzielt. Diese biosynthetisch durch Tet katalysierte Oxidation von mdC im Genom

entstehenden Modifikationen wurden im Genom von embryonalen Stammzellen der Maus in

signifikanten Mengen detektiert.[35, 70] Analog zur detektierten Menge von hmdC im Genom, ist

die Häufigkeit von fdC und cadC stark gewebeabhängig. Für das aus einer Tet-vermittelten

Oxidation von hmdC resultierende fdC kann eine genomische Häufigkeit von ca. 0.02% pro

dC ermittelt werden.[35, 59] Die höher oxidierte Spezies, cadC, kommt im Genom mit ca. 0.002%

pro dC etwa 10-Mal mal seltener vor.[35, 59, 72]

Alle oxidierten mdC Derivate entstehen im Genom durch einen katalytischen Prozess

ausgelöst durch eisenhaltige Oxygenasen, den sogenannten Tet-Enzymen. Der genaue

Mechanismus der -KG abhängigen Tet(1-3) vermittelten Oxidation von mdC zu hmdC, hmdC

zu fdC und fdC zu cadC ist weitgehend aufgeklärt.[56, 58] Die wichtigsten Merkmale dieses

Oxidationsprozesses wurden basierend auf zahlreichen Röntgen-diffraktometrie Studien des

aktiven Zentrums der Tet-Enzyme postuliert.[73-74] Die Schritte sind am Beispiel der Tet1

katalysierten Hydroxymethylierung von mdC in Abbildung 1.7 abgebildet.[75-78] In der

Koordinationssphäre des Fe(II)-aktiven Zentrums A werden zwei Aqua-Liganden durch -KG

verdrängt welches dann zwei Koordinationsstellen unter Ausbildung des Fe(II)-Komplexes B
okkupiert. Anschließend erfolgt der Schlüsselschritt der C-H Oxidation, eine Vier-Elektronen-
Reduktion des Sauerstoffs unter Ausbildung der cyclischen Fe(IV)-Peroxo Spezies C.[79-81] Im

nächsten Schritt wird durch mehrere Elekronenshifts der Fe(IV)-Oxo Komplex D ausgebildet,

während -KG unter Freisetzung von CO2 zu Succinat umgewandelt wird.[81-84] Daraufhin

kommt es über einen radikalischen Mechanismus zur Übertragung des Wasserstoffatoms der

C5-Methylgruppe von mdC auf die Fe(IV)-Oxo Spezies E. Das Fe-Zentrum wird hierbei von

Fe(IV) zu Fe(III) unter Ausbildung der Fe(III)-Hydroxyspezies F reduziert. Das C-H Radikal am
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mdC wird anschließend über einen weiteren radikalischen Schritt mit der Fe(III)-

Hydroxyspezies F unter Ausbildung von hmdC oxidiert und das aktive Zentrum wird in einer

Ein-Elektronen-Reduktion zu Fe(II) G reduziert.[81] Ein Ligandentausch und erneute

Koordination von zwei Aqua-Liganden führt zur Regeneration des aktiven Fe(II)-Komplexes A,

der für einen neuen katalytischen Zyklus zur Verfügung steht.

Abbildung 1.7: Postulierter Mechanismus der Tet-vermittelten Oxidation von mdC zu hmdC. Das Fe(II)-haltige
aktive Zentrum des Enzyms A wird durch Koordination von -KG und molekularem Sauerstoff in
die aktive Fe-(IV)-Peroxo-Spezies C umgewandelt. Eine Decarboxylierung von -KG zu Succinat
liefert den Fe-(IV)-Oxo-Komplex D, welcher in einem radikalischen Schritt ein Wasserstoffatom von
mdC abstrahiert. Eine anschließende Oxidation des mdC-Radikals durch die Fe-(III)-
Hydroxospezies F führt zu hmdC und nach Freisetzung von Succinat zur Regeneration des aktiven
Fe-(II) Zentrums A.
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1.3 Aktive DNA Demethylierung  fdC und cadC als Intermediate der
epigenetischen Regulation

Die passive Demethylierung, bei der es durch mehrere Zellteilungsschritte bei gleichzeitiger

Deaktivierung von Dnmt1 zur Verdünnung von mdC im Genom kommt ist stark

replikationsabhängig und kann nicht die ganze Bandbreite der Demethylierungsdynamik

erklären. Die rapide Abnahme der mdC Menge im väterlichen Genom der Zygote nach der

Befruchtung (Abbildung 1.6), die im Rahmen einer Zellteilung auftritt, kann nicht allein durch

einen passiven Mechanismus erklärt werden.[85] Durch die Entdeckung von hmdC wurde die

durch Tet-Oxidation gebildete Modifikation als mögliches Intermediat eines aktiven

Demethylierungsmechanismus diskutiert.[58] Außerdem wurde gezeigt, dass, obwohl die

Mengen an mdC im Entwicklungsstadium der Zelle rasch abnehmen, eine Zunahme der hmdC

Menge zu beobachten ist. Dies stellt einen wichtigen Hinweis im Hinblick auf die Rolle der

mdC Tet-Oxidationsprodukte bei der Zellreprogrammierung dar.[86] Wie bereits im

vorangegangenen Kapitel beschrieben, sind die Mengen der oxidierten mdC Modifikationen

hmdC, fdC und cadC stark gewebeanhängig. Generell sinkt die genomische Häufigkeit der

Modifikation mit steigender Oxidationsstufe des C-5 Kohlenstoffs der Nukleobase.[35, 59, 72] In

genomischer DNA kann fdC ungefähr 0.02% aller dCs darstellen, wobei die Häufigkeit von

cadC mit 0.002% aller dCs noch 10-Mal seltener ist.[35, 59, 72] Diese höher oxidierten mdC

Modifikationen sind somit nur in sehr kleinen Mengen im Genom vorhanden und wurden

ursprünglich für kurzlebige Intermediate gehalten. Mit Hilfe von Verfütterungsexperimenten

von isotopenmarkiertem Material konnte eindeutig gezeigt werden, dass genomisches fdC in

vivo langlebig ist und positionsabhängig auch eine semi-stabile Modifikation des Genoms sein

kann.[87-88] Die Schlussfolgerung aus der genomischen Stabilität von fdC war die potenzielle

funktionelle Rolle dieser Modifikation als epigenetischer Marker und deren Beteiligung an der

aktiven Demethylierung von mdC. Durch die hohe örtliche sowie zeitaufgelöste Spezifizität der

DNA-Demethylierung war schon vor der Entdeckung der höher oxidierten mdC Modifikationen

klar, dass es neben der replikationsabhängigen passiven DNA-Demethylierung einen anderen,

aktiven Mechanismus geben muss.[8] Ein direkter Bruch der sehr stabilen C-C-Bindung von

mdC ist eine thermodynamisch extrem energieaufwändige Reaktion die so ohne weiteres von

einem Enzym nicht durchgeführt werden kann. In der ersten Studie, die eine direkte Entfernung

der Methylgruppe von mdC durch enzymatische Beteiligung postuliert hatte, wurde das Protein

MBD2 (Methyl-CpG binding domain protein 2) als potentielle mdC Demethylase

vorgeschlagen.[89-90] Diese kontroverse Studie konnte jedoch nicht erklären, wie Organismen

mit einem MBD2 Defizit weiterhin normale Demethylierungsmuster aufwiesen.[91-92] Nachdem

die Ergebnisse von keiner anderen Forschungsgruppe reproduziert werden konnten,

entstanden große Zweifel an der Beteiligung von MBD2 an der direkten Demethylierung von
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mdC. In diesem Zusammenhang zeigte die Entdeckung von fdC und cadC neue

richtungsweisende Perspektiven für die mechanistischen Überlegungen zur aktiven

Demethylierung von mdC auf. Zum einen können die Modifikationen fdC und cadC durch

Glykosylasen über den Basenexzisionsreparaturweg demodifiziert werden und dadurch zur

aktiven DNA-Demethylierung beitragen. Zum anderen ist bei fdC und cadC durch die erhöhte

Polarität und Reaktivität der exozyklischen C-C-Bindung im Vergleich zu mdC ein direkter C-C-

Bindungsbruch aus chemischer Sicht vorstellbar. In Abbildung 1.8 sind mögliche chemische

Transformationen zusammengefasst, die auf der Genomebene stattfinden können um mdC in

dC umzuwandeln. In den nächsten Kapiteln werden diese Transformationen und

Mechanismen der replikationsunabhängigen aktiven DNA-Demethylierung, bei denen fdC und

cadC eine zentrale Rolle spielen, detailliert diskutiert.

Abbildung 1.8: Zusammenfassung von unterschiedlichen chemischen Wegen der aktiven DNA Demethylierung.
Genomisches dC wird durch Dnmts zu mdC methyliert. Die methylierte Modifikation kann iterativ
durch Tet-Enzyme zu hmdC, fdC und cadC oxidiert werden. Im oberen Teil der Abbildung
(dargestellt in lila) ist die Demethylierung über einen direkten C-C Bindngsbruch dargestellt. Die
oxidierten Nukleobasen fdC und cadC können durch eine Deformylierungs- (Freisetzung von
Ameisensäure) bzw. Decarboxylierungsreaktion (Freisetzung von CO2) direkt zu dC demodifiziert
werden. Der untere Teil der Abbildung (dargestellt in blau) beschreibt die Entfernung des mdC aus
dem Genom über Basenexzisionsreparatur. Dies kann über eine direkte Entfernung der fdC bzw.
cadC Nukleobase mit Hilfe von der Tdg unter Ausbilung einer abasischen Stelle erfolgen, welche
im weiteren Verlauf von BER prozessiert und mit kanonischem dC ersetzt wird. Außerdem kann es
zu einer aktiven Demethylierung kommen, indem mdC und hmdC in einer Desaminierungsreaktion
zu dT und hmdU umgewandelt werden, welche im Rahmen der BER weiter prozessiert werden.
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1.3.1 Aktive DNA Demethylierung über Basenexzisionsreparatur von
oxidierten mdC-Modifikationen

Die Entdeckung der oxidierten mdC-Modifikationen eröffnete neue Mechanismen für das

Verständnis der epigenetischen Regulationsprozesse auf DNA-Ebene. Ein etablierter

Mechanismus für die Entfernung von mdC aus dem Genom ist die Prozessierung von fdC und

cadC im Rahmen der Basenexzissionsreparatur (BER). Die oxidierten mdC-Modifikationen

fdC und cadC stellen daher Substrate für die BER dar und können unter Erzeugung abasischer

Stellen aus dem Genom entfernt werden.[71, 93-94] Dies geschieht durch die Thymin DNA

Glykosylase (Tdg), die für die Erkennung und Reparatur von Guanin:Thymin Fehlpaarungen

zuständig ist.[95] Neben der dG:dT Reparatur ist Tdg in der Lage selektiv fdC und cadC im

Genom zu erkennen und deren glykosidische Bindung zu spalten.[71, 95-96] Bei der Entfernung

von Basen aus dem Genom im Zuge der BER wird im ersten Schritt die nicht-kanonische oder

geschädigte Base von einer Glykosylase erkannt und im Anschluss wird die Bindung zwischen

der Ribose und dem DNA-Heterozyklus gespalten, wobei eine abasische Stelle entsteht.[97-98]

Bei den Glykosylasen wird je nach Ablauf von BER zwischen mono- und bifunktionalen

Enzymen unterschieden. Monofunktionale Glykosylasen brechen die N-glykosidische Bindung

des Nukleosids unter Entstehung einer abasischen Stelle, welche im Folgeschritt über

Endonukleasen, wie z. B. die apurinic/apyrimidinic endonuclease (Ape1) zu einem 5 -

Phosphatester und einem freien 3 -OH prozessiert wird.[99] Bifunktionale Glykosylasen sind in

der Lage neben der initialen Spaltung der N-glykosidischen Bindung der Nukleobase durch

ihre Lyasefunktion eine weitere Prozessierung der abasischen Stelle durchzuführen. Hierbei

erfolgt eine Abstraktion des 2 -Protons der abasischen Stelle. Im Rahmen einer -Eliminierung

bildet sich dann eine 2 -3 -ungesättigte Bindung. Eine anschließende -Eliminierungsreaktion

führt dann unter Freisetzung von 4-Oxopent-2-enal zu einem DNA Strangbruch.[100-102] Der

Strangbruch kann durch den Einbau eines kanonischen Nukleosids und Ligation durch eine

Polymerase repariert werden.[100] Eine schematische Darstellung der BER ist in Abbildung 1.9
dargestellt.
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Abbildung 1.9: Ablauf der Basenexzisionsreparatur initiiert durch die Spaltung der N-glykosidischen Bindung des
Nukleosids durch die Aktivität einer Glykosylase unter Entstehung einer abasischen Stelle. Die
abasische Stelle kann weiter entweder durch die Aktivität einer Endonuklease oder durch eine
bifunktionalen Glykosylase über eine - und -Eliminierung weiterprozessiert werden.

Ein weiterer postulierter aktiver Demethylierungsweg von mdC verläuft über eine

enzymatische Desaminierungsreaktion von mdC zu dT mit anschließender BER.

Genomisches mdC kann durch den Cytidindesaminasekomplex (Aid/Apobec)[8, 94] oder

Dnmts[103] zu dT umgewandelt werden, wobei eine dG:dT Fehlpaarung entsteht.[103] Ein

derartiger mismatch wird von Thymidin-Glykosylasen wie Tdg und MBD4 erkannt und mittels

Exzision fehlerhafter Basen repariert.[8, 104-109] Es gibt Hinweise auf die Beteiligung einer

enzymatischen Desaminierungsreaktion im Rahmen der aktiven mdC Demethylierung, jedoch

zeigten Studien mit Desaminase-defizienten Mäusen (deaminase-enzyme-knockout mice),

dass ein Fehlen des Enzyms zu keinen Defekten in der Entwicklung und Reproduktion

führte.[110-111] Auch ist zu erwähnen, dass die Aid/Apobec-Proteine unmodifizierte dCs, sowie

einzelsträngige DNA bervorzugen, was deren Beteiligung an der aktiven Demethylierung in

Frage stellt.[112] Die Desaminierungsaktivität von Dnmts wird allerdings eher kritisch betrachtet,

da diese nur bei einer sehr geringen SAM Konzentrationen auftritt.[103] In Anbetracht der

essentiellen Rolle von SAM in zahlreichen biochemischen Vorgängen und dessen Rolle bei

der Dnmt katalysierten Methylierung von DNA ist eine sehr geringe und hoch fluktuierende

SAM Konzentration eher unwahrscheinlich.[8] Das Desaminasesystem Aid/Apobec führt

außerdem zur Desaminierung von hmdC zu hmdU. Hierbei entsteht eine hmdU:dG

Fehlpaarung, welche auch ein Substrat für BER darstellt und über Tdg/Mbd4 ausgeschnitten

werden kann.[94, 113-114] Isotopenverfolgungsexperimente mit markierten Nukleosiden konnten

zeigen, dass die Desaminierung von hmdC nicht zum Erreichen von steady-state Level von

hmdU in mESCs beiträgt, wodurch dieser desaminierungsvermittelte, an BER gekoppelte DNA
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Demethylierungsweg biologisch wenig relevant erscheint.[115] Neben der Desaminierung kann

hmdU im Genom von Stammzellen auch über eine Tet-vermittelte Oxidation von dT

auftreten.[115] Dieser Prozess kann zu einer hmdU:dA Fehlpaarung führen, und durch die

spezielle hmdU-Glykosylase Smug1 (Single-strand selective monofunctional uracil DNA

glycosylase) prozessiert werden.[94, 116] Im Fall der DNA Demethylierung von fdC und cadC

über die BER wird der entstehende Strangbruch durch die Aktivität einer Polymerase und

Ligase repariert, indem ein kanonisches dC inkorporiert wird.[100] Dieser

Demethylierungsprozess verläuft über abasische Stellen, die wie bereits beschrieben zu

Strangbrüchen führen können. mdC tritt im Genom häufig geclustert auf und dCs können

symmetrisch auf gegenüberliegenden Stellen im Genom methyliert vorliegen. Dadurch kann

es potentiell durch die BER zu schädlichen Doppelstrangrüchen kommen[117], die zu

Apoptose[118], Arrest des Zellzyklus[118] sowie DNA Mutationen[119] führen können. In Systemen

mit einer induzierten reduzierten Tdg-Aktivität (Tdg-Knockout) konnte eine 10-fache

Akkumulation von fdC und cadC beobachtet werden.[71, 88, 120-122] Eine Studie, bei der potentiell

schädliche abasische Stellen intermediär abgefangen und quantifiziert wurden, konnte jedoch

zeigen, dass BER von oxidierten mdC Modifikationen zu keiner Akkumulation von schädlichen

Intermediaten im Genom führt.[123] Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Tdg-vermittelte

DNA-Demethylierung entweder keine vorrangige Rolle in höheren Organismen einnimmt oder

hochorchestriert über einen komplexen Multienzymkomplex abläuft, welcher die abasischen

Stellen sofort weiter prozessiert und mit dem entspechenden Nukleosid füllt.[124-125] Neil-

Proteine sind Enzyme, welche in ihrer Rolle als bifunktionale Glykosylasen für die Entfernung

der oxidativen Schäden wie 5-Hydroxy-cytosin und 8-Oxo-dG verantwortlich sind.[126-128] Diese

wurden auch als fdC-Binder und somit als ein Teil der Tdg vermittelten Demethylierung

identifiziert.[129] Eine weitere Studie zeigte in diesem Zusammenhang, dass Neil 1 und 2 für die

Prozessierung von fdC und cadC während BER essentiell sind.[125] Da es sich bei Tdg um eine

produktinhibierte Glykosylase handelt, ist ein weiterer Schritt erforderlich, um das Enzym vom

DNA-Strang freizusetzen. Die Proteine Neil 1 und 2 setzen nach der Spaltung der N-

glykosidischen Bindung Tdg vermutlich von der abasischen Stelle frei, welches dort kovalent

gebunden ist.[130] Die Tdg-vermittelte BER von fdC und cadC ist ein gut untersuchter und

akzeptierter aktiver Demethylierungsweg.[8, 59] Die damit verbundene Bildung von potentiell

schädlichen DNA Strangbrüchen, sowie der Fakt, dass in Tdg-defizienten Zygoten eine Tet3-

vermittelte, aber Tdg-unabhängige aktive Demethylierung abläuft, waren eindeutige Hinweise

für einen weiteren aktiven Demethylierungsmechanismus.[131] Ein aus chemischer Sicht

attraktiver komplementärer Mechanismus verläuft über einen direkten Bruch der C-C-Bindung

an der C-5 Position der Nukleobase von mdC oder dessen oxidierter Derivate. Im folgenden

Abschnitt wird dieser direkte DNA-Demethylierungsweg geschildert und im Detail erläutert.
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1.3.2 Aktive DNA Demethylierung über einen direkten C-C-Bindungsbruch

Neben der Tdg-abhängigen DNA Demethylierung über BER wurde in den letzten Jahren ein

weiterer Demethylierungsmechanismus, welcher über einen direkten C-C-Bindungsbruch

ablaufen könnte, intensiv diskutiert.[8, 65] Die Idee einer direkten Entfernung der Methylgruppe

aus mdC wurde schon 1999 im Zusammenhang mit der Untersuchung des Mbd2 Proteins

postuliert. Dieses Enzym wurde als eine potentielle Demethylase beschrieben, welches mdC

unter Abspaltung von Methanol zu dC umsetzt.[89-90] Eine derartige direkte Spaltung der C-C-

Bindung zwischen dem sp3-Kohlenstoff der Methylgruppe und einem aromatischen sp2-

Kohlenstoff der Nukleobase stellt eine thermodynamisch extrem energieaufwändige Reaktion

dar. Eine Katalyse dieser Reaktion durch Mbd2 konnte in weiteren Studien nicht bestätigt

werden. Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass die DNA-Methyltransferasen Dnmt1, 3a und

3b in Abwesenheit von SAM mdC unter C-C-Bindungsspaltung direkt zu dC demethylieren

können.[132] Dieser Demethylierungsmechanismus basiert auf der Abwesenheit von SAM und

erscheint aufgrund dessen hoher intrazellulärer Konzentration biologisch irrelevant. Studien

zu chemischen Eigenschaften und zur Reaktivität der mdC-Oxidationsprodukte hmdC, fdC und

cadC zeigten, dass neben der steigenden Polarität der C-C-Bindung, auch die Reaktivität der

Modifikation mit zunehmendem Oxidationsgrad ansteigt.[93, 133] Kurz nach der Entdeckung von

fdC wurde ein Demethylierungsmechanimsus postuliert, der über einen direkten C-C-

Bindungsbruch an der C-5 Position der formylierten Nukleobase abläuft.[35, 134] In in vitro

Studien mit fdC und cadC wurde gezeigt, dass diese Modifikationen durch Zugabe von

Nukleophilen wie Thiolen effizient zu dC defunktionalisieren.[93, 133] Interessanterweise verläuft

die Decaboxylierung von cadC mit einer 11-fach höheren Reaktionsrate als die analoge

Demodifizierung von fdC.[133] Modellstudien und quantenchemische ab initio Rechnungen

zeigten, dass die Deformylierungs- und Decarboxylierungsreaktion eine Aktivierung der

Nukleobase über einen nukleophilen Angriff an die C-6 Position des Cytosinrings benötigt. In

einer derart aktivierten Nukleobase kann es unter Freisetzung des Nukleophils zur

Demodifizierung mittels eines C-C-Bindungsbruchs an C-5 kommen.[133] In vitro Studien

konnten in diesem Zusammenhang durch Einsatz von synthetischen, cadC-enthaltenden

Oligonukleotiden eine derartige Demodifizierung nach Inkubation mit Stammzellextrakten

zeigen.[93] Mechanistisch ähnelt der postulierte Ablauf des C-C-Bindungsbruchs der Dnmt-

katalysierten Methylierung von dC mit SAM als Kofaktor. Bei der Methylierung von dC kommt

es nach der säurekatalysierten Sättigung der C5-C6-Bindung der Nukleobase durch Angriff

eines Nukleophils zur Funktionalisierung an C-5 mit anschließender Rearomatisierung

(Abbildung 1.4). Für die Deformylierungs- bzw. Decarboxylierungsreaktion von fdC bzw.

cadC wurde analog eine Aktivierung durch einen nukleophilen Angriff einer

Aminosäureseitenkette wie Cystein an der C-6 Position des Pyrimidinrings postuliert.
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Experimentelle Unterstützung für den postulierten Mechanismus lieferte eine erfolgreiche

Defunktionalisierung der Nukleoside nach Umsetzung mit Cystein und basischen

Aminosäuren, die das aktive Zentrum eines potentiellen Enzyms simulieren sollten.[35, 93] In

Abbildung 1.10 ist der mechanistische Ablauf einer Deformylierungsreaktion von fdC bzw.

einer Decarboxylierung von cadC mit Cystein als Helfernukleophil postuliert. Ein genomisches

fdC kann z. B. durch eine nukleophile Cysteinseitenkette eines potenziellen Enzyms Michael-

artig an der C-6 Position angegriffen werden. Über eine Enamin-Imin-Tautomerisierung kommt

es zur Sättigung der C-5-C-6-Bindung der Nukleobase. In wässriger Umgebung entsteht dann

ein Gleichgewicht zwischen der Aldehyd- und der Hydratform der Carbonylfunktionalität von

fdC. Eine Deprotonierung der exozyklischen Aldehydhydrateinheit des gesättigten fdC

Intermediats führt unter Eliminierung des Helfernukleophils zu einer Abspaltung von

Ameisensäure und damit schlussendlich zu einer Deformylierung von fdC zu dC. Für die

Decarboxylierung von cadC kann analog die Aktivierung der carboxylierten Nukleobase durch

einen nukleophilen Angriff eines Helfernukleophils erfolgen. Eine Enamin-Imin Tautomerie

führt zur Sättigung der C-5-C-6-Bindung. Anschließend kann über einen sechsgliedrigen

Übergangszustand unter Eliminierung des Helfernukleophils und Rearomatisierung der

Nukleobase eine Decarboxylierung von cadC erfolgen. Umgebende Aminosäuren können bei

den Demodifizierungsreaktionen als Protonen-Shuttle fungieren.

Abbildung 1.10: A) Postulierter Mechanismus einer fdC Deformylierung zu dC. Angriff eines Helfernukleophils und
eine Enamin-Imin-Tautomerie führt zur Sättigung der C5-C-6-Bindung. Deprotonierung der Hydrat-
Form von fdC in wässriger Umgebung kann unter Freisetzung von Ameisensäure und Eliminierung
von Cystein unter Deformylierung zu dC führen. B) Postulierter Mechanismus der Decarboxylierung
von cadC zu dC. Cystein führt zur Sättigung der C5-C6-Bindung der Nukleobase. Nach erfolgter
Enamin-Imin-Tautomerie kann über einen sechsgliedrigen Übergangszustand unter Abspaltung
des Helfernukleophils und Rearomatisierung eine Decarboxylierung zu dC stattfinden.
(Helfernukleophil = z. B. Cystein, B = Base, HA = Säure).
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Die erste experimentelle in vivo Deformylierungsstudie konnte 2017 beweisen, dass im Genom

von mESCs die aktive Demethylierung unabhängig von Tdg über einen direkten C-C-

Bindungsbruch in Form von Deformylierung von fdC abläuft.[135] Durch den Einsatz von

chemisch modifizierten Nukleosidderivaten in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten

konnte zum ersten Mal eine genomische Deformylierung von fdC experimentell bestätigt

werden (Abbildung 1.11). In den hierzu verwendeten Experimenten wurden chemisch

modifizierte Sondenmoleküle (probe molecules) an Zellkulturen von mESCs verfüttert und als

Reportermoleküle in deren Genom eingebaut. Eine anschließende Isolation der genomischen

DNA, gefolgt von einem Totalverdau auf Nukleosidebene und Analyse mittels hochsensitiver

Massen-spektrometrie gekoppelt an Ultrahochleistungs-Flüssigchromatographie konnte

chemische Veränderungen auf Molekülebene verfolgen. So konnte beim Einsatz eines 13C5-
15N2-isotopenmarkierten fdC Reportermoleküls das Deformylierungsprodukt 13C5-15N2-dC im

Genom der untersuchten Zellen detektiert werden. Neben isotopenmarkierten Testmolekülen

wurden auch 2 -fluorierte Nukleosidderivate eingesetzt, die aufgrund ihrer veränderten

elektronischen Eigenschaften der Ribose nicht von Tdg ausgeschnitten und über BER entfernt

werden können. Diese ribosemodifizierten Sondenmoleküle konnten so als ideale

Modellsysteme für die gezielte Tdg-entkoppelte Untersuchung der Demethylierung über einen

direkten C-C-Bindungsbruch dienen. Bei Zellverfütterungsexperimenten von 2 -F-fdC konnte

in vivo eine hohe genomische Deformylierungsaktivität zu 2 -F-dC nachgewiesen werden. Zur

Bestätigung, dass es sich bei der Deformylierungsreaktion um einen genomischen Prozess

handelt, wurde neben der genomischen DNA auch der lösliche Nukleosidpool der Zellen

untersucht. Da hier kein potenzielles Deformylierungsprodukt detektiert wurde, konnte

angenommen werden, dass die Deformylierungsreaktion im Genom stattfindet.

Abbildung 1.11: Experimentelle Herangehensweise der ersten in vivo Deformylierungsstudie. Isotopenmarkierte
und 2 -fluorierte Nukleosidderivate wurden an Stammzellkukturen verfüttert und in deren Genome
eingebaut. Im Genom konnte eine Umsetzung zum entsprechenden deformylierten dC-Derivat
beobachtet werden.[135]
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Die Frage, ob dieser Demethylierungsmechanismus in einer großen Bandbreite von

Zellsystemen und Organismen ausgeprägt ist und ob eine und wenn ja welche enzymatische

Entität für die Deformylierung zuständig ist, bleibt bis heute ungeklärt. Die Rolle von cadC in

der aktiven DNA-Demethylierung über eine Decarboxylierung von cadC wurde in den letzten

Jahren auch zunehmend intensiv untersucht. Eine Decarboxylierung von cadC konnte bereits

kurz nach der Entdeckung dieser Modifikation in vitro in mehreren Studien gezeigt werden. Es

wurde sowohl eine Decarboxylierungsaktivität von cadC durch den Einsatz von

Stammzelllysaten[93, 136] als auch durch Dnmt3a und 3b in Abwesenheit von SAM[137]

beobachtet. Der Ausschluss von SAM macht jedoch diese Beobachtung in vivo irrelevant. Es

bleibt eine offene Frage, ob cadC auch in vivo auf genomischer Ebene zu dC decarboxyliert

und auf diese Weise an der aktiven DNA Demethylierung beteiligt ist. Aus dem thymidine

salvage pathway (Wiederverwertung von Thymin) in dem Pilz Neurospora crassa ist eine

vergleichbare enzymatisch katalysierte Umsetzung bekannt.[138] Dieser Pilz besitzt das Enzym

Isoorotat Decarboxylase (IDcase), welche die Decarboxylierung von Isoorotat zu Uracil

katalysiert. Die IDcase zeigte in vitro zusätzlich eine geringe Decarboxylierungsaktivität bei

der Umsetzung von cadC zu dC.[139] Die Decarboxylierungsaktivität der IDcase war der erste

enzymatische in vitro Beweis der Decarboxylierung von cadC zu dC und zeigte damit

eindeutig, dass dieser C-C-Bindungsbruch unter enzymatischer Katalyse ablaufen kann. Aus

chemischer Sicht ähnelt der thymidine salvage pathway, eine Umsetzung von T zu U, der

DNA-Demethylierung, der Umsetzung von mdC zu dC.[8, 70, 93] Bei der in Pilzen ablaufenden

Demethylierung von T zu U handelt es sich um einen aus mehreren Schritten bestehenden

Prozess, der eine schrittweise Oxidation von T beinhaltet. Katalysiert durch Thymin-7-

Hydroxylase (T7H) wird T in drei aufeinanderfolgenden Oxidationsschirtten zu hmU, fU und

caU oxidiert. Die Demethylierung von T zu U wird über die IDcase katalysierte

Decarboxylierung von caU erreicht.[140-144] In Analogie verläuft in Säugetieren auf DNA-Ebene

die Tet-katalysierte Oxidation von mdC zu hmdC, fdC und cadC. Diese Analogien, sowie die

IDcase cadC Decarboxylierungsaktivität legen die Vermutung nahe, dass eine potenzielle

DNA-Decarboxylase Ähnlichkeiten in Sequenz, Struktur und katalytischem Mechanismus mit

der IDcase aufweisen könnte. Das aktive Zentrum der IDcase besteht aus einem divalenten

Metallion (mit hoher Wahrscheinlichkeit Zn2+) und vier konservierten Aminosäureresten (Asp

und His), die für die katalytische Decarboxylierung essentiell sind.[139] Beim Austausch der

Carbonsäure-Funktionalität von caU mit einer Nitro-Funktionalität, die mit ihren

stereoelektronischen Eingenschaften ein Analogon der Carbonsäure darstellt, wurde das 5-

Nitro-substituierte Uridin als ein IDcase Inhibitor identifiziert.[139] Falls eine genomische

Decarboxylierung von cadC enzymatisch abläuft und ein Mechanismus vergleichbar zur
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Decarboxylierung der IDcase vorliegt, könnte ein 5-Nitro-substituiertes dC Derivat als ein

potentieller Decarboxylase-Inhibitor fungieren.

Basierend auf den Studien der letzten Jahre zur genomischen Reaktivität von fdC und cadC

wird deren Demodifizierung als ein Teil des aktiven Demethylierungsprozesses diskutiert.[93,

133, 135] Es ist bis dato nicht bekannt, an welchen Stellen im Genom bzw. zu welchem Zeitpunkt

diese Prozesse ablaufen und ob es ein oder mehrere Enzyme gibt, die für diese Reaktivität

zuständig sind. Weiterhin sind auch der genaue mechanistische Ablauf und die Struktur der

potenziell involvierten Enzyme bis heute unbekannt.

1.4 Nicht-kanonische DNA und RNA Modifikationen

Neben den kanonischen Nukleobasen der DNA und RNA wurde eine Vielzahl an nicht-

kanonischen modifizierten Nukleosiden identifiziert. Vor allem in der RNA sind heutzutage

mehr als 160 posttranskriptional modifizierte Nukleobasen bekannt.[145-147] Durch den Einsatz

von Flüssigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie konnten in den vergangenen

Jahren stetig neue RNA-Modifikationen und deren biologische Funktion aufgeklärt werden.[145]

Die hohe Anzahl an verschiedenen Modifikationen in der RNA korreliert mit den vielfältigen

Funktionen der RNA in einem Organismus.[145-146] Die Komplexität der Modifikationen variert je

nach Modifizierungsgrad und Ort des Vorkommens stark. Bezüglich ihrer Funktion spielen

diese Modifikationen etwa eine wichtige Rolle zur Stabilisierung der mRNA[148-149], für

Splicingprozesse[150-151], in tRNA und rRNA bei der Translation[152-153] oder im Rahmen der X-

Chromosom Inaktivierung[154]. Chemische Modifikationen der Nukleoside können zum einen

einen direkten Einfluss auf die RNA-Struktur haben und zu veränderten intramolekularen

Interaktionen z. B. mit Proteinen führen. Zum anderen können strukturelle Veränderungen auf

der RNA-Nukleosid Ebene zu einer funktionellen Veränderung des RNA Moleküls und dadurch

zu Veränderungen im Zellmetabolismus führen.[145] Der Modifizierungsgrad der Nukleobasen

kann von einfachen chemischen Funktionalisierungen wie Methylierung, Alkylierung,

Thiomethylierung oder Acetylierung bis hin zu komplexeren Funktionalisierungen reichen. So

treten zum Teil stark modifizierte Strukturen wie etwa Pseudouridin ( )[155], hypermodifizierte

7-Deazaguanine[156-157] oder Pyrimidine auf. Ein strukturell besonders komplexes Beispiel einer

nicht-kanonischen RNA Hypermodifikation stellt die Familie der Queuosine dar. Das

Grundgerüst der Queuosine bildet eine 7-Deazaguanosin Einheit, die über eine Methylamin-

Brücke mit einer Cyclopentendiol-Einheit verknüpft ist.[158] Queuosin (Q), das sich auf der

Wobble-Position, Position 34 der tRNA, befindet, wurde bereits in 1972 entdeckt und strukturell

aufgeklärt.[159] Später wurden weitere modifizierte Q-Derivate entdeckt, das biosynthetische

Intermadiat Q-Epoxid (oQ),[160] die glykosylierten Varianten mit Mannose (ManQ) und
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Galactose (GalQ),[157] und das aminosäuremodifizierte Glutamyl-Queuosin (GluQ).[161-162]

Queosin befindet sich sowohl in bakterieller als auch eukaryotischer RNA, wobei in Eukaryoten

keine de novo Biosynthese der Q-Base stattfindet. Stattdessen muss Queuosin aus der

Nahrung aufgenommen werden und wird anschließend über eine Basenaustauschreaktion

direkt in die tRNA eingebaut.[163] In Bakterien wird Q in zehn chemischen Transformationen

aus GTP synthetisiert, wobei zwei der Biosyntheseschritte auf der tRNA Ebene ablaufen.[164-

169] Bis heute ist die genaue Funktion der Modifikationen der Q-Familie nicht aufgeklärt.[158, 170]

Es wurde eine Reihe an biologischen Erscheinungen beim Fehlen der Modifikation

beobachtet, unter anderen neurologische Unregelmäßigkeiten[171], posttranslationale

Proteinfehlfaltung[172] und Auffälligkeiten in Krebsgeweben.[172-174] Obwohl die glykosylierten

Derivate ManQ und GalQ bereits 1976 entdeckt wurden und ein Strukturvorschlag für diese

basierend auf NMR-Daten von isoliertem Material aus Hasenleber postuliert wurde, [157] sind

die bisher vorliegenden analytischen Daten unzureichend und ein endgültiger Beweis der

Struktur steht bis heute aus. In diesem Zusammenhang konnte 2020 von Carell und

Mitarbeitern mittels Koinjektionsexperimenten von verdauter Maus-RNA mit einem

synthetischen Standard gezeigt werden, dass die tatsächliche Struktur von GalQ mit der vor

35 Jahren postulierten Struktur übereinstimmt.[175] Für ManQ steht eine Verifizierung der

Struktur noch aus. Bisherige Experimente zeigen jedoch, dass die postulierte Struktur von

ManQ nicht mit der tatsächlichen Struktur übereinstimmt.[176] Daher sind weitere Experimente

zur eindeutigen Aufklärung der Struktur dieser wichtigen RNA Modifikation von Interesse.
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Abbildung 1.12: Eine Auswahl an nicht-kanonischen RNA Modifikationen. A) Einfache Modifikationen der
Pyrimidinbase sowie eine Isomerisierung der Nukleobase zu Pseudouridin. B) Chemische
Modifizierungen des Puringerüsts von A und G durch eine Alkylierung und Thiomethylierung. C)
Familie der hypermodifizierten Queuosin-Modifikationen.
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2 AUFGABENSTELLUNG

Der Fokus dieser Dissertation lag auf der Untersuchung der intragenomischen Reaktivität der

oxidierten mdC Modifikationen fdC und cadC. Seit der Entdeckung dieser DNA-Modifikationen

stellt sich die Frage, welche Funktion sie innerhalb des Genoms erfüllen und ob sie eine aktive

Rolle in der DNA Demethylierung spielen. Nachdem in vivo gezeigt werden konnte, dass fdC

in einer Deformylierungsreaktion innerhalb des Genoms zu kanonischem dC umgewandelt

wird[135], stellte sich die Frage nach dem mechanistischen Ablauf dieser Reaktion sowie nach

der potenziellen katalytischen Entität, welche für diesen Prozess zuständig sein könnte. Neben

der Rolle von fdC im Demethylierungsprozess ist auch die Beteiligung von cadC nicht

vollständig geklärt. Für cadC wurde eine chemisch attraktive genomische

Decarboxylierungsreaktion zu dC postuliert, die einen Teil der aktiven Demethylierung

darstellen könnte. Um tiefere Einblicke in den genomischen Deformylierungsprozess von fdC

zu gewinnen und den genomischen Decarboxylierungsprozess von cadC in vivo zu

untersuchen, sollten mit Hilfe von 2 -(R)-fluorierten und isotopenmarkierten

Nukleosidderivaten Verfütterungsexperimente in einer Vielzahl von unterschiedlichen

Zelllinien durchgeführt werden (Abbildung 2.1).

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Verfütterungsstudien von isotopenmarkierten und/oder 2 -fluorierten
Testmolekülen, Derivaten von fdC und cadC, für die Untersuchung der Beteiligung dieser DNA-
Modifikationen an der aktiven DNA-Demethylierung durch einen direkten C-C-Bindungsbruch. Die
Testmoleküle wurden an Zellkulturen verfütttert und können ins Genom der untersuchten Zellen
eingebaut und ensprechend metabolisiert werden. Nach Isolation der genomischen DNA wurde
diese auf Nukleosidebene verdaut und per UHPLC-MS/MS analyisert.

Hierzu sollten 2 -(R)-fluorierte bzw. isotopenmarkierte Testmoleküle für die zellbiologischen

Experimente hergestellt werden. Diese Testmoleküle sollten über einen neuen Syntheseweg

zugänglich sein, der das intermediäre Vorkommen von 2 -F-dC sowie des isotopenmarkierten

Analogons vermeidet, da diese Verbindungen die Produkte der untersuchten genomischen
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Prozesse (Deformylierung und fdC und Decarboxylierung von cadC zu dC) darstellen. Es ist

essenziell, das Vorhandensein der dC-Derivate in der Synthesestrategie für die

Verfütterungsexperimente zu umgehen. Bereits eine Kontamination im Spurenbereich könnte

die Ergebnisse der zellbiologischen Studien verfälschen, da die unmodifizierten dC-Derivate

im Vergleich zu den 5-modifizierten dC Derivaten bevorzugt ins Genom eingebaut werden. Für

die Untersuchung der genomischen Deformylierung sollte das 2 -fluorierte fdC Derivat sowie

ein isotopenmarkiertes Analogon hergestellt werden. Durch den Einsatz der 2 -

Fluormarkierung der Ribose wird das Testmolekül um 18 u schwerer als das natürlich

vorkommende fdC. Somit lässt sich das verfütterte Testmolekül, sowie deren

Metabolismusprodukte mittels massenspektrometrischer Techniken sehr gut analysieren und

von dem natürlich vorkommenden fdC unterscheiden. Durch die Bioisosterie des Fluors und

Wasserstoffs ergeben sich für die Reaktivität der 2 -fluorierten dC Derivate zwei Vorteile. Auf

der einen Seite besitzen die 2 -fluorierten Derivate eine mit den natürlichen dC Modifikationen

identische Reaktivität in enzymatischen Reaktionen, die an der Nukleobase ablaufen. Auf der

anderen Seite unterliegen die 2 -fluorierten Derivate keiner Basenexzisionsreparatur

vermittelten Entfernung aus dem Genom, da das bei der Spaltung der N-glykosidischen

Bindung während der BER intermediär entstehende Oxocarbenium Ion durch die 2 -

Fluorierung stark destabilisiert wäre. Durch den Einsatz von 2 -F-fdC lässt sich somit gezielt

und selektiv die direkte C-C-Bindungsbruchreaktivität von fdC untersuchen. Somit stellt dieses

Testmolekül ein ideales Modellsystem dar. Neben dem fluorierten Testmolekül sollte ein

isotopenmarkiertes fdC Derivat synthetisiert werden, welches mit 13C-Markierungen an der

Ribose und 15N-Markierungen an der Nukleobase versehen ist. Das isotopenmarkierte

Testmolekül sollte auch in einer neuartigen Synthesestrategie dargestellt werden, welche nicht

über das dC Intermediat verläuft, um jegliche potenzielle Kontaminationen bei den

Verfütterungsexperimenten zu vermeiden. Die chemisch modifizierten Derivate von fdC sollten

im Anschluss in einer Reihe von Verfütterungsexperimenten an unterschiedliche Zelllinien

eingesetzt werden. Hierbei sollte untersucht werden, wie stark die Deformylierungsreaktion in

unterschiedlichen Systemen ausgeprägt ist, sowie von welchen Faktoren (z. B.

Zellteilungsrate) sie abhängig ist. Außerdem sollten Verfütterungsexperimente mit Knockout-

Zelllinien durchgeführt werden, um potenzielle Proteine zu identifizieren, die an der

Deformylierungsreaktion von fdC beteiligt sein könnten. Neben der Beteiligung von fdC an der

aktiven DNA-Demethylierung mittels eines direkten C-C-Bindungsbruchs wurde eine analoge

Reaktivität für cadC postuliert.[93, 133] Durch den Einsatz von modifizierten cadC-Testmolekülen

in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten sollte untersucht werden, ob cadC in vivo auf

genomischer Ebene zu dC decarboxyliert und so möglicherweise auch an der aktiven

Demethylierung von mdC beteiligt ist. Dazu sollten zunächst 2 -(R)-fluorierte cadC Derivate
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entwickelt werden, die eine gute Zellpermeabilität aufweisen und im Anschluss ins Genom

eingebaut werden. Durch die unter physiologischen Bedingungen negativ geladene

Carboxylatgruppe von cadC, ist die Permeabilität des Nukleosids durch die Zellmembran

problematisch. Dieses Problem sollte durch Synthese von cadC Derivaten (prodrugs), welche

eine Maskierung der Ladung durch Veresterung der Carboxylatgruppe aufweisen, gelöst

werden. Die cadC Ester sollten in der Zelle enzymatisch hydrolysierbar sein und im

intrazellulären Raum das Testmolekül 2 -F-cadC freisetzen. Falls die Verfütterung der cadC

prodrugs nicht zu zufriedenstellendem Einbau von 2 -F-cadC führen sollte, sollte ein weiterer

Ansatz verfolgt werden, um ein cadC Testmolekül in die Zelle zu transportieren. Durch die

Kombination eines 2 -F-cadC Triphosphats mit einem Cyclodextrin-basiertem

Nukleotidtransporter sollten zum einen die für den Einbau ins Genom benötigten

enzymatischen Phosphorylierungschritte umgangen und zum anderen das Nukleotid direkt in

die Zelle transportiert werden. Die Testmoleküle sollten an mESCs verfüttert werden, wo sie

in das Genom der Zellen eingebaut werden und im Zuge der aktiven Demethylierung zu 2 -F-

dC umgewandelt werden können. Zur exakten Quantifizierung der fluorierten Testmoleküle

und deren Metabolismusprodukte im Genom sollten stabile Isotopologe synthetisiert werden,

welche als interne Standards für die massenspektrometrische Analyse und Quantifizierung

fungieren sollten. Für Untersuchungen des strukturellen und dynamischen Einflusses von

cadC auf den DNA-Doppelstrang sollten in Zusammenarbeit mit Dr. Petra Rovó NMR

Experimente kurzer synthetischer Oligonukleotide, die cadC enthalten, durchgeführt werden.

Um ein tieferes Verständnis für die Reaktivität der oxidierten mdC Modifikationen fdC und cadC

zu erhalten, sollte eine Struktkur-Aktivität-Beziehungsstudie durchgeführt werden. Hierfür

sollten chemisch modifizierte Analoga von fdC und cadC synthetisiert werden, welche ähnliche

stereoelektronische Eigenschaften und eine vergleichbare Reaktivität aufweisen, jedoch eine

andere funktionelle Gruppe besitzen, synthetisiert werden. Diese Nukleoside sollten mit

funktionellen Gruppen, die analog zum Aldehyd oder der Carbonsäure ein Keton, Nitril,

Sulfoxid oder Carbonsäureamid enthalten. Diese chemisch modifizierten Testmoleküle sollten

in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten eingesetzt werden und deren Einbau und

genomische Reaktivität untersucht und mit der Reaktivität von fdC und cadC verglichen

werden.
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3 VERÖFFENTLICHTE ARBEITEN

3.1 Deformylation of 5-formylcytidine in different cell types

E. Korytiaková*, E. *, M. Müller, T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 16869

16873.

*: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen beigetragen.

Prolog

Nachdem von Iwan et al.[135] gezeigt werden konnte, dass eine direkte Deformylierung von

genomischem fdC zu dC im Genom von mausembryonalen Stammzellen abläuft, stellte sich

zum einen die Frage, wie weit dieser Prozess in anderen Zellsystemen ausgeprägt ist und zum

anderen, unter welchen Bedingungen bzw. Zellproliferationsrate der C-C-Bindungsbruch

besonders effizient abläuft. Im Rahmen dieser Studie wurde eine neuartige Synthesestrategie

von 2 -F-fdC entwickelt, die das zu verfütternde Testmolekül in extrem hoher Reinheit lieferte.

Der Syntheseweg verlief ausschließlich über 2 -F-Desoxyuridin Derivate und stellte somit

sicher, dass mögliche Kontaminationen durch 2 -F-dC absolut ausgeschlossen wurden. Im

Rahmen dieser Studie wurde 2 -F-fdC in Verfütterungsstudien an eine Vielzahl an

Stammzellen sowie somatischen Zelltypen getestet und der Zusammenhang zwischen

Deformylierungsaktivität und Zellproliferation untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der

Deformylierungsprozess von fdC in allen untersuchten Zellsystemen unterschiedlich stark

ausgeprägt ist und invers mit der Zellproliferationsrate korreliert. Außerdem wurde die aktive

Demethylierung in Neurogenin induzierbaren iPS Zellen, die zu bipolaren Neuronen

differenziert werden, untersucht. In diesem zellulären System hat die Zellteilung einen steady

state erreicht und Deformylierungsaktivität wurde so in einem statischen System, unabhängig

von der Zellteilung untersucht. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der Großteil an

Deformylierung in weniger als 48 h durchläuft und nach dem Zeitpunkt, bei dem die Zellteilung

stillgelegt wurde, wurden stabile Level an 2 -F-fdC im Genom erreicht.

Autorenbeitrag

Bei dieser Studie war ich für die Entwicklung und Synthese der fluorierten Nukleosidderivate

zuständig, die in zellbiologischen Verfütterungsexperimeten eingesetzt wurden. Außerdem

war ich für die Planung der Experimente, Verdau der genomischen DNA und
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massenspektrometrische Analyse der Proben, sowie Auswertung der Ergebnisse zuständig.

Ewelina Kami ska hat zellbiologische Fütterungsexperimente durchgefürt und war an der

Analyse der massenspektrometrischen Daten beteiligt. Alle Experimente und erhaltene Daten

wurden in enger Zusammenarbeit mit Markus Müller und Thomas Carell geplant und diskutiert.

Lizenz

Kopie der Open Access Publikation auf Basis der Creative Commons Attribution-

NonCommercial License (CC BY-NC 4.0), die den nicht-kommerziellen Abdruck des Artikels

erlaubt.

Artikel einsehbar unter:

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.202107089

Lizenz einsehbar unter:

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Die Supporting Information dieser Veröffentlichung ist im Anhang (Kapitel 8.1) abgebidet.
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3.2 Intragenomic decarboxylation of 5-carboxycytidine

E. *, E. Korytiaková*, A. Reichl, M. Müller, T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed. 2021,

60, 23207 23211.

*: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen beigetragen.

Prolog

Es wurde in mehreren Studien gezeigt, dass die epigenetisch relevante Modifikation fdC auf

Oligonukleotidebene[133] als auch im Genom[135] zu dC deformyliert und dieser Prozess in einer

Vielzahl von Stammzellen sowie somatischen Zellen ausgeprägt ist.[177] Die Deformylierung

von fdC konnte in diesen Studien sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden. Für cadC

wurde eine ähnliche genomische Demodifizierung als Teil der aktiven Demethylierung, eine

Decarboxylierungssreaktion zu dC, postuliert. Diese Reaktivität wurde bisher nur in vitro[93, 133,

136-137] beobachtet, konnte aber nicht auf genomischer Ebene gezeigt werden. Im Rahmen

dieser Arbeit wurden -fluorierten dC Derivate in metabolischen Markierungsexperimenten

eingesetzt um die Decarboxylierung von cadC im Genom zu untersuchen. Als Testmoleküle

wurden 2 -fluorierte Nukleosidtriphosphate eingesetzt, die den Einbau des cadCs ins Genom

erleichtern sollten, da so enzymatische Phosphorylierungsschritte für den Einbau nicht

notwendig sind. Die 2 -fluorierten Nukleotide wurden zusammen mit einem von Zawada et

al.[178] entwickelten Cyclodextrin basierten Nukleotidtransporter an Zellkulturen verfüttert. Auf

dieser Weise ist es zum ersten Mal gelungen, ein cadC Derivat, 2 -F-cadC ins Genom

einzubauen und eine in vivo Decarboxylierungsstudie auf genomischer Ebene durchzuführen.

Es konnte gezeigt werden, dass cadC im Genom von Stamm- und somatischen Zellen zu dC

decarboxyliert und dass dieser direkter C-C-Bindungsbruch zusammen mit der Deformylierung

von fdC einen Teil der aktiven DNA-Demethylierung darstellen könnte.

Autorenbeitrag

Bei dieser Studie war ich für die Entwicklung und Synthese der fluorierten Nukleosidderivate

für Verfütterungsexperimenten und die Synthese der isotopenmarkierten Nukleoside, die als

massenspektrometrische Standards eingesetzt wurden, zuständig. Außerdem war ich für die

Entwicklung der massenspektrometrischen Methoden für die genomische DNA, für die

Planung der Experimente, Verdau der genomischen DNA und massenspektrometrische

Analyse der Proben, sowie Auswertung der Ergebnisse zuständig. Ewelina Kami ska hat

zellbiologische Fütterungsexperimente durchgefürt und war an der Analyse der
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massenspektrometrischen Daten beteiligt. Andreas Reichl hat in vitro Experimente

durchgeführt und war an der Synthese der Nukleosid Derivate beteiligt. Alle Experimente und

erhaltene Daten wurden in enger Zusammenarbeit mit Markus Müller und Thomas Carell

geplant und diskutiert.

Lizenz

Kopie der Open Access Publikation auf Basis der Creative Commons Attribution-

NonCommercial License (CC BY-NC 4.0), die den nicht-kommerziellen Abdruck des Artikels

erlaubt.

Artikel einsehbar unter:

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/anie.202109995

Lizenz einsehbar unter:

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Die Supporting Information dieser Veröffentlichung ist im Anhang (Kapitel 8.2) abgebildet.
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3.3 Analysis of an active deformylation mechanism of 5-formyl-
deoxycytidine (fdC) in stem cells

A. Schön*, E. *, F. Schelter*, E. Ponkkonen, E. Korytiaková, S. Schiffers, T. Carell,

Angew. Chem. Int. Ed. 2020 59, 5591-5594.

*: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen beigetragen.

Prolog

Durch die Entwicklung und Einsatz isotopenmarkierter und 2 -fluorierter Desoxycytidin

Derivate in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten konnte von Iwan et al.[135] gezeigt

werden, dass es im Genom von Stammzellen zu einer Deformylierung von fdC zu dC kommt.

Es wurde auch gezeigt, dass dieser Prozess in einer vielzahl an Zelltypen vorhanden ist.[177]

Für den mechanistischen Ablauf der Deformylierungsreaktion kann aus in vitro Studien

angenommen werden, dass eine derartige Demodifizierungsreaktion durch die Aktivität eines

Helfernukleophils abläuft. Die Studie von Schiesser et al.[93] zeigte, dass es in Anwesenheit

eines Schwefel Nukleophils wie Cystein und Aminosäuren mit basischen Seitenketten wie

Arginin oder Histidin zur Decarboxylierung von cadC zu dC auf Oligonukleotidebene kommt.

Für diese Reaktion wurde analog zur Wirkungsweise der DNA-Methyltransferasen, ein

nukleophiler Angriff des Schwefel Nukleophils an der C-6-Position der Cytosinbase postuliert.

Für die Deformylierungsreaktion wird analog die Beteiligung eines Helfernukleophils

angenommen. Im Rahmen dieser Studie wurde 6-Aza-fdC, ein fdC Analogon, synthetisiert, bei

dem es zu keinem nukleophilen Angriff an die C-6-Position der Nukleobase kommen kann.

6-Aza-fdC wurde zusammen mit 2 -F-fdC an Zellkulturen verfüttert und die Reaktivität dieser

Nukleoside im Genom untersucht und verglichen. Die Parallelverfütterung hat gezeigt, dass

2 -F-fdC in vivo zum großen Teil zu 2 -F-dC deformyliert. Bei 6-Aza-fdC konnte keine

Deformylierungsaktivität zu 6-Aza-dC beobachtet werden. Diese Studie zeigt in vivo, dass ein

nukleophiler Angriff an die 6-Position von fdC für einen C-C-Bindungsbruch in Form einer

Deformylierung notwendig ist.

Autorenbeitrag

In dieser Arbeit war ich für die Entwicklung und Durchführung der Synthese des 2 -F-fdC-

Derivats zuständig, welches für in vivo Fütterungsexperimente verwendet wurde. Alexander

Schön entwickelte die Synthesen von 6-Aza-dC-Derivaten und deren Derivatisierungs-

produkten. Die zellbiologischen Verfütterungsexperimente wurden von Ewelina Kami ska
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durchgeführt. Entwicklung der massenspektrometrischen Methoden für die Analyse der

genomischen DNA wurde von Florian Schelter und Sarah Schiffers durchgeführt. Eveliina

Ponkkonen führte Reaktivitätsstudien mit Oligonukleotiden durch.

Lizenz

Kopie der Open Access Publikation auf Basis der Creative Commons Attribution-

NonCommercial License (CC BY-NC 4.0), die den nicht-kommerziellen Abdruck des Artikels

erlaubt.

Artikel einsehbar unter:

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.202000414

Lizenz einsehbar unter:

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Die Supporting Information dieser Veröffentlichung ist einsehbar unter:
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3.4 Biomimetic iron complex achieves TET enzyme reactivity

D. Schmidl*, N. Jonasson*, E. Korytiaková*, T. Carell, L. Daumann, Angew. Chem. Int. Ed.

2021, 60, 21457-21463.

*: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen beigetragen

Prolog

Die aktive Demethylierung von dem wichtigsten epigenetischen Marker mdC verläuft entweder

über eine passive Demethylierung oder über eine schrittweise Oxidation von mdC zu hmdC,

fdC und cadC durch Tet Enzyme. Die oxidierten mdC Nukleobasen werden über die Tdg-

vermittelte Basenexzisionsreparatur oder eine direkte Defunktionalisierung mittels

Deformylierung von fdC und Decarboxylierung von cadC demodifiziert. Es wurde postuliert,

dass die Tet-vermittelte Oxidation von den methylierten Cytidinmodifikationen über einen

aktiven Eisen(IV)-Oxo Intermediat abläuft.[179] Jonasson et al.[180-182] haben auf der Ebene der

Methylcytosinbase gezeigt, dass der synthetische Eisen(IV)-Oxo Komplex
[FeIV(O)(Py5Me2H)]2+, (Fe-1) ein biomimetisches Modell für Tet-Enzyme darstellt und die

Reaktivität des aktiven Zentrums der Tet-Enzyme modelliert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

in einer Reihe von HPLC- und MS-Experimenten gezeigt, dass bei der Oxidation von

Nukleosiden und kurzen mdC haltigen Oligonukleotiden mit Fe-1 die natürliche Reaktivität der

Tet-Enzyme erreicht werden konnte. Der Modellkomplex oxidiert im Kontext eines mdC

enthaltenden Oligonukleotids die 5-Methylgruppe von mdC mit extrem hoher Selektivität. Es

wurde eine detaillierte Reaktivitätsstudie mit methylierten Cytidinderivaten und

Oligonukleotiden durchgeführt um die möglichen Nebenreaktionen beim Einsatz von Fe-1 zu

untersuchen. Als einzige relevante Nebenreaktion wurde die Oxidation des anomeren

Zentrums des Nukleosids indentifiziert. Jedoch verlief die Oxidation der C-5-Methylgruppe des

mdC mit Fe-1 sehr selektiv und Fe-1 konnte dadurch als ein idealer biomimetischer

Modellkomplex für Tet-Enzyme auf Nukleosid und Oligonukleotidebene gezeigt werden.

Autorenbeitrag

In dieser Arbeit war ich für den Verdau der Oligonukleotide, die ensprechende

massenspektrometrische Analyse (mittels UHPLC-MS/MS, Orbitrap LC-MS und MALDI) der

untersuchten Proben und die Datenauswertung zuständig. David Schmidl führte die Synthese

der Nukleoside, die Eisen-Oxidationsexperimente auf Nukleosidebene sowie die
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ensprechende HPLC Analyse durch. Niko Jonasson war für die Synthese des Eisenkomplexes

sowie die Eisenoxidationsassays mit den Oligonukleotiden und deren Probenaufbereitung

zuständig. Alle Experimente und erhaltene Daten wurden in enger Zusammenarbeit mit David

Schmidl, Niko Jonasson, Lena Daumann und Thomas Carell geplant und diskutiert.

Lizenz

Kopie der Open Access Publikation auf Basis der Creative Commons Attribution-

NonCommercial License (CC BY-NC 4.0), die den nicht-kommerziellen Abdruck des Artikels

erlaubt.

Artikel einsehbar unter:

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/anie.202107277

Lizenz einsehbar unter:

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Die Supporting Information dieser Veröffentlichung ist im Anhang (Kapitel 8.3) abgebidet.
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3.5 Active turnover of genomic methylcytosine in pluripotent cells

F. Spada, S. Schiffers, A. Kirchner, Y.-Q. Zhang, G. Arista, O. Kosmatchev, E. Korytiaková, R.

Rahimoff, C. Ebert, T. Carell, Nat. Chem. Biol. 2020,16, 1411 1419.

Prolog

Die Potenz einer Zelle wird durch die Dynamik der epigenetischen Prozesse bestimmt und

reguliert. Es ist jedoch unklar, zu welchem Anteil die DNA-Methylierung und Demethylierung

zu diesem regulatorischen Prozess beitragen. Die Demethylierung der DNA läuft passiv, durch

DNA-Synthese, und aktiv, durch Tet abhängige Oxidationsprozesse, ab. Da eine Vielzahl an

Prozessen zur Entfernung der Methylierung führen kann, ist die dynamische Demethylierung

ein komplexer Prozess. Die Tet-oxidationsabhängige Demethylierung verläuft über Tdg-

vermittelte Basenexzisionsreparatur und/oder einen direkten C-C-Bindungsbruch der

oxidierten mdC Modifikationen. Welche Art an Demethylierung in welchen Anteilen zur

epigenetischen Regulierung beiträgt ist bisher jedoch eine unbeantwortete Fragestellung. Im

Rahmen dieser Arbeit wurden metabolische Markierungsexperimente in einer Reihe von

pluripotenten Zelltypen der Maus mit stabilen Isotopen durchgeführt. Mit Hilfe von

Massenspektrometrie wurden Quantifizierungsstudien von mdC und dessen

Oxidationsprodukte hmdC, fdC und cadC auf globaler Ebene in den untersuchten Zellen

durchgeführt. Die globalen Level von mdC und dessen Tet Oxidationsprodukte wurden in

unterschiedlichen Stadien der Zellpluripotenz quantifiziert und verglichen. Es konnte gezeigt

werden, dass bei pluripotenten Zellen nach dem priming 3-6% des genomischen mdC nach

der Oxidation zu hmdC, fdC und cadC aus dem Genom entfernt wurde. Außerdem konnte eine

oxidationsunabhängige mdC Demethylierung beobachtet werden, die mit DNA-

Reparaturprozessen zusammenhängt. Ein kleinerer Teil des genomischen mdC wurde durch

die Spaltung der Phosphodiester Bindung in das löslichen Nukleosid Pool freigesetzt und hier

zu dT deaminiert. Im Anschluss wurde dT ins Genom wieder eingebaut. Diese Studie zeigt,

dass in pluripotenten Zellen sowohl die Tet-oxidationsabhängigen als auch die

oxidationsunabhängigen Prozesse für die dynamische DNA Demethylierung eine Rolle

spielen.

Autorenbeitrag

Für diese Arbeit habe ich isotopenmarkierte Nukleosidderivate, die als interne Standards für

massenspektrometrische Quantifizierung von Nukleosid Metaboliten in genomischer DNA

eingesetzt wurden, synthetisiert. Der Hauptteil der Arbeit dieser Studie wurde von Fabio Spada
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durchgeführt. Sarah Schiffers hat massenspektrometrische Methoden für die DNA und

Nukleosid Pool Analyse entwicklet und die DNA-Proben verdaut und mittels

Massenspektrometrie analysiert.
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3.6 1H NMR chemical exchange techniques reveal local and global
effects of oxidized cytosine derivatives

R. C. A. Dubini, E. Korytiaková, T. Schinkel, P. Heinrichs, T. Carell, P. Rovó, ACS Phys. Chem

Au 2022, https://doi.org/10.1021/acsphyschemau.1c00050

Prolog

5-Carboxy-2 -desoxycytidin ist eine relativ selten vorkommende epigenetisch relevante

Modifikation die in genomischer DNA auftritt und eine bisher nicht vollständig aufgeklärte

Funktion im Genom einnimmt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob das

Vorhandensein der Carboxylfunktionalität im genomischen Kontext einen Einfluss auf die

Struktur der doppelstrangigen DNA ausübt. Hierzu wurde ein synthetisches cadC-

enthaltendes palindromisches Oligonukleotid als Modellsystem über Festphasensynthese

hergestellt. Um den Einfluss der Modifikation auf die physikalischen Eigenschaften von

doppelsträngiger DNA zu untersuchen, wurde das aus 12 Nukleobasen bestehende

Oligonukleotid mittels 1H-NMR Spektroskopie analysiert. Hierbei wurde die Dynamik des

Systems auf atomarer Ebene bei unterschiedlichen Temperaturen und pH-Werten untersucht.

Die spektroskopischen Daten zeigten keinen Effekt der Modifikation auf die B-DNA Struktur

des Doppelstrangs, jedoch konnte eine eindeutige Destabilisierung des Doppelstrangs bei

niedrigeren pH-Werten (pH 5.8 und pH 4.7) nachgewiesen werden.

Autorenbeitrag

In dieser Arbeit war ich für die Synthese des cadC Phosphoramidits und dessen Einbau in das

zu untersuchende Oligonukleotid zuständig. Nach der Darstellung des Oligonukleotids per

Festphasensynthese habe ich die anschließenden Entschützungen und Aufreinigungen

durchgeführt. Außerdem wurde das Schmelzverhalten des Oligonukleotids per UV/Vis-

Messungen von mir durchgeführt. Romeo Dubini führte die NMR-spektroskopischen

Messungen des Oligonukleotids bei verschiedenen pH-Werten, sowie die Auswertung der

erhaltenen Daten durch.
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3.7 Synthesis and Structure Elucidation of the Human tRNA
Nucleoside Mannosyl-Queuosine

M. Hillmeier, M. Wagner, T. Ensfelder, E. Korytiaková, P. Thumbs, M. Müller, T. Carell, Nat.

Commun. 2021, 12, 7123.

Prolog

In RNA exisitiert neben den vier kanonischen Basen, C, G, A und U eine Vielzahl weiterer

chemisch modifizierter Nukleoside. Diese posttranskriptionel eingeführten Modifikationen

geraten immer mehr in das Interesse der Forschung, insbesondere da ein Fehlen vieler dieser

Modifikationen zunehmend in Zusammenhang mit unterschiedlichen Erkrankungen gebracht

werden kann. Von den verschiedenen in der Zelle auftretenden RNA Spezies ist tRNA eine

der am stärksten modifizierten RNAs. tRNA oder transfer-RNA ist im Rahmen der

Proteinbiosynthese für die korrekte Codon Erkennung und den Einbau der zugehörigen

Aminosäure in das entstehende Protein erforderlich. Hierzu sind auch Modifikationen vor allem

im Anticodon Bereich erforderlich. Queuosin ist eine hypermodifizierte RNA Base, welche an

Position 34 und damit im Anitcodon von tRNA-Aps, -His, Asn- und Tyr in verschiedensten

eukaryotischen und prokaryotischen Spezies, einschließlich des Menschen, vorliegt.

Zusätzlich zu Queuosin selbst, exisieren zwei weitere Hexose-modifizierte Derivate,

Mannosyl- und Galactosyl-Queuosin. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die bisher bekannte

Struktur von Mannosyl-Queuosin überprüft.[157] Hierzu wurden verschiedene mögliche Regio-

und Stereosiomere des Mannosyl-Queuosins totalsynthetisch dargestellt und anschließend

mittels UHPLC-MS/MS Koinjektionsexperimenten mit dem natürlich vorkommenden Nukleosid

verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die bisher korrekte Struktur von Mannosyl-

Queuosin eine -Allyl Konnektivität aufweist. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zur bisher

angenommenen Struktur und widerlegt diese eindeutig. Die in dieser Studie aufgelöste

Struktur von Mannosyl-Queuosin stellen einen wichtigen Meilenstein zur weiteren Erforschung

der Funktion dieser hypermodifizierten Nukleoside dar.

Autorenbeitrag

In dieser Arbeit war ich für die Entwicklung der massenspektrometrischen Methoden mittels

UHPLC-MS/MS für Mannosyl-Queuosin-Derivate sowie die Durchführung der Koinjektions-

experimente der verdauten RNA und der synthetisierten Standards zuständig. Der Haupteil

der Arbeit dieser Studie, die Entwicklung und Durchführung der Synthese der Mannosyl-

Queuosin-Derivate erfolgte durch Markus Hillmeier. Mirko Wagner hat massen-
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spektrometrische LC-MS Koinjektionsexperimente durchgeführt. Timm Ensfelder hat

zellbiologische Verfütterungsexperimente durchgeführt. Peter Thumbs hat die Synthese von

Galactosyl-Queuosin entwickelt.
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4 UNVERÖFFENTLICHTE ARBEITEN

4.1 Untersuchug der intragenomischen Deformylierung mithilfe
eines isotopenmarkierten Derivats von 5-Formyldesoxycytidin

Anhand von 2 -fluorierten und isotopenmarkierten Nukleosidderivaten konnte erfolgreich

gezeigt werden, dass fdC im genomischen Kontext durch eine Deformylierungsreaktion zu dC

demodifiziert werden kann. Dies könnte somit einen Teil der aktiven Demethylierung von

genomischem mdC darstellen.[135] Es ist bekannt, dass die Deformylierung von fdC in einer

Vielzahl von verschiedenen Zellsystemen auftritt, dabei jedoch unterschiedlich stark

ausgeprägt ist.[177] Zur weiteren Untersuchung dieses Prozesses war insbesondere von

Interesse, zu welchem Anteil die Deformylierung von fdC im Vergleich zur BER zu der aktiven

Demethylierung von mdC beiträgt. Zu diesem Zweck wurde ein isotopenmarkiertes fdC Derivat

entwickelt und in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten eingesetzt. Es ist bekannt, dass

die 2 -fluorierten Formyldesoxycytidin Derivate nach dem Einbau ins Genom nicht im Rahmen

von BER ausgeschnitten und durch natürliches dC ersetzt werden können.[183-184] Das nach

dem Spalten der glykosidischen Bindung an der Ribose gebildete Oxonium-Ion ist im Falle der

fluorierten Derivate so stark destabilisiert, dass die fluorierten Derivate im Genom nicht im

Rahmen der BER von Tdg prozessiert werden.[183] Dies bietet den Vorteil, dass man in

Verfütterungsstudien dieser Moleküle den direkten Demethylierungsweg durch eine

Deformylierung/Decarboxylierung isoliert untersuchen kann. Im Falle des in diesem Kapitel
verwendeten isotopenmarkierten 13C5-15N2-fdC (1) Testmoleküls kann nach dem Einbau ins

Genom eine komplexere Fragestellung untersucht werden. Die isotopenmarkierten fdC-

Derivate unterscheiden sich in deren chemischen Verhalten nicht signifikant von den natürlich

vorkommenden dC-Derivaten. Deswegen ist zu erwarten, dass sie analog zum natürlich

vorkommenden fdC und cadC von Tdg erkannt und prozessiert werden. Gleichzeitig können

sie jedoch durch eine direkte Deformylierung defunktionalisiert werden. Mit der folgenden

Studie sollte untersucht werden, zu welchem Anteil das isotopenmarkierte fdC im Genom

deformyliert und wie stark die Deformylierung von fdC in unterschiedlichen Zellsystemen

ausgeprägt ist und vom Zelltyp abhängig ist. Im folgenden Kapitel wird die Synthese des

isotopenmarkierten Testmoleküls 13C5-15N2-fdC (1) sowie die Ergebnisse der zellbiologischen

Verfütterungsdaten von 1 beschrieben.

Die möglichen Metabolismuswege von 1 nach dem Einbau ins Genom sind in Abbildung 4.1
dargestellt. Die mögliche aktive Demethylierung mittels BER ist mittels der roten Pfeile

hervorgehoben. Hierbei wird unter Beteiligung von Tdg die glykosidische Bindung des
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Nukleosids gespalten, wobei eine abasische Stelle entsteht. Diese kann im Anschluss weiter

prozessiert und durch das kanonische dC ersetzt werden. Die aktive Demethylierung des

Testmoleküls 1 mittels direkter Deformylierung zu 13C5-15N2-dC (2) ist durch blaue Pfeile

markiert.

Abbildung 4.1: A: Das Testmolekül 1 wird in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten eingesetzt. Nach Einbau
ins Genom wird anschließend dessen genomischer Metabolismus untersucht. B: Es werden die
möglichen Prozessierungswege des verfütterten Testmoleküls 1 dargestellt. Nach dem Einbau ins
Genom kann das isotopenmarkierte fdC auf unterschiedlichen Arten weiter prozessiert werden.
Einerseits kann es von Tdg erkannt und als Teil der BER nach dem Abspalten der Nukleobase
durch ein Desoxycytidin ersetzt werden (dargestellt in rot). Als Teil der aktiven Demethylierung
durch eine C-C-Bindungsspaltung kann es direkt zu isotopenmarkierten dC deformylieren und/oder
weiter durch Tet-Enzyme zu isotopenmarkiertem cadC oxidiert und im Anschluss decarboxyliert
werden (dargestellt in blau).
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4.1.1 Synthese von isotopen-markierten Formylcytidin Testmolekülen

Wie in Schema 4.1 dargestellt, wurde ausgehend von kommerziell erhältlicher 13C6-markierter

Glukose in sechs literaturbekannten Schritten das Benzoyl-Acetyl geschützte Ribosederivat 3
hergestellt.[185] Die Acetyl- und Benzoyl-geschützte Ribose 3 stellte ein ideales

Vorläufermolekül für die darauffolgende stereoselektive Vorbrüggen-Nukleosidierung mit 15N2-

Uracil dar. Die nachbargruppeneffekt-gesteuerte Nukleosidierung lieferte ausschließlich das
gewünschte siebenfach-isotopenmarkierte -Uridin 4. Im nächsten Schritt wurden die Ester-

Schutzgruppen unter basischen Bedingungen mithilfe von Methylamin gespalten und die 3 ,5 -
Hydroxygruppen selektiv mit einer Siloxan-Schutzgruppe versehen (5). Die 2 -Hydroxygruppe

wurde in ein Thionoformiat umgesetzt und in einer Barton-McCombie Desoxygenierung
entfernt. So konnte das silyl-geschützte Desoxyuridin 6 erhalten werden.

Schema 4.1: Syntheseschema des siebenfach isotopenmarkierten 3 ,5 -Siloxan-geschützen Desoxyuridin 6
ausgehend von kommerziell erhältlicher 13C6-Glukose.

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben war es für die anschließenden zellbiologischen

Verfütterungsexperimente zur Untersuchung des komplexen genomischen Prozesses der

Deformylierung von fdC essenziell, dass das Probemolekül die höchstmögliche Reinheit

aufwies. Insbesondere kleinste Spuren von isotopenmarkiertem dC als Teil einer

Verunreinigung im Fütterungsmaterial mussten ausgeschlossen werden, da es ansonsten zum

bevorzugten Einbau von dC kommen könnte. Dies würde jegliche Aussagen über eine

genomische Deformylierung verfälschen. Aus diesem Grund wurde eine neuartige, 13C5-15N2-
dC freie Synthese von 13C5-15N2-fdC (1) entwickelt. Bei der Syntheseroute ist es essenziell,

dass 13C5-15N2-dC in keinem Syntheseschritt vorkommt oder als Nebenprodukt entstehen
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kann. Bei dem im oberen Teil vom Schema 4.2 dargestellten Syntheseweg, der von René

Rahimoff entwickelt wurde[135], ist es möglich, dass in der Formylierungsreaktion von 7 zu 8
13C5-15N2-dC als Nebenprodukt entsteht. In dieser Synthesestrategie (Schema 4.2 oberer Teil)

wird das geschützte Desoxyuridin 6 in einer C4-Aminierungsreaktion in das analoge dC-

Derivat umgewandelt und im nächsten Schritt an der Base mit Iod zu 8 funktionalisiert. Im

Anschluss wird die Schlüsselreaktion, eine Formylierung vom Stille-Typ, durchgeführt, bei der

das unerwünschte dehalogenierte Nebenprodukt 13C5-15N2-dC (2) entstehen kann.

Schema 4.2: Gegenüberstellung zweier verschiedener Synthesestrategien zur Darstellung des Testmoleküls 1
ausgehend von geschütztem Desoxyuridin-Derivat 6. Der obere Syntheseweg verläuft über das dC-
Derivat 7, das in einer Stille-artigen Formylierung in 8 umgewandelt wird. Im unteren Teil ist die
neuartige Synthesestrategie gezeigt, die frei von 13C5-15N2-dC verläuft, um mögliche
Kontaminationen auszuschließen.

Die Dehalogenierungsreaktion ist eine gängige Nebenreaktion der Stille-artigen Formylierung

und ist mechanistisch in Schema 4.3 dargestellt. Im bevorzugten und erwünschten

Hauptkatalysezyklus erfolgt eine oxidative Addition von iodiertem Nukleosid 7 an das Pd(0) zu

B. Anschließend kommt es zur Koordination von CO an C und es findet eine Insertion von CO

in die Pd-C5-Nukleosid Bindung zu D statt. Eine Transmetallierung des Hydrid-Ions von

HSnBu3 auf Pd führt zu Spezies E, welche im Anschluß eine reduktive Eliminierung durchläuft

und somit das formylierte Nukleosid 8 liefert. Der Palladium-Katalysator wird schließlich

regeneriert zu A. Neben diesem Hauptkatalysezyklus kann ein Transmetallierungsschritt des

HSnBu3 direkt ausgehend von der Spezeis B stattfinden. Dies tritt vor allem dann auf, wenn

die Insertion von CO in die Pd-Nukleosidbindung nicht schnell stattfindet. In diesem
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unerwünschten Schritt wird Spezies F gebildet, die nach einer reduktiven Eliminierung das

dehalogenierte Desoxycytidin-Derivat 2 als Nebenprodukt dieser Reaktion liefert.

Schema 4.3: Katalysezyklus der carbonylativen Stille Reaktion von 7 zu 8, bei der es zur Bildung von
unerwünschtem Nebenprodukt 2 kommen kann. Unter den hier verwendete Bedingungen ist L =
PPh3.

Um das Vorkommen von 13C5-15N2-dC (2) in der Syntheseroute absolut auszuschließen, habe

ich eine alternative 13C5-15N2-dC-freie Syntheseroute entwickelt (Schema 4.4), in dem alle

Zwischenstufen der Synthese aus dem 15N2-13C5-Desoxyuridin Analogon verlaufen. Diese

Syntheseroute, bei der das 13C5-15N2-Desoxyuridin im letzten Schritt zum 13C5-15N2-

Desoxycytidin Derivat 12 umgewandelt wird, ist im unteren Teil vom Schema 4.2 dargestellt.

Bei der neuen Synthesestrategie wird das silyl-geschützte Uridin 6 direkt an C-5 mit Iod

funktionalisiert (9) und im Anschluss mit CO formyliert zu 10. Der entsprechende Aldehyd wird

in Form eines Acetals geschützt (11) und im nächsten Schritt wird durch eine Aminierung an

C-4 das funktionalisierte Desoxyuridin-Derivat 11 in das analoge Desoxycytidin 12
umgewandelt. Durch eine anschließende Abspaltung der Schutzgruppen kann so in einem dC-

freien Syntheseweg das isotopenmarkierte 13C5-15N2-fdC (1) erhalten werden.
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In der 15N2-13C5-dC freien Synthese wurde das silyl-geschützte Desoxyuridin 6 regioselektiv

mit molekularem Iod und Ammonium-Cer(IV) Nitrat an der C-5 Position der Nukleobase

funktionalisiert (9) und so der ideale Vorläufer für eine Pd-katalysierte C-C-Kupplung

dargestellt. Anschließend wurde das Nukleosid unter CO-Atmosphäre in einer Stille-artigen

Kreuzkupplung formyliert und im Anschluss der Aldehyd als Acetal geschützt (11). Eine

Aminierung mit Triisopropylsulfonylchlorid und anschließender Behandlung mit wässrigem

Ammoniak führte zum Desoxycytidin Derivat 12. Saure Abspaltung der Acetal-Schutzgruppe

und Spaltung der Silylschutzgruppen mit HF Pyridin führte nach HPLC-Aufreinigung in guten

Ausbeuten und exzellenter Reinheit zum siebenfach isotopenmarkierten fdC Derivat 13C5-15N2-

fdC (1). Der Syntheseweg ist in Schema 4.4 dargestellt.

Schema 4.4: Syntheseschema des siebenfach isotopenmarkierten Testmoleküls 13C5-15N2-fdC (1) ausgehend von
silylgeschütztem Desoxyuridin 6.

4.1.2 Zellbiologische Daten des verfütterten Testmoleküls

Nachdem das im vorherigen Kapitel beschriebene Testmolekül 13C5-15N2-fdC (1) erfolgreich

über eine 13C5-15N2-dC-freie Synthese dargestellt wurde und eine exzellente Reinheit aufwies,

wurde es (von Angie Kirchner und ) in zellbiologischen
Verfütterungsexperimenten verwendet. In Anwesenheit des Testmoleküls 1 wurden

Zellkulturen von embryonalen Stammzellen von Mäusen sowie unterschiedliche somatische

und Krebszellarten für 72 h kultiviert. Dieser experimentelle Zeitrahmen war ausreichend,

damit das Testmolekül ins entsprechende Genom eingebaut werden konnte sowie weitere

metabolische Prozesse durchlaufen konnte. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet, deren

DNA isoliert und mittels einer enzymatischen Verdaumethode in die einzelnen Nukleoside
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aufgespalten. Das resultierende Nukleosidgemisch wurde mit isotopenmarkierten internen

Standards versetzt und anschließend mittels UHPLC-MS/MS analysiert. Mit diesen

Experimenten sollte die Einbaueffizienz von 1 ins Genom untersucht werden, sowie die Frage

beantwortet werden, wie stark die genomische Deformylierung von 13C5-15N2-fdC (1) zu 13C5-
15N2-dC (2) ausgeprägt ist. Abbildung 4.2 zeigt schematisch einen Teil der verschiedenen

untersuchten biologischen Prozesse, die bei diesem Experiment analysiert werden.

Abbildung 4.2: Darstellung der biologischen Prozesse, welche das siebenfach isotopenmarkierteTestmolekül 13C5-
15N2-fdC (1) im experimentellen Rahmen durchläuft. Nach der zellbiologischen Verfütterung wurde
das Testmolekül von den Zellen ins Genom eingebaut. Nach anschließender genomischer
Deformylierung wird so isotopenmarkiertes 13C5-15N2-dC (2) gebildet.

Basierend auf früheren Studien mit den 2 -fluorierten dC Derivaten[135, 177], wurde als erstes

zellbiologisches System die mausembryonale Stammzelllinie K3 verwendet. Die aus dem

oben beschriebenen experimentellen Setup resultierenden massenspektrometrischen Daten

zeigen, wie in Abbildung 4.3 dargestellt, dass das isotopenmarkierte Testmolekül 13C5-15N2-

fdC (1) in absoluten Mengen von 5.3x10-4/dN im Genom der Zellen zu finden ist. Dies

entspricht einer Einbaueffizienz von etwa 20%, was bedeutet, dass rund 20% des

genomischen fdC als markiertes 13C5-15N2-fdC (1) vorliegt. Interessanterweise konnte man in

diesem Fall keine Deformylierung von 13C5-15N2-fdC zu 13C5-15N2-dC oder eine anschließende

Remethylierung von 13C5-15N2-dC zu 13C5-15N2-mdC auf genomischer Ebene beobachten
(Abbildung 4.3). Die Level dieser Modifikationen lagen in diesem Experiment unter dem

Detektionslimit der Messmethode (< LOD). Diese Beobachtung zeigt, dass das
isotopenmarkierte Testmolekül 1 im löslichen Nukleosidpool von Kinasen phosphoryliert wird

und das entsprechende Nukleotid von Polymerasen erfolgreich ins Genom eingebaut wird.

Eine genomische Deformylierung konnte in diesem Fall jedoch nicht beobachtet werden. Dies

könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Rate der genomischen Deformylierung von fdC

stark von der Art und Herkunft des Zellsystems abhängt, wie in Kapitel 3.1 beschrieben wurde.

Möglicherweise ist in diesem Fall keine Deformylierung zu beobachten, da dieser Prozess in

der K3 Zelllinie nicht sehr stark ausgeprägt ist und somit die Level an13C5-15N2-dC unterhalb
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des Detektionslimits liegen. Weitherhin ist es möglich, dass das ins Genom eingebaute 13C5-
15N2-fdC entweder stabile Level im Genom erreicht oder an anderen genomischen Prozessen

wie BER beteiligt ist.

Abbildung 4.3: Darstellung der experimentellen Level der verschiedenen isotopenmarkierten dC-Derivaten im
Genom nach zellbiologischer Verfütterung von 13C5-15N2-fdC (1) an die mESC K3 Zelllinie (LOD =
limit of detection; Detektionslimit der Messmethode; < LOD = unter dem Detektionslimit).

Im Gegensatz zu 2 -fluoriertem fdC, das im Genom der K3 mESCs zum erheblichen Teil in

einer Deformylierungsreaktion zu 2 -F-dC umgesetzt wird[135, 177], kann das isotopenmarkierte

fdC, dass dem natürlich vorkommenden fdC chemisch (bezogen auf Reaktivität) identisch ist,

weiteren genomischen Prozessen unterliegen. Das eingebaute isotopenmarkierte Testmolekül

1 kann analog zum natürlich vorkommenden genomischen fdC von Tdg erkannt und durch die

Basenexzisionsreparatur-Maschinerie aus dem Genom entfernt werden. Wie Abbildung 4.4
zeigt, kann neben der Deformylierung von 13C5-15N2-fdC durch einen direkten C-C-

Bindungsbruch ein Bruch der glykosidischen Bindung durch Tdg erfolgen. Dies führt zur

Bildung einer abasischen Stelle, welche im Folgenden über eine -Eliminierung zu einer

aufgebrochenen DNA führen kann oder durch ein unmodifiziertes kanonisches dC ersetzt

werden kann und somit nicht direkt detektierbar ist. In einer früheren Studie wurde jedoch

gezeigt, dass die Anwesenheit von fdC und cadC zu keiner Akkumulation von schädlichen

Strangbrüchen führt.[123] Beide Prozesse, sowohl die direkte DNA-Demethylierung als auch die

Basenexzisionsreparatur, können gleichzeitig stattfinden. Deren Verhältnisse sind jedoch

stark von der untersuchten Zellart abhängig. Deshalb wurden in einer Reihe von Experimenten

zum einen unterschiedlichen Zelltypen miteinander verglichen und zum anderen verschiedene
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spezielle Zelllinien untersucht, bei denen die Aktivität bestimmter Enzyme, welche einen

Einfluss auf diese Prozesse aufweisen, ausgeschaltet wurde (Knockout Zelllinien).

Abbildung 4.4: Zwei mögliche Demethylierungswege von 13C5-15N2-fdC. Das ins Genom eingebaute
isotopenmarkierte fdC kann über einen direkten C-C-Bindungsbruch defunktionalisiert und zum
isotopenmarkierten dC umgewandelt werden (oberer Teil  Direkte DNA-Demethylierung).
Gleichzeitig wird das isotopenmarkierte fdC von Tdg erkannt und kann durch eine Spaltung der
glykosidischen Bindung zu einer abasischen Stelle, bis hin zu einer aufgebrochenen DNA
führen (unterer Teil  Basenexzisionsreparatur).

Um zu untersuchen, in welchem Rahmen die Tdg-Aktivität Einfluss auf den Einbau und die

Deformylierung von fdC ausübt, wurde das Verfütterungsexperiment in einer Tdg-Knockout

Zelllinie durchgeführt. Abbildung 4.5 stellt die quantitativen Daten nach der Verfütterung von

1 an Wildtyp-Zellen (wt) im Vergleich zu Tdg-KO Zellen dar. Wie erwartet, ist bei der absoluten,

ins Genom eingebauten Menge an 13C5-15N2-fdC (1) eine deutliche Erhöhung von 65% in Tdg-

KO-Zellen im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten. Interessanterweise ist bei den ermittelten

Mengen an 13C5-15N2-dC, welches aus der Deformylierungsreaktion von isotopenmarkiertem

fdC entsteht keine Veränderung zu sehen. Sowohl im Wildtyp, als auch in Tdg-Knockout-

Zellen wurde kein 13C5-15N2-dC (2) detektiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die nicht

detektierbare und damit sehr niedrige Deformylierungsaktivität der K3 mESCs bei der

Verfütterung von 1 unabhängig von der Aktivität von Tdg ist und von anderen Faktoren

abhängt. Bei der Untersuchung des Genoms nach den Verfütterungsexperimenten wurde ein
weiteres isotopenmarkiertes Nukleosid detektiert. Wie aus der Abbildung 4.5 zu entnehmen
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ist, wurde im Genom der K3 Wildtyp- als auch in den Tdg-KO-Zellen 13C5-15N2-fdU (13) in

absoluten Mengen von 1.5  1.7 x10-5/dN detektiert. Im Vergleich von Wildtyp mit Tdg-KO-

Zellen wiesen die Tdg-KO-Zellen 10% mehr an 13C5-15N2-fdU (13) im Vergleich zum Wildtyp

auf. Es wird vermutet, dass 13C5-15N2-fdU (13) im löslichen Nukelosidpool der Zellen mithilfe

von Desaminasen aus 13C5-15N2-fdC (1) durch eine Desaminierungsraktion gebildet wird. Diese

Desoxyuridin-Modifikation kann anschließend ins Genom eingebaut werden.[186] Es ist

bekannt, das Thymidin und Thymidilat Kinasen Uridin-Modifikationen phosphorylieren können,

die dann im Anschluss ins Genom eingebaut werden.[187] Die relativ hohen Menge an dieser

möglicherweise toxischen dU-Modifikation könnte eine mögliche Erklärung für die nicht

messbare Deformylierungsaktivität in diesen Zellsystemen darstellen. Um die genomische

Deformylierung von fdC genauer zu untersuchen, wurden für weitere Experimente weitere

Zelltypen, die sich in ihrer Zellteilungsrate und Herkunft unterscheiden, getestet.

Abbildung 4.5: Absolute Level von unterschiedlichen isotopenmarkierten Nukelosiden detektiert im Genom von
K3 Wildtyp- und K3 Tdg-Knockout Zellen nach Verfütterung von 1.

Hierzu wurde 13C5-15N2-fdC (1) im Zellmedium unterschiedlicher Zelltypen für 72 h inkubiert.

Bei den hier verwendeten Zelllinien handelt es sich um mausembryonale Stammzellen,

mESC J1, mESC K3 und mESC E14 Zellen, somatische Zellen (CHO-K1), sowie Krebszellen,

die aus humanen Darmkrebszellen erhalten wurden (HCT-116). Aus früheren Studien (Kapitel

3.1) ist bekannt, dass es im Falle von 2 -fluorierten Testmolekülen nach deren zellbiologischer

Verfütterung zu erheblichen Unterschieden in der Deformylierungsrate in unterschiedlichen
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Zellsystemen kommt. Deshalb sollte in diesem Zusammenhang die Deformylierung in

möglichst vielen unterschiedlichen Zelltypen untersucht werden. Nach der Verfütterung von 1
wurde die Menge des eingebauten 13C5-15N2-fdC (1) sowie des Deformylierungsproduktes
13C5-15N2-dC (2) in der genomischen DNA der Zellen quantifiziert. Wie aus den Daten in

Abbildung 4.6 ersichtlich ist, gibt es abhängig vom Zelltyp große Unterschiede in der Menge

von isotopenmarkierten dC-Derivaten, die sich im Genom befinden. Die mESC K3 Zellen

wiesen die höchsten Mengen an 13C5-15N2-fdC/dN auf, während in der HCT-116 Zelllinie die

niedrigsten Werte beobachtet wurden. Interessant ist, dass in den K3 Zellen hauptsächlich
13C5-15N2-fdC/dN zu finden war und nur eine vergleisweise geringe Desaminierungsaktivität zu
13C5-15N2-fdU detektiert wurde. Im Allgemeinen wurde in dieser Zelllinie eine eher geringe

Einbaurate isotopenmarkierter Nukleoside ins Genom beobachtet. Im Kontrast dazu wies die

mausembryonale Stammzelllinie J1 eine viel höhere Einbaurate an isotopenmarkierten

Nukleosiden auf, wobei jedoch auch eine hohe Desaminierungsaktivität zu beobachten war,

was die hohe Einbaurate von 13C5-15N2-fdU ins Genom belegt. Gleichzeitig konnte allerdings
in der J1-Zelllinie eine eindeutige genomische Deformylierung von 13C5-15N2-fdC (1) zu 13C5-
15N2-dC (2) gezeigt werden, da quantifizierbare Mengen von 6.5x10-5/dN an 13C5-15N2-dC (2)

im Genom detektiert wurden. Ein vergleichbares Bild zeigt die Verfütterung von 13C5-15N2-fdC
(1) an die E14 Zellen, bei denen eine ähnliche Einbaueffizienz sowie Deformylierungsrate zu

beobachten war. Auch hier wurden relativ hohe Mengen von 1.0x10-3/dN an 13C5-15N2-fdU im

Genom detektiert. Interessanterweise zeigten die untersuchten somatischen Zellen, CHO-K1

sowie die Krebszelllinie HCT-116, basierend auf den detektierten Menge von

isotopenmarkierten dC-Derivaten ein stark unterschiedliches Verhalten auf. Das verfütterte

Testmolekül 1 wurde im Genom detektiert, jedoch konnte keine oder nur eine sehr geringe

Deformylierungsaktivität beobachtet werden. Die Level an 13C5-15N2-fdU (13) im Genom

betrugen zwischen 1.3  1.4x10-4/dN und wiesen somit eine sehr viel niedrigere

Desaminierungsaktivität im Vergleich zu den hier untersuchten mESCs auf. Aus diesen Daten

ist klar ersichtlich, dass sich die Prozessierung von epigenetisch relevantem fdC im Genom

durch eine Deformylierungsreaktion je nach Zelltyp aufgrund deren spezifischen

Eigenschaften stark unterscheidet. Dies deutet darauf hin, dass die Deformylierungsreaktion

ein regulierter Prozess ist, welcher in Abhängigkeit von dem Zustand des untersuchten

biologischen Systems stark variiert.



4 Unveröffentlichte Arbeiten

112

Abbildung 4.6: Absolute Level von unterschiedlichen isotopenmarkierten Nukelosiden detektiert im Genom von
unterschiedlichen Zellarten nach Verfütterung von 1. Es wurden folgende Zelltypen untersucht:
CHO-K1, HCT-116, mESC E14, mESC J1, mESC K3.

Zur Ermittlung der idealen Bedingungen zur Untersuchung der Deformylierungsreaktion sowie

der maximalen Einbaueffizienz, wurde das Testmolekül 1 in unterschiedlichen

Konzentrationen im Bereich von 0.5 M bis 100 M in Verfütterungsexperimenten eingesetzt.

Hierzu wurde 1 dem Zellmedium der E14 Zellen zugesetzt und anschließend für 72 h inkubiert.

Im Folgenden wurde analog zu den vorherigen Experimenten die genomische DNA isoliert und
mittels massenspektrometrischer Methoden untersucht. Die in Abbildung 4.7 A dargestellte

Labelling Effizienz beschreibt die Menge an genomischem fdC im Verhältnis zu der Menge
des in das Genom eingebauten isotopenmarkierten Testmoleküls 1. Wie aus der Abbildung
4.7 A zu entnehmen ist, wird eine Mindestkonzentration an 1 von 2 M im Zellmedium benötigt,

damit das fdC-Derivat in detektierbaren Mengen ins Genom eingebaut wird. Bei dieser

Konzentration liegt die Labelling Effizienz bei > 5%. Durch die Erhöhung der Konzentration im

Verfütterungsexperiment ist ein linearer Anstieg der Einbaueffizienz zu sehen. Bei der

höchsten getesteten Konzentration von 100 M 1 stellen mehr als 20% aller genomischen

fdCs die isotopenmarkierte 13C5-15N2-fdC Variante dar. Eine weitere Konzentrationserhöhung

auf über 100 M erwies sich als kontraproduktiv, da 1 in einem höheren

Konzentratrionsbereich für die Zellen hochtoxisch ist. Die höchste Einbaueffizienz von > 20%

und dadurch die idealen Bedingungen für die Untersuchung der genomischen Deformylierung

von 13C5-15N2-fdC, wurden also mit einer Konzentration von 1 von 100 M im zellulären Medium
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erreicht. Die absoluten Mengen von 1, die ins Genom eingebaut wurden, sind in Abbildung
4.7 B gezeigt.

Wie in Abbildung 4.7 A gezeigt ist zu erkennen, dass die Menge von eingebautem Material

proportional zur Konzentration des Testmoleküls im Zellmedium ansteigt. Ab einer

Konzentration von 5 M ist außerdem die Präsenz von 13C5-15N2-dC (2) im Genom detektierbar,

welches durch eine Deformylierungsreaktion von 1 ensteht. Die Menge des

Deformylierungsproduktes steigt jedoch nicht proportional zur Menge von 1 im Genom,

sondern liegt bei allen untersuchten Konzentrationen (> 5 M) im ähnlichen Bereich. Die

Deformylierungsrate scheint ein steady state zu erreichen, das heißt, nur ein bestimmter Teil

von 13C5-15N2-fdC (1) wird im Genom zu 13C5-15N2-dC (2) deformyliert. Das verbleibende

genomische 13C5-15N2-fdC (1) bleibt möglicherweise im Genom als stabiler epigenetischer

Marker vorhanden. Es wird angenommen, dass das eingebaute 1 zufällig in der DNA verteilt

ist und nicht nur in den epigenetisch relevanten CpG Inseln vorkommt, da der Einbau zufällig

stattfindet. Die Beobachtung, dass unabhängig von der verfütterten 1 Konzentration nur ein

Teil von 13C5-15N2-fdC (1) zu 13C5-15N2-dC (2) deformyliert wird, könnte dadurch erklärt werden,

dass nur das sich in den CpG Inseln befindliche 13C5-15N2-fdC (1) durch einen Prozess der

direkten Demethylierung zu 13C5-15N2-dC (2) umgesetzt wird. Sollte die Deformylierung ein

enzymatischer Prozess sein, der zur Regulierung der Mengen der epigenetisch relevanten

Nukleoside dient, wäre naheliegend, dass ein solcher Prozess an genau definierten Stellen im
Genom stattfindet. Neben den genomischen Mengen von 13C5-15N2-fdC (1) und 13C5-15N2-dC

(2) ist in der Abbildung 4.7 B auch die Menge des detektierten 13C5-15N2-fdU (13) zu sehen.

Die detektierten Mengen steigen proportional zur Konzentration des isotopenmarkierten

Fütterungsmaterials und erreichen Level von bis zu 1x10-3/dN bei 100 M 1 im Zellmedium.

Der Einbau dieser Modifikation scheint effizienter zu sein als der Einbau der entsprechenden

Cytidin-Modifikation. Wie später detailliert beschrieben wird ist dies ein unerwünschter
Prozess, da ein Einbau von großen Mengen an 13C5-15N2-fdU (13) durch die Toxizität dieser

Modifikation zum Absterben der beteiligten Zellen führt. Diese Daten zeigen jedoch eindeutig,

dass eine genomische Deformylierung von 13C5-15N2-fdC (1) zu 13C5-15N2-dC (2) stattfindet. Die

Rate dieses Prozesses scheint nicht von der Menge des eingebauten 13C5-15N2-fdC (1)

abhängig zu sein, da unabhängig von der Konzentration des verfütterten Materials nur ein

gewisser Teil deformyliert wird. Ein Teil des eingebauten 13C5-15N2-fdC (1) bleibt stabil im

Genom.
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Abbildung 4.7: A Einbaueffizienz von 13C5-15N2-fdC (1) nach Fütterung von unterschiedlichen Konzentrationen für
24 h an mESC E14 Zellen. Die Einbaueffizienz berechnete sich aus der Menge von 1 im Genom
geteilt durch die Menge von genomischen fdC. B Absolute Level an 13C5-15N2-dC/dN, 13C5-15N2-
fdC/dN und 13C5-15N2-fdU/dN nach Verfütterung von 1 in unterschiedlichen Konzentrationen an
mESC E14 Zellen nach 24 h.

Wie in Abbildung 4.7 B gezeigt wurde, wird nach dem Einbau von 1 ins Genom ein Teil dieser

Modifikation durch direkte Demethylierung (Deformylierung) zu 13C5-15N2-dC (2) umgewandelt.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, welchen Einfluss bestimmte Enzyme auf die

Deformylierungsreaktion haben. Hierbei wurde analog zu der Studie mit K3 mES-Zellen ein

Tdg-Knockout der E14 mES-Zellen verwendet. Die Verfütterungsexperimente an diese

Zelllinie sollten Aufschluss darüber geben, wie dominant die Tdg-vermittelte BER im Vergleich

zur Demethylierung durch einen direkten C-C-Bindungsbruch, in der Regulation der

genomischen fdC Menge ist. Im linken Teil der Abbildung 4.8 sind die Mengen der

isotopenmarkierten Nukleoside 13C5-15N2-dC (2), 13C5-15N2-fdC (1) und 13C5-15N2-fdU (13) nach

der Verfütterung von 1 an E14-Wildtyp und einen E14 Tdg-KO zu sehen. Es sind keine

signifikanten Unterschiede zwischen diesen Zelllinien zu erkennen. Die Menge an 13C5-15N2-

fdC (1) war sowohl im WiIldtyp als auch im Tdg-KO vergleichbar, wohingegen die Menge an

Deformylierungsprodukt 13C5-15N2-dC (2) im Tdg-KO leicht erhöht war. Dies könnte durch die

fehlende Aktivität der Glykosylase erklärt werden. Jedoch zeigen diese Daten eindeutig, dass
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die Tdg-vermittelte Basenexzisionsreparatur von fdC keine übergeordnete Rolle in der aktiven

Demethylierung spielt, da es zu keiner Akkumulation von 13C5-15N2-fdC (1) oder einer

signifikanten Erhöhung der Deformylierungsaktivität im System ohne Tdg-Aktivität kommt.

In allen hier untersuchten Zellsystemen wurden nach der Verfütterung von 1 große Mengen

an 13C5-15N2-fdU (13, bis 2x10-3/dN) im Genom detektiert. Diese hohen genomischen Level an
13C5-15N2-fdU (13) werden als oxidative Schäden erkannt und durch Glykosylasen wie Smug1

ausgeschnitten. Durch diesen Prozess wirken hohe fdU Level toxisch für ein Zellsystem. Das

Testmolekül 1 wurde an ein Smug1-KO sowie an ein CDA-double knockout (Cytidin

Desaminase-DKO) Zellsystem verfüttert und die genomische Zusammensetzung mit dem

ensprechenden Wildtyp verglichen. Hierfür wurde die embryonale Stammzellinie J1

verwendet. Die Verfütterung an Smug1-KO und CDA-DKOs sollte zeigen, welchen Einfluss
der hohe Einbau von 13C5-15N2-fdU (13) auf die Deformylierungsreaktion ausübt. Da die Smug1

Glykosylase ein Enzym ist, welches Uracil-Bausteine aus dem Genom entfernt, fehlt dieser
Prozess in den untersuchten Smug1-KO Zellen, sodass das eingebaute 13C5-15N2-fdU (13)

nicht ausgeschnitten wird. Beim CDA-DKO ist eine Unterdrückung der Desaminierung von
13C5-15N2-fdC (1) zu 13C5-15N2-fdU (13) zu erwarten. Dadurch sollte bevorzugt das erwünschte
13C5-15N2-fdC (1) ins Genom eingebaut werden. Das Zellmedium der Wildtyp-Zellen sowie der

entsprechenden Knockout Zelllinien wurde mit 100 M 1 versetzt und 24 h inkubiert. In der

Abbildung 4.8 sind die absoluten Level der isotopenmakierten Nukleoside gezeigt, die im

Genom der entsprechenden Zelllinien nach Verfüttern von 1 detektiert wurden. Im linken Teil

der Abbildung ist zu sehen, dass die Inaktivität von Tdg keinen signifikanten Einfluss auf die
eingebaute Menge von 1 und 13C5-15N2-fdU (13) hat. Die Level von 13C5-15N2-dC (2) sind im

Tdg-KO leicht erhöht. Dies wird im Verlauf des Kapitels noch näher diskutiert. Im rechten Teil

der Abbildung sind die genomischen Level von 13C5-15N2-fdC (1), 13C5-15N2-dC (2) und 13C5-
15N2-fdU (13) im Smug1-KO, CDA-DKO und im entsprechenden J1-Wildtyp zu sehen. Wie zu

erwarten, wurden extreme Unterschiede in den detektierten Mengen an 13C5-15N2-fdU (13)

zwischen dem Widltyp und den zwei untersuchten Knockouts beobachtet. Im Wildtyp wurde
13C5-15N2-fdU (13) in Mengen von 1x10-3/dN detektiert. Im Smug1-KO lag mit einer absoluten

Menge von mit 2x10-3/dN die doppelte Menge an isotopenmarkierten Uridinderivats im

Vergleich zum Wildtyp im Genom vor. Durch die Inaktivität der Glykosylase kommt es zur

Anreicherung von 13C5-15N2-fdU (13) im Genom. Die Menge des eingebauten 13C5-15N2-fdC (1)

ist vergleichbar mit dem Wildtyp. Interessanterweise wurde im Smug1-KO weniger

Deformylierungsprodukt als im Wildtyp detektiert. Dieser Trend wird später in diesem Kapitel
näher erläutert. Die absoluten Level von 13C5-15N2-fdU (13) im CDA-DKO unterscheiden sich

stark von Wildtyp. Durch die unterdrückte Aktivität der Desaminasen kommt es zu einer stark

reduzierten Desaminierung im löslichen Nukleosid Pool, wodurch die Mengen von 13C5-15N2-
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fdU (13) im Genom kleiner als 6x10-5/dN sind. Die Menge des eingebauten 13C5-15N2-fdC (1)

liegt mit 2x10-4/dN auch unter dem gemessenen Level von 5x10-4/dN im Wildtyp. Die Rate an

Deformylierung in diesen Zellsystemen wird im weiteren Verlauf des Kapitels erläutert.

Abbildung 4.8: Absolute Level an 13C5-15N2-dC/dN, 13C5-15N2-fdC/dN und 13C5-15N2-fdU/dN nach Verfütterung von
1 an unterschiedliche Zelllinien nach 24 h. Es wurden mESC E14-Wildtyp und mESC E14-Tdg-KO
Zellen (links) und mESC J1-Wildtyp und Smug1-KO und CDA-DKO (rechts) verwendet.

Abbildung 4.9 stellt die unterschiedlichen Raten der Deformylierung in den untersuchten

Zellsystemen dar. Hier ist die absolute Menge an 13C5-15N2-dC (2), das durch die

Deformylierung von 13C5-15N2-fdC (1) entsteht, als Quotient der absoluten Menge an 13C5-15N2-

fdC (1) im Genom dargestellt. Dies wird im Folgenden als die Rate der genomischen

Deformylierungsreaktion definiert. Die Abbildung 4.9 A zeigt, dass im Tdg-KO mehr 13C5-15N2-

fdC (1) zu 13C5-15N2-dC (2) umgewandelt wird als im entsprechenden Wildtyp. Die

Deformylierungsrate im Tdg-KO ist um den Faktor 1.5 höher als im Wildtyp (dies ist in der
Abbildung 4.9 B gezeigt, in der die Deformylierungrate der KOs durch die

Deformylierungsrate des jeweiligen Wildtyps geteilt wird. Der nummerische Wert dieses

Verhältnisses wird als  Deformylierung definiert. Durch die Unterdrückung der Smug1

Aktivität kommt es zu einer verringerten Deformylierungsaktivität. Wie in Abbildung 4.9 A/B
zu sehen ist, sinkt die Rate der Deformylierung im Smug1-KO im Vergleich zu Wildtyp deutlich.

Es ist bisher nicht klar, welche Enzyme an der Deformylierung von fdC beteiligt sind. Die hier

gezeigten Daten könnten einen Hinweis darauf geben, dass Smug1 oder eine ähnliche
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Glykosylase an der Deformylierung beteiligt sein könnte. Da Glykosylasen, welche an BER

beteiligt sind, fdC und cadC erkennen, erscheint es plausibel, dass sie, je nach Bedarf in der

Zelle, auch an einer Demethylierung durch einen direkten C-C-Bindungsbruch beteiligt sein

könnten. Ob Smug1 oder eine andere Glykosylase an der Deformylierung beteiligt ist, erfordert

jedoch noch weitere intensive Untersuchungen. Aus der Abbildung 4.9 ist auch ersichtlich,

dass die Inaktivität der Desaminasen keinen signifikanten Einfluss auf die genomische

Deformylierungsaktivität von fdC ausübt.

Abbildung 4.9: A Deformylierungsrate von 13C5-15N2-fdC in den untersuchten Zelllinien. Die Deformylierungsrate
wurde als die absolute Menge von 13C5-15N2-dC/dN geteilt durch die absolute Menge von 13C5-15N2-
fdC/dN berechnet. B Zeigt die Deformylierungsrate Deformylierung eines Knockouts bezogen auf
die Deformylierungsrate des jeweiligen Wildtyps.

Die Verfütterungsexperimente von 1 lieferten nicht nur wichtige Daten über den Einbau von
13C5-15N2-fdC (1) ins Genom und dessen Deformylierung zu13C5-15N2-dC (2). Es wurde auch

gezeigt, dass das verfütterte Nukleosid 13C5-15N2-fdC (1) im löslichen Nukelosid Pool zum

großen Teil zu 13C5-15N2-fdU (13) desaminiert und effizient ins Genom eingebaut wurde. Bei

den Verfütterungsexperimenten von 1 konnte eine relative hohe Zelltodrate beobachtet

werden, wobei diese im Vergleich zur Verfütterung der 2 -fluorierten Cytidinderivate deutlich

höher lag. Experimente mit Tdg-KOs zeigten, dass die absoluten Mengen von 13C5-15N2-fdC

(1) im Genom unabhänig von der Tdg Aktivität sind und die hohe beobachtete Toxizität nicht

mit dem Tdg-vermittelten BER Prozess zusammenhängt. Die besonders hohe beobachtete

Zelltodrate nach dem Verfüttern von 13C5-15N2-fdC (1) kann im Zusammennhang mit dem

hohen Einbau von 13C5-15N2-fdU (13) stehen. Der metabolische Weg, welcher zum Einbau von
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13C5-15N2-fdU (13) ins Genom nach der Verfütterung von 13C5-15N2-fdC (1) führt, ist in

Abbildung 4.10 schematisch dargestellt.

Abbildung 4.10: Experimenteller Aufbau der 13C5-15N2-fdC (1) Verfütterung und eines dessen möglichen
Metabolismuswege, Desaminierung zu 13C5-15N2-fdU (13), im Cytosol. Anschließend können
beide Modifikationen phosphoryliert und ins Genom eingebaut werden.

Aus früheren Studien ist bekannt, dass hmdU und fdU durch die Thymidin- und Thymidilat

Kinase zu den ensprechenden Nukleotiden phoyphoryliert werden.[186] Analog zu hmdU, wenn

fdU phosphoryliert und ins Genom eingebaut wird, wird es als geschädigte Base erkannt und

triggert erhöhte Aktivität von Uracil Glykosylasen, was in Strangbrüchen resultiert.[186-187] Die

erhöhte Aktivität der Smug1 Glykosylase und die daraus resultierende hohe Anzahl an

schädlichen Strangbrüchen führt zu der beobachteten hohen Toxizität von fdU. Ein analoges

Szenario kann für das isotopenmarkierte 13C5-15N2-fdU erwartet werden. In den hier

durchgeführten Verfütterungsexperimenten wurde eine hohe Zellsterberate nach Zugabe und

Inkubation von 13C5-15N2-fdC (1) ins Zellmedium beobachtet. Es wurde hierbei ein

Zusammenhang zwischen Zellsterberate und absolutem Level von 13C5-15N2-fdU (13) im

Genom beobachtet. Abbildung 4.11 A und B zeigt drei unterschiedliche Zellsysteme, J1 CDA-

DKO, E14 Wildtyp und J1 Smug1 KO, und die gemessene Zelltoxizität nach 24 h Verfüttern
von 1 (A) sowie die absoluten Level von 13C5-15N2-fdU (13) gemessen im Genom des

ensprechenden Zellsystems (B). Es ist klar zu erkennen, dass die Toxizität proportional zur

Menge des ins Genom eingebauten 13C5-15N2-fdU (13) steigt (Abbildung 4.11 C). Die hohen

Mengen an 13C5-15N2-fdU (13) werden als geschädigte Basen erkannt und führen zu einer

erhöhten Aktivität der Uracil Glykosylasen wie Smug1 und somit zu einer erhöhten Aktivierung

der BER. Dies verursacht zahlreiche abasischen Stellen, welche zu Strangbrüchen führen

können, was die hohe Toxizität von 13C5-15N2-fdU (13) erklärt.[187] Interessanterweise wurde in
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Smug1 KO auch eine hohe Sterberate von Zellen beobachtet. Die Akkumulation von von 13C5-
15N2-fdU im Genom bei unterdrückter BER führt also ebenso zu einer hohen Toxizität und

Sterberate der untersuchten Zellsysteme.

Abbildung 4.11: 1 wurde J1 CDA-DKO, E14 Wildtyp und J1 Smug1 KO gefüttert und die genomische DNA nach
24 h analysiert. A zeigt die Zelltoxizität bzw. die Zellsterberate nach dem durchgeführten
Verfütterungsexperiment. B zeigt die absoluten Level an 13C5-15N2-fdU (13) im Genom. C zeigt
die Korrelation zwischen 13C5-15N2-fdU (13) Menge und Zelltoxizität.

4.1.3 Zusammenfassung und Ausblick

In einer neuartigen Synthesestrategie wurde 13C5-15N2-fdC (1) auf einem 13C5-15N2-dC-freien

Syntheseweg in exzellenter Reinheit hergestellt. Durch das Verfüttern von 13C5-15N2-fdC (1) in

verschiedenen Konzentrationen an unterschiedliche Zellsysteme konnte eine genomische

Einbaueffizienz von bis zu 20% erreicht werden. Dies bedeutet, dass 20% aller fdCs im Genom

isotopenmarkiert waren und dadurch eine ideale Grundlage zum Studieren der genomischen

Deformylierung bildeten. Die Verfütterungsexperimente von 13C5-15N2-fdC (1) an embryonale

Stammzellen und somatische Zellen zeigten, dass die Deformylierungsreaktion je nach Zelltyp

unterschiedlich stark ausgeprägt ist. Dies ist zu erwarten, da je nach Zelltyp auch der Grad an

Methylierung von dC und damit verbunden der Grad von aktiver Demethylierung

unterschiedlich stark ausgeprägt ist. Im Gegensatz zu 2 -F-fdC (14), ist das 13C5-15N2-fdC (1)

im chemischen Sinne seiner Reaktivität in einem DNA-Kontext mit dem natürlich

vorkommenden fdC identisch. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass 13C5-15N2-fdC (1)

vermutlich an zufälligen Stellen im Genom eingebaut wird, ist ein analoges

Deformylierungsverhalten wie für das natürliche fdC zu erwarten. Die Deformylierung ist in
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einer Vielzahl von Zelltypen, Stammzellen sowie somatischen Zellen, ausgeprägt. Die

Inaktivität von Tdg, welches BER von fdC iniziiert, führt zu einer leicht erhöhten

Deformylierungsrate. Der Einbau von 13C5-15N2-fdC (1) ist im Tdg-KO mit dem im Wildtyp

vergleichbar, was zur Annahme führt, dass die Tdg-vermittelte BER keine übergeordnete Rolle

in der aktiven Demethylierung von fdC spielt. Untersuchung der Deformylierungsaktivität in

Knockout Systemen (Tdg-KO, Smug1-KO und CDA-DKO) hat gezeigt, dass die Inaktivität von

Tdg zu einer leichten Erhöhung der Deformylierungsaktivität führt und auf der anderen Seite,

der Knockout der Uracil Glykosylase Smug1 zu einer deutlichen Reduzierung der

Deformylierungsaktivität führt. Dies könnte darauf hinweisen, dass möglicherweise diese oder

eine ähnliche Glyskosylase in der direkten C-C-Bindungspaltung von fdC beteiligt ist. Hier ist

jedoch zu beachten, dass es bei diesen Daten um ein technisches Triplikat eines biologischen

Duplikats handelt und noch weitere Replikate und Bedingungen untersucht werden müssen,

um eine genauere Aussage treffen zu können. Die Verfütterungsexperimente von 13C5-15N2-
fdC (1) haben auch gezeigt, dass es im löslichen Nukelosid Pool zu einer starken

Desaminierung von 13C5-15N2-fdC (1) zu 13C5-15N2-fdU (13) durch Cytidin Desaminasen kommt.

Das desaminierte 13C5-15N2-fdU (13) kann auch phosphoryliert und ins Genom eingebaut

werden. Die hohen detektierten genomischen 13C5-15N2-fdU (13) Level haben sich für die

Zellen als hochtoxisch erwiesen. Um ein Bild von der Deformylierungsreaktion ohne große
genomische Menge an 13C5-15N2-fdU (13) zu bekommen, wurde ein CDA-DKO verwendet.

Diese Experimente haben eine vergleichbare Deformylierungsrate wie im Wildtyp gezeigt.

Als nächsten Schritt wäre es wichtig, die mit 2 -fluorierten Derivaten gezeigte

Decarboxylierung, in einem ähnlichen Kontext zu untersuchen. Es ist aus der Literatur

bekannt, dass cadC im löslichen Nukleosid Pool nicht von der Cytidin Desaminase erkannt

und desaminiert wird. Dadurch könnten viel höhere Einbauraten von isotopenmarkierten cadC

Testmolekülen erreicht werden. Aus den Erfahrungen mit den 2 -fluorierten cadC Derivaten

müsste hierfür ein isotopenmarkiertes cadC Triphosphat synthetisiert werden und mit dem

bekannten Nukleotid Transporter an Zellen gefüttert werden. Mit diesem Aufbau könnte es

möglich sein, die genomische Decarboxylierung als Teil der aktiven Demethylierung von mdC,

mit einem natürlichen System zu untersuchen und die natürlich vorkommende

Decarboxylierung von cadC genauer untersuchen.

4.1.4 Projektbeiträge

Im Rahmen dieser Arbeit war ich an der Entwicklung der neuartigen Synthese von von 13C5-
15N2-fdC beteiligt. Die ursprüngliche Synthese wurde von René Rahimoff entwickelt. Die

Zellkulturversuche sowie die Isolation aller DNA-Proben wurden von Angie Kirchner und

Ewelina Kami ska durchgeführt und entwickelt. Ich war an der Entwicklung der
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massenspektrometrischen Methoden beteiligt, in Anlehnung auf die von Katharina Iwan

entwickelten Methoden. Der enzymatische Verdau, die Messung und Auswertung der Daten

wurden von Ewelina Kam  und mir vorgenommen. Die Daten wurden gemeinsam von

 und mir interpretiert.

4.1.5 Material und Methoden

4.1.5.1 Synthesevorschriften und Analytik

Die Synthesevorschriften und Analytik sind im Kapitel 5.2.2 zu finden.

4.1.5.2 Enzymatischer Verdau

Der enzymatische Verdau der genomischen DNA aus den Fütterungsexperimenten mit 13C5-
15N2-fdC erfolgte wie im Kapitel 8.1 beschriebenen Protokoll.

4.1.5.3 UHPLC-MS/MS Analyse

Die quantitative UHPLC-MS/MS-Analyse der hydrolysierten DNA-Proben erfolgte wie im

Kapitel 8.1 beschrieben mit einem 1290 UHPLC-System von Agilent, welches über einen UV-

Detektor verfügt und mit einem 6490 Triple-Quadrupol Massenspektrometer von Agilent

verbunden war. Die Chromatographie wurde mit einer Poroshell 120 SB-C8 Säule (Agilent,

2.7 m, 2.1 mm × 150 mm) bei 35 °C mit einem Gradienten aus Wasser und Acetonitril mit

jeweils 0.0075 % (v/v) Ameisensäure durchgeführt. Der Fluss betrug 0.

. .9 min; 3. . .

.5 min; 80 % MeCN; 10. . .

Quellparameter waren dieselben wie im Kapitel 5.3.3 beschrieben. Die für die jeweiligen

Analyten spezifischen Parameter sind im Kapitel 5.3.3 in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

4.1.5.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte wie im Kapitel 8.1 beschrieben. Die Kalibriergeraden der

verschiedenen Modifikationen wurden aus bereits veröffentlichten Publikationen der

Arbeitsgruppe verwendet.[133, 188] Die Kalibiriergeraden der quantifizierten Modifikationen sowie

deren Gültigkeitsbereiche sind im im Kapitel 5.3.4 in Tabelle 5.7 und Tabelle 5.8
zusammengefasst. Die Darstellung der Daten erfolgte mit Graphpad Prism und Adobe

Illustrator.
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4.2 Untersuchung der Funktion und Beteiligung von cadC an der
aktiven DNA-Demethylierung

Neben fdC befindet sich auch eine geringere aber signifikante Menge cadC im Genom von

Neuronen und Stammzellen.[189] Seit der Entdeckung von fdC und cadC wurde für beide

Nukleoside postuliert, dass sie im Genom zu dC deformylieren bzw. decarboxylieren können

und so möglicherweise an der aktiven Demethylierung der DNA beteiligt sind. Für fdC wurde

durch zellbiologische Verfütterungsexperimente von 2 -fluorierten sowie schwer-

isotopenmarkierten Nukleosidderivaten erfolgreich gezeigt, dass fdC in vivo in einer

Deformylierungsreaktion zu dC im genomischen Kontext demodifiziert wird und damit einen

Teil der aktiven Demethylierung von mdC darstellen könnte.[135, 177] Für cadC wurde erst vor

kurzem eine genomische Decarboxylierung in vivo gezeigt (Kapitel 3.2).[190-191] Zum Zeitpunkt

der ersten drei Jahre während der Anfertigung dieser Doktorarbeit wurde eine

Decarboxylierung von cadC ausschließlich in vitro gezeigt[93, 133, 136-137] und es war nicht

bekannt, ob eine Decarboxylierung von cadC im Genom von Stammzellen vorkommt.[133, 136-

137, 192] Für die Studien zur genomischen Decarboxylierung wurden als Testmoleküle analog

zur Deformylierungsstudien 2 -fluorierte Nukeloside entwickelt. Für diese Verfütterungs-

experimente wurde das 2 -F-cadC chemisch modifiziert um die Penetration durch die

Zellmembran zu vereinfachen. Da 2 -F-cadC unter physiologischen Bedingungen zum Teil als

negativ geladenes Carboxylat vorliegt und somit eine erschwerte Zellpermeabilität aufweist,

wurde es für zellbiologische Experimente chemisch modifiziert und als Carbonsäureester

maskiert. Diese Carbonsäureester modifizierten Probemoleküle, hier auch F-cadC prodrugs

genannt, können viel einfacher durch die Zellmembran in das Zytosol eindringen (Abbildung
4.12). Die im Zytosol reichlich vorhandenen Esterasen, Enzyme die für die Hydrolyse von

Carbonsäure- und Phosphorsäureestern in der Zelle zuständig sind, sollten in der Lage sein,

die F-cadC prodrugs zu hydrolisieren und 2 -F-cadC (15) ins Zytosol freizusetzen.[193-197] Das

2 -F-cadC Nukleosid (15) kann in Anschluss von Kinasen phosphoryliert werden und in das

ensprechende für den Einbau benötigte Nukleotid umgewandelt werden. Es ist aus in vivo

Studien bekannt, dass die für die Cytidin Phosphorylierung zuständige Cytidin Monophosphat

Kinase 1 (CMPK1) cadC in vivo nicht effizient phosphoryliert.[186] Das 2 -fluorierte Analogon

könnte jedoch von einer anderen von den reichlich im Zytosol vorhandenen Kinasen erkannt

und phosphoryliert werden. Falls die Phosphorylierung erfolgreich ist, kann das 2 -F-cadC

Nukleotid ins Genom eingebaut werden. Nach dem Einbau ins Genom könnte eine
genomische Decarboxylierung von 15 stattfinden und untersucht werden. Bei einer

potenziellen Decarboxylierung von 2 -F-cadC (15) kann im Genom das Decarboxylierungs-

produkt 2 -F-dC (16) detektiert werden. Die schematische Darstellung des verwendeten F-

cadC prodrug Ansatzes kann der Abbildung 4.12 entnommen werden.
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Abbildung 4.12: F-cadC prodrug Ansatz zur Untersuchung der genomischen Decarboxylierung von cadC in vivo.
Hierfür werden Carbonsäureester Derivate von 2 -F-cadC eingesetzt die die Zellmembran gut
durchdringen können. Im Zytosol kann die Ester Bindung der F-cadC prodrugs hydrolytisch von
Kinasen gespalten werden und das 2 -F-cadC freisetzen. Nach der Phosphorylierung zum
Nukleotid durch Kinasen und dem Einbau in die DNA kann der Prozess der Decarboxylierung
von 2 -F-cadC zu 2 -F-dC untersucht werden.

4.2.1 Synthese der cadC-Prodrugs für in vivo Studien

Als Testmoleküle für die zellbiologischen Verfütterungsexperimente wurden drei

unterschiedliche 2 -F-cadC Ester synthetisiert. Es handelt sich um das Methyl- 17, Ethyl- 18
und Benzylcarbonsäureester 19 von 2 -F-cadC, die im Zytosol enzymatisch hydrolysierbar sein
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sollten.[198] Synthetisch lassen sich diese Nukleoside in einer Funktionalisierung der

Nukleobase an der C-5 Position aus dem iodiertem TBS-geschützten Uridin-Derivat, 5-Iodo-

2 -F-dU (20) darstellen. Die Synthese dieses Vorläufers wurde von uns berichtet.[177] Alle drei

Nukleosidderivate lassen sich mit einer einheitlichen Synthesestrategie darstellen. Das

iodierte Desoxyuridin 21 lässt sich in einer Pd-katalysierten Carboxylierung in Anwesenheit

eines Alkohols zum entsprechenden Carbonsäureester umsetzten (Schema 4.5). Unter

diesen Bedingungen wurde 21 mit Pd(MeCN)2Cl2 und DIPEA in MeOH, EtOH oder BnOH in

Toluol bei 3.5 bar CO zu 5-CO2Me-2 -F-dU (22, 98%), 5-CO2Et-2 -F-dU (23, 96%) und 5-

CO2Bn-2 -F-dU (24, 37%) umgesetzt. Die carboxylierten dU-Derivate 22, 23 und 24 konnten

mit POCl3 und Triazol intermediär zu den 4-Triazolyierten Nukleosiden umgesetzt werden. Das

Triazol konnte im Anschluss als gute Abgangsgruppe durch Behandlung mit wässriger NH3-
Lösung zu den ensprechenden aminierten dC-Derivaten 25 (85%), 26 (62%) und 27 (20%)

umgewandelt werden. Die Abspaltung der TBS-Schutzgruppen mit HF Pyridin lieferte nach
HPL-chromatographischer Aufreinigung die Testmoleküle 17 (34%), 18 (57%) und 19 (54%)

in sehr hoher Reinheit, die für die zellbiologischen Experimente erforderlich ist. Wie im Kapitel

4.1.1 beschrieben wurde, wird bei der Synthese der cadC prodrugs analog zu der Synthese
des isotopenmarkierten fdC Derivats 1 eine Synthesestrategie gewählt, bei der das

Vorkommen von 2 -F-dC vermieden wird. Durch die 2 -F-dC-freie Synthesestrategie sollten

potenzielle Kontaminationen ausgeschlossen werden, die zur Verfälschung der

biochemischen Experimente durch den bevorzugten Einbau von einer 2 -F-dC Verunreinigung

entstehen könnten. Die Syntheseroute der F-cadC prodrugs 17, 18 und 19 ausgehend von 21
ist in Schema 4.5 dargestellt.
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Schema 4.5: Syntheseschema der F-cadC prodrugs 17, 18 und 19 ausgehend von 5-iodiertem 2 -F-dU (21), die in
zellbiologischen Verfütterungsexperimenten für die Untersuchung der Decarboxylierung von cadC in
vivo eingesetzt werden.

4.2.2 Zellbiologische Daten der Fütterungsexperimente von F-cadC

Die F-cadC prodrugs wurden als Testmoleküle für Verfütterungsexperimente eingesetzt um

die direkte Decarboxylierung von cadC als Teil der aktiven genomischen Demethylierung zu

untersuchen. Die ersten in vivo Studien der Decarboxylierung wurden in mausembryonalen

Stammzellen durchgeführt und haben sich als ein ideales Modellsystem für diese Studien

ausgezeichnet.[135] Die K3 mausemryonale Stammzellinie wurde mit einem der synthetisierten

F-cadC prodrugs 17, 18 oder 19 (in einer Konzentration von 350 M im Zellmedium) versetzt

und für 72 h inkubiert. Aus den Untersuchungen der Deformylierung von 2 -F-fdC (14) ist

bekannt, dass bei diesem Prozess nach 72 h ein großer Teil des eingebauten 2 -F-fdC (14) zu

(2) 2 -F-dC umgesetzt wurde.[135, 177] Falls eine Decarboxylierung von 2 -F-cadC (15) im Genom

stattfindet, kann hier eine ähnliche oder noch höhere Rate der Demodifizierung erwartet

werden. Aus chemischer Sicht ist vorstellbar, dass eine Decarboxylierung von cadC im

Vergleich zur Deformylierung von fdC effizienter abläuft, da die Freisetzung von CO2

entropisch und dadurch energetisch stark begünstigt ist. Der schematische Aufbau dieser
Experimente ist in Abbildung 4.13 dargestellt.
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Abbildung 4.13: Experimenteller Aufbau der F-cadC prodrug Verfütterung an mausembryonale Stammzellen und
deren enzymatische Hydrolyse zu 2 -F-cadC im Zytosol. Anschließend können die Modifikationen
phosphoryliert und ins Genom eingebaut werden. Im Genom kann eine Decarboxylierung von 2 -
F-cadC zu 2 -F-dC stattfinden.

In den zellbiologischen Verfütterungexperimenten der F-cadC prodrugs an mESCs wurde nicht

nur die genomische DNA, sondern auch das Zytosol auf das Vorkommen der 2 -fluorierten dC

Derivate massenspektrometrisch analysiert. In erster Linie wurde untersucht, ob die

verfütterten F-cadC prodrugs (2 -F-CO2Me-dC 17, 2 -F-CO2Et-dC 18, 2 -F-CO2Bn-dC 19) im

Zytosol zu finden sind und zu 2 -F-cadC hydrolysiert wurden. Für alle verwendeten
Testmoleküle wurde sowohl das entsprechende F-cadC prodrug als auch 2 -F-cadC (15)

erfolgreich im Zytosol detektiert. Dies bedeutet, dass die Testmoleküle in die Zelle
aufgenommen wurden und durch die Aktivität der zytosolischen Esterasen zu 2 -F-cadC (15)

hydrolysiert wurden. Sowohl die aliphatischen Me- und Et-, als auch der Bn-Carbonsäureester
wurden von Esterasen erkannt und haben 2 -F-cadC (15) in der Zelle freigesetzt. Eine

Decarboxylierung auf der Zytosol Ebene konnte ausgeschlossen werden, da bei der
Verfütterung aller hier verwendeten F-cadC prodrugs kein 2 -F-dC (16) im löslischen

Nukelosidpool der Zelle detektiert wurde (Abbildung 4.14).

In der genomischen DNA konnten im Fall aller F-cadC prodrugs keine quantifizierbaren

Mengen 2 -F-cadC (15) oder der verfütterten Ester (17, 18, 19) detektiert werden. Aus unseren

später durchgeführten veröffentlichten Studien mit 2 -F-cadC Triphosphat als Testmolekül

(Kapitel 3.2)[190] ist bekannt, dass die Detektion von 2 -F-cadC (15) im genomischen Kontext

durch die extrem starke Signalunterdrückung bzw. Ionensupression erschwert ist und das ins

Genom eingebaute 2 -F-cadC (15) nicht einfach detektiertbar ist. Wie in der von uns

veröffentlichten Arbeit gezeigt wurde (Kapitel 3.2), konnten wir durch die Verfütterung eines
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2 -F-cadC Triphosphats einen viel effizienteren Einbau ins Genom gewährleisten und konnten

durch eine verbesserte DNA-Probenvorbereitung (Extraktion der verdauten DNA mit CHCl3)

die Detektion verbessern und 2 -F-cadC im Genom detektieren. Bei der Verfütterung der hier

beschriebenen F-cadC prodrugs (17, 18, 19) konnten wir zum Zeitpunkt der Durchführung der

Experimente kein 2 -F-cadC (15) im Genom detektieren. Jedoch wurde nach der Verfütterung

aller F-cadC prodrugs (17, 18, 19) das Produkt der Decarboxylierung, 2 -F-dC (16), als auch

das remethylierte 2 -F-mdC (28) im Genom detektiert (Abbildung 4.14). Diese Experimente

gaben eindeutige Hinweise darauf, dass in vivo eine Decarboxylierung von 2 -F-cadC (15) auf

genomischer Ebene stattfindet und dass sich das so entstandene 2 -F-dC (15) durch

Methylierung zum 2 -F-mdC (28) analog zu genomischen dC verhält. Da die Detektion von 2 -

F-cadC (15) in der DNA durch die hohe Ionensupression des Signals im genomischen Kontext

erschwert ist, ist es zu diesem Zeitpunkt nicht möglich eine Einbau- oder eine

Decarboxylierungseffizienz zu berechnen. Jedoch haben diese Experimente die ersten
Hinweise auf eine genomische Decarboxylierung von 2 -F-cadC (15) gegeben und eine Basis

für die Entwicklung von weiterführenden Studien gebildet. Die Ergebnisse der F-cadC prodrug

Verfüttterung an mESCs, bei der das Zytosol und die genomische DNA auf das Vorhandensein
2 -fluorierter dC Derivate untersucht wurde, sind in Abbildung 4.14 zusammengefasst.
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Abbildung 4.14: Qualitative Ergebnisse der Verfütterungexperimente der F-cadC prodrugs an die K3-mES Zellen.
Es wurde jeweils die zytosolische und die genomische Fraktion untersucht. In Zytosol wurde bei
allen verwendeten Testmolekülen das verfütterte prodrug als auch 2 -F-cadC detektiert. Im
Genom wurde bei allen prodrugs sowohl das Produkt einer Decarboxylierung, 2 -F-dC, als auch
das remethylierte 2 -F-mdC detektiert.

Die Detektion von 2 -F-dC (16) in genomischer DNA nach der Verfütterung von einem 2 -F-

cadC Derivat hat die ersten Hinweise auf eine genomische Decarboxylierung als ein Teil der

aktiven Demethylierung gegeben und hat den Meilenstein für die Weiterentwicklung der

Testmoleküle gelegt. Für die Weiterentwicklung der Testmoleküle war zum einen ein

effizienterer Einbau der 2 -F-cadC Testmoleküle als auch eine verbesserte Analyse notwendig.

Wie im Kapitel 3.2 beschrieben wurde, konnte durch den Einsatz von 2 -F-cadC Triphosphat

zusammen mit einem Cyclodextrin-basierten Triphosphat Transporter erfolgreich eine

Decarboxylierung in vivo gezeigt werden. Feng und Mitarbeiter konnten zeitgleich zu unserer

Studie in einem anderen Zellsystem (HEK- und Neuro-2a-Zellen) durch den Einsatz von 2 -F-

cadC ebenso eine genomische Decarboxylierung von cadC in vivo zeigen.[191]
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4.2.3 Zusammenfassung und Ausblick

Mit der hier gezeigten Studie wurde die genomische Decarboxylierung von cadC als ein

potenzieller Teil der aktiven Demethylierung von mdC untersucht. Als Testsubstrate wurden

2 -fluorierte cadC Derivate synthetisiert und an mausembryonale Stammzellen verfüttert. Um

eine möglichst hohe Zellpermeabilität zu erreichen wurde die Carbonsäurefunktionalität von

cadC maskiert und es wurden drei unterschiedliche Carbonsäureester von 2 -F-cadC, Me-, Et-
und Bn-Ester (17, 18, 19), getestet. Massenspektrometrische Analyse des Zytosols hat

bestätigt, dass die F-cadC prodrugs in den löslichen Nukleosidpool gelangen konnten und hier
zu 2 -F-cadC (15) hydrolisiert wurden. Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob 2 -F-cadC (15)

in die genomische DNA der mESCs eingebaut wurde und dort zu 2 -F-dC (16) decarboxylierte.

Es konnte im Fall aller untersuchten F-cadC prodrugs (17, 18, 19) kein 2 -F-cadC (15) im

Genom detektiert werden, jedoch wurde in allen Fällen das Decarboxylierungsprodukt 2 -F-dC

(16) im Genom detektiert. Da im Zytosol kein 2 -F-dC (16) detektiert wurde, kann in erster Linie

eine Decarboxylierung im Nukleosidpool und ein anschließender Einbau ins Genom

ausgeschlossen werden. Unsere späteren Untersuchungen haben bestätigt, dass die

Detektion von 2 -F-cadC (15) im genomischen Kontext durch eine sehr hohe Ionensupression

des Signals erschwert ist. Wenn ein kleiner Teil des zytosolischen 2 -F-cadC (15) ins Genom

eingebaut wird, kann das Signal möglicherweise so stark unterdrückt werden, dass dadurch

keine quantifizierbaren Messergebnisse erzielt werden können. Das eindeutig im Genom

vorhandene 2 -F-dC (16) sowie dessen Methylierungsfolgeprodukt 2 -F-mdC (28) deutet

jedoch auf eine Decarboxylierung von 2 -F-cadC (15) im Genom. Möglicherweise ist die

Einbaurate beim Verfüttern der F-cadC prodrugs nicht ideal, da hier mehrere enzymatische

Schritte für den Einbau ins Genom ablaufen müssen. Für die Untersuchung eines

dynamischen Prozesses auf DNA-Ebene ist es essenziell, dass eine ausreichende Menge des

Testmoleküls in die DNA eingebaut wird um zum einen das Testmolekül selbst, zum anderen

deren Metabolite detektierbar sind. Die hier diskutierten Verfütterungsexperimente der F-cadC
prodrugs (17, 18, 19) haben uns erste Hinweise darauf gegeben, dass in vivo auf genomischer

Ebene Decarboxylierung von 2 -F-cadC (15) stattfindet und dienten als wichtige Grundlage für

die Verbesserung und Weiterentwicklung der Testmoleküle. Durch den Einsatz von einem 2 -

F-cadC Triphosphat zusammen mt einem Cyclodextrin-basierten Nukleotid Transporter

gelang es uns, wie im Kapitel 3.2 beschrieben, einen effizienteren Einbau von 2 -F-cadC zu

erreichen und so eine genomische Decarboxylierung von cadC in vivo zu zeigen.

Weitere Untersuchungen der genomischen Decarboxylierung von cadC sollten auf den Einbau

eines isotopenmarkierten Testmoleküls fokusiert werden. Die hier verwendeten 2 -fluorierten

cadC prodrugs unterliegen im Genom nicht dem Einfluss der Tdg-vermittelten BER, da die
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Halogenierung der Ribose zu einer starken Destabilisierung des während BER intermediär

entstehenden Ribose-Oxocarbeniumions führt. Die 2 -fluorierten Testmoleküle sind

herrvoragende Modellsysteme für die gezielte Untersuchung der direkten C-C-

Bindungsbruchaktivität des cadC im Genom, jedoch handelt es sich bei den 2 -fluorierten

Derivaten um artifizielle Modellsysteme. Durch den Einbau eines isotopenmarkierten

Testmoleküls, das hinischtlich Reaktivität dem natürlich vorkommenden cadC identisch ist,

könnte die Rate und Dynamik der genomischen Decarboxylierung von cadC in einem

natürlicheren System studiert werden. Für diese Studie ideale Verbindungen sind wie im

Schema 4.6 gezeigt, cadC Triphosphate, bei denen entweder die Stickstoff Atome der

Nukleobase mit dem 15N Isotop markiert sind (29) oder neben der Nukleobase auch die

Riboseeinheit des Nukleosid mit 13C Atomen (30) versehen ist. Wie im Kapitel 4.1.2

besprochen kann eine hohe Desaminierungsrate der oxidierten mdC Derivate im löslichen

Nukleosidpool für derartige Untersuchungen problematisch sein. Jedoch ist bekannt, dass die

im löslichen Nukleosidpool vorkommende Cytidin Desaminase cadC nicht erkennt und nicht

zum entsprechenden Desoxyuridin desaminiert. Dadurch ist der Einsatz von
isotopenmarkierten cadC Derivaten vielversprechend. Durch Verfütterung von 29 oder 30
zusammen mit dem im Kapitel 3.2 beschriebenen Cyclodextrin-basierten Nukleotid

Transporter könnte die genomische Decarboxylierung von cadC als Teil der aktiven

Demethylierung in einem natürlicheren Testsystem genauer untersucht werden. Als nächster

wichtiger Schritt wäre die Untersuchung der potenziellen enzymatischen Entität, die für eine

genomische Decarboxylierung von cadC zuständig ist. Hierzu könnten Knockout Zellinien für

Verfütterungsexperimente mit cadC Testmolekülen verwendet werden. In erster Linie könnten

Proteine ausgeknockt werden, die bekannte cadC Interaktionspartner innerhalb der Zelle

sind.[129]

Schema 4.6: Isotopenmarkierte Testmoleküle 15N2-cadC-Triphosphat (29) und 13C5-15N2-cadC-Triphosphat (30) für
den Einsatz in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten für die Untersuchung der genomischen
Decarboxylierung von cadC als Teil der aktiven DNA-Demethylierung.
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4.2.4 Projektbeiträge

Im Rahmen dieser Studie habe ich die Entwicklung und Synthese der F-cadC prodrugs

durchgeführt. Die Zellkulturversuche sowie die Isolation aller DNA-Proben und löslichem

Nukleosidpool wurden von Angie Kirchner und  durchgeführt. Die

Entwicklung der massenspektrometrischen Methoden, der enzymatische Verdau, die

Messung und Auswertung der Daten wurden von Katharina Iwan und mir durchgeführt. Die

Daten wurden gemeinsam von Katharina Iwan und mir interpretiert.

4.2.5 Material und Methoden

4.2.5.1 Synthesevorschriften und Analytik

Die Synthesevorschriften und Analytik sind im Kapitel 5.2.4 zu finden.

4.2.5.2 Enzymatischer Verdau

Der enzymatische Verdau der genomischen DNA und die Isolation des löslichen

Nukleosidpools aus den Fütterungsexperimenten mit F-cadC prodrugs erfolgte wie im Kapitel

8.1 beschriebenen Protokoll.

4.2.5.3 UHPLC-MS/MS Analyse

Die quantitative UHPLC-MS/MS-Analyse der hydrolysierten DNA-Proben erfolgte wie im

Kapitel 8.2 beschrieben mit einem 1290 UHPLC-System von Agilent, welches über einen UV-

Detektor verfügt und mit einem 6490 Triple-Quadrupol Massenspektrometer von Agilent

verbunden war. Die Chromatographie wurde mit einer Poroshell 120 SB-C8 Säule (Agilent,

2.7 m, 2.1 mm × 150 mm) bei 35 °C mit einem Gradienten aus Wasser und Acetonitril mit

jeweils 0.0075 % (v/v) Ameisensäure durchgeführt. Der Fluss betrug 0.

. .9 min; 3. . .

.5 min; 80 % MeCN; 10. 11. .

Quellparameter waren dieselben wie unter 8.2 beschrieben. Die für die jeweiligen Analyten

spezifischen Parameter sind im Kapitel 5.3.3 in Tabelle 5.2 zusammengefasst.

4.2.5.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte wie im Kapitel 8.1 beschrieben. Die Kalibriergeraden der

verschiedenen Modifikationen wurden aus bereits veröffentlichten Publikationen der

Arbeitsgruppe verwendet.[133, 188] Die Kalibiriergeraden der quantifizierten Modifikationen sowie
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deren Gültigkeitsbereiche sind im Kapitel 5.3.4 in Tabelle 5.7 bis Tabelle 5.9
zusammengefasst. Die Darstellung der Daten erfolgte mit Graphpad Prism und Adobe

Illustrator.
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4.3 Einsatz von Nukleosid-Analoga für eine Struktur-Aktivitäts-
Studie der direkten DNA-Demethylierung

Durch den Einsatz von 2 -fluorierten und isotopenmarkierten Nukleosiden konnte in vivo

gezeigt werden, dass fdC und cadC auf genomischer Ebene zu dC deformyliert[135, 177] bzw.

decarboxyliert[190-191]. Dieser direkte C-C-Bindungsbruchmechanismus könnte einen Teil der

aktiven Demethylierung von mdC im Rahmen der epigenetischen Regulierung darstellen. Es

wurde in in vitro als auch in vivo Studien gezeigt, dass eine genomische Deformylierung von

fdC bzw. Decarboxylierung von cadC intermediär über einen Angriff eines Nukleophils an der

C-6 Position des Cytosins durchläuft.[93, 133, 199] Um diesen Prozess mehr verstehen zu können

und herauszufinden von welchen Faktoren eine Deformylierung/Decarboxylierung abhängig

ist und unter welchen Bedingungen sie stattfindet, wurden fdC und cadC Analoga entwickelt

und in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten eingesetzt. Mit diesen Experimenten

wollten wir verstehen, ob ein C-C-Bindungsbruch, der in einer Deformylierungs- und

Decarboxylierungsreaktion stattfindet, spezifisch nur für eine Aldehyd- und Carbonsäure-

funktionalität passiert oder ob auch andere Funktionalitäten auf diese Art demodifiziert werden.

Durch den Einsatz analoger Strukturen sollte eine Struktur-Aktivitäts-Beziehungsstudie

duchgeführt werden, die Informationen über die essenziellen strukturellen Teile eines Moleküls

für einen bestimmten Prozess liefert. Falls die Deformylierung und Decarboxylierung

enzymatische Prozesse sind, könnte das entsprechende Enzym ein chemisch ähnliches

Analogon erkennen und mit der Funktionalität interagieren. Falls eine Interaktion stattfinden

würde, aber die Reaktivität eines Analogons keinen C-X Bindungsbruch erlaubt, könnten auf

diese Weise enzymatische Interaktionspartner gefunden werden. Die Testmoleküle werden an

mESCs verfüttert und können ins Genom der Zellen eingebaut werden. Falls ein

deformylierungs- oder decarboxylierungsartiger C-X Bindungsbruch passiert, sollte das

entsprechende Cytidin entstehen und im Genom detektiertbar sein. Der schematische Aufbau

der Studie ist in Abbildung 4.15 zu sehen.

Abbildung 4.15: Experimenteller Aufbau der Verfütterungsstudien von fdC und cadC Analoga an mESCs.
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4.3.1 Entwicklung und Synthese der fdC Analoga

Um eine Struktur-Aktivitätsstudie durchzuführen, wurden 2 -F-dC Derivate entwickelt, die

ähnliche stereoelektronische Eigenschaften und Reaktivität wie die Aldehyd Funktionalität von

2 -F-fdC besitzen, jedoch eine andere funktionelle Gruppe tragen. Aus chemischer Sicht

besitzen andere Carbonylfunktionalitäten oder Systeme mit einem vergleichbaren

elektrophilen Zentrum eine zum Aldehyd analoge Reaktivität. Ein Aldehyd stellt ein Elektrophil

dar mit dem Carbonylkohlenstoff als elektrophiles Zentrum, das in einem 1,2-Angriff von einem

Nukleophil angegriffen werden kann. Eingebettet im aromatischen System des Cytidins, stellt

die Aldehydgruppe von fdC auch eine Möglichkeit zum nukleophilen Michael-artigen 1,4-

Angriff, wie auch experimentell für fdC und cadC bestätigt wurde, dar.[93, 133, 199] Eine ähnliche

Reaktivität kann von einem Keton-, Sulfoxid- und Nitril-substituierten 2 -F-dC erwartet werden.

Diese funktionellen Gruppen sind einem Aldehyd in ihren elektronischen Eigenschaften als

auch in ihrer Reaktivität ähnlich. Für zellbiologische Verfüterungsexperimente wurden

folgende im Schema 4.7 abgebildeten 2 -F-fdC Analoga entwicklet: 2 -F-COMe-dC (31), 2 -F-

SOMe-dC (32), 2 -F-CN-dC (33).

Schema 4.7: Chemische Analoga von 2 -F-fdC, die bei zellbiologischen Verfütterungsexperimenten eingesetzt
werden, um den Mechanismus der Deformylierung von fdC im Genom näher zu untersuchen.

4.3.1.1 Synthese von 2 -F-fdC Analogon: 2 -F-COMe-dC (31)

Das Testmolekül 2 -F-COMe-dC (31) lässt sich retrosynthetisch aus kommerziell erwerblichem

2 -F-dU (34) darstellen. Essenziell für die Funktionalisierung ist die Aktiviterung der C-5-

Position der Base, die durch eine elektrophile Iodierung (21) erreicht werden kann. Die

Einführung der zwei Kohlenstoffatome des Carbonyls kann in Form einer Ethinylgruppe

ablaufen (35), die durch eine Pd-katalysierte Sonogashira Kreuzkupplung erfolgt. Ein so

eingeführtes terminals Alkin stellt ein maskiertes Carbonyl dar und lässt sich durch

Hydratisierung in das Methylketon 31 umwandeln. Eine retrosynthetische Analyse von 31 ist

im Schema 4.8 dargestellt.
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Schema 4.8: Retrosynthetische Analyse von Testmolekül 2 -F-COMe-dC (31).

In der Synthesestrategie von 31 wurden TBS-Gruppen für die Schützung der Ribose OH-

Gruppen verwendet um, zum einen die Löslichkeit der Intermediate in organischen Lösemitteln

zu erhöhen und zum anderen selektiv eine Funktionalisierung an der Nukleobase vornehmen

zu können. Das TBS-geschützten 2 -F-5-I-dU (21) wurde wie im Kapitel 3.1 beschrieben

darsgestellt und stellte die ideale Vorstufe für eine Pd-katalysierte C-C-

Bindungsknüpfungsreaktion dar. 21 wurde in einer Sonogashira-Hagihara Kreuzkupplung mit

Pd(PPh3)2Cl2, CuI, NEt3 und TMS-Acetylen zu 36 in einer Ausbeute von 79% umgesetzt. Eine

milde Abspaltung der Alkin-TMS Schutzgruppe durch Behandlung Na2CO3 lieferte das 5-
Acetylen-Uridinderivat 35. Das terminale Alkin 35 konnte durch eine Hydratisierung mit

Trifluoressigsäure und Wasser zum ensprechenden Carbonyl-substituierten Nukleosid 37
umgewandelt werden. Eine Aktivierung der C-4 Position des Uridins mit Triisopropyl-

sulfonylchlorid und DMAP mit einer darauffolgenden nukleophilen Substitution mit wässrigem
Ammoniak führte zum carbonyl-funktionalisierten Cytidinderivat 38. Eine finale Entschützung

der TBS-Gruppen mit HF Pyridin lieferte nach einer HPLC Aufreinigung 2 -F-5-COMe-dC (31)

in exzellenter Reihheit. Das Syntheseschema zum Testmolekül 31 ist im Schema 4.9
dargestellt.

Schema 4.9: Syntheseschema des Methylketon-substituierten 2 -F-dC Derivats 31 ausgehend von 21.
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4.3.1.2 Synthese von 2 -F-fdC Analogon: 2 -F-SOMe-dC (32)

Das Sulfoxid-Analogon von 2 -F-fdC 32, das eine C-S Verknüpfung an der Nukleobase besitzt,

kann ausgehend von kommerziell erwerblichem 2 -F-dU (34) dargestellt werden. Die

Schlüsselschritte dieser Synthesetrategie beinhalten eine 5-Funktionalisierung der

Nukleobase, eine Einführung der Methylsulfonyl Funktionalität durch eine C-S-Bindungs-

knüpfungsreaktion und eine kontrollierte Oxidation des Schwefel Atoms zum entsprechenden

Sulfoxid. Da Alkylsulfoxide eine Prädisposition zur Oxidation zu Sulfonen als auch zur C-H

Deprotonierung besitzen, sollte die Oxidation zum Sulfoxid an einem späten Zeitpunkt der

Synthese erfolgen. Aus diesen Überlegungen ergibt sich folgende retrosynthetische Strategie

(Schema 4.10): eine 5-Funktionalisierung der Nukleobase zum iodiertem Nukleosid 21,

Einführung des Sulfans (39) gefolgt von einer Aminierung des Uridins. Im Anschluss erfolgt

die Oxidation des Schwefels zum Sulfoxid 32.

Schema 4.10: Retrosynthetische Analyse von Testmolekül 2 -F-SOMe-dC (32).

Ausgehend von kommerziell erhältlichem 2 -F-dU wurde wie im Kapitel 3.1 beschrieben, das

5-iodierte 2 -F-dU (21) dargestellt. 21 wurde mit NaH intermediär am N-3 als Na-Salz geschützt

und konnte mit n-BuLi durch einen Iod-Lithium Austausch in ein lithiiertes C-5-Nukleophil

umgewandelt werden. Nach Zugabe von Me2S2 fungiert das C-5-lithiierte Nukleosid als C-
Nukleophil und greift am Schwefel des Me2S2 an. So ließ sich 21 one pot funktionalisieren und

führte in 82% zum sulfinyliertem Uridinderivat 39. Eine Aminierung des C-4 in zwei Schritten

mit Triisopropylsulfonylchlorid und DMAP, mit anschließender Aminolyse mit Ammoniak ergab
das Cytidinderivat 40. Eine milde Oxidation des Thiol Schwefels mit mCPBA (41) und eine

Abspaltung der TBS-Gruppen mit HF Pyridin lieferte nach HPLC Aufreinigung das Sulfoxid-
funktionalisierte Testmolekül 32 in exzellenter Reinheit. Das Syntheseschema zur Darstellung

von 32 ist im Schema 4.11 abgebildet.
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Schema 4.11: Syntheseschema des Sulfoxid-substituierten 2 -F-dC Derivats 32 ausgehend von 21.

4.3.1.3 Synthese von 2 -F-fdC Analogon: 2 -F-CN-dC (33)

Bei der Synthese von 5-Cyano substituiertem 2 -F-dC (33) ist die Einführung der Cyano

Gruppe der entscheidende Schritt. Die Cyano-Gruppe lässt sich retrosynthetisch durch

Dehydratisierung eines Carbonsäureamids darstellen. Die Einführung des Carbonsäureamids

(42) kann ausgehend von einem halogeniertem Nukleosid (21) über eine Pd-katalysierte C-C-

Kreuzkupplung mit einer anschließenden Aminolyse erfolgen. Die Retrosynthetische Analyse

des 5-Cyano 2 -F-dC (33) ist in Schema 4.12 abgebildet.

Schema 4.12: Retrosynthetische Analyse von Testmolekül 2 -F-CN-dC (33).

Analog zu den in vorherigen Abschnitten beschriebenen Synthesewegen von Methylketon-
(31) und Methylsulfoxid-substituiertem 2 -F-dC (32) wurde das Cyanoderivat 33 ausgehend

von 5-iodiertem 2 -F-dU (21) hergestellt. In einer carbonylativen C-C-Kreuzkupplungsreaktion

katalyisert duch Pd(MeCN)2Cl2 in Anwesenheit von DIPEA und PhOH in einer CO Atmosphäre

wurde 21 in das 5-Phenoxycarboxyl 2 -F-dC (43) in sehr guten Ausbeuten (91%)

umgewandelt. Eine Aktivierung des C-4 Kohlenstoffs der Nukleobase mit 1,2,4-Triazol und

POCl3 führte zum C-4 triazolyiertem Nukleosid, welches durch Zugabe von wässrigem NH3
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zum ensprechenden Cytidinderivat 42 führte. Unter diesen Bedingungen wurde gleichzeitig

das Phenoxycarboxyl aminolysiert und zum Carbonsäureamid 42 umgewandelt. Durch

dehydratisierende Reaktionsbedingungen mit Triflouressigsäureanhydrid wurde das

Carbonsäureamid 42 in das 5-Cyano substituierte Nukleosid 44 überführt. Die

Dehydratisierung von Carbonsäureamid 42 zum Nitril 44 konnte in einer isolierten Ausbeute

von 66% erzielt werden. Eine Abspaltung der TBS-Schutzgruppen mit HF Pyridin lieferte nach

HPLC Aufreinigung das freie Nukleosid 5-CN-2 -F-dC (33). Der entsprechende Syntheseweg

zur Darstellung des Cyanoanalogon des 2 -F-fdC (33) ist im Schema 4.13 abgebidlet.

Schema 4.13: Syntheseschema des Nitril-substituierten 2 -F-dC Derivats 33 ausgehend von 21.

4.3.2 Entwicklung und Synthese von cadC Analoga

Für die Struktur-Aktivitäts-Beziehungsstudie von cadC wurde ein Nukleosidderivat von 2 -F-

cadC entwickelt, das eine funktionelle Gruppe besitzt, die chemisch zu einer Carbonsäure

analog ist, jedoch eine andere Reaktivität besitzt. Carbonsäurederivate neigen zu einer

entropisch begünstigten Abspaltung von CO2. Ein Carbonsäureamid besitzt eine chemisch

und elektronisch analoge Struktur, kann jedoch nicht spontan analog zu einer

Decarboxylierung defunktionalisiert werden. Aus diesem Grund wurde ein Carbonsäureamid

funktionalisiertes 2 -F-dC 45 synthetisiert und in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten

als 2 -F-cadC Analogon eingesetzt (Schema 4.14)
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Schema 4.14: Chemisches Analogon von 2 -F-cadC 45, das bei zellbiologischen Verfütterungsexperimenten
eingesetzt wird, um den Mechanismus der Decarboxylierung von cadC im Genom näher zu
untersuchen.

4.3.2.1 Synthese von 2 -F-cadC Analogon: 2 -F-CONH2-dC (45)

Die Synthesestrategie des 5-CONH2-2 -F-dC (45) verläuft analog zum im letzten Abschnitt

beschriebenen Cyano substituierten Derivat 33. Die Einführung der Carbonsäureamid

Funktionalität erfolgt über eine Aminolyse eines Phenoxycarboxyl-substituierten Uridin

Derivats 43. Der Phenoxycarbonsäureester kann über eine carbonylative Pd-katalysierte

Kreuzkupplung dargestellt werden (Schema 4.15)

Schema 4.15: Retrosynthetische Analyse von Testmolekül 2 -F-CONH2-dC (45).

Die Synthese von 45 wurde analog zur Synthese von 5-CN-2 -F-dC (33, Schema 4.13)

durchgeführt. Das TBS-geschützte Carbonsäureamid funktionalisierte Nukleosid 42 lieferte

nach Reaktion mit HF Pyridin nach einer HPLC Aufreinigung das 2 -F-cadC Analogon 45 wie

dem Schema 4.16 zu entnehmen ist.
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Schema 4.16: Syntheseschema des Amid-substituierten 2 -F-dC Derivats 45 ausgehend von 21.

4.3.3 Zellbiologische Fütterungsdaten

Die 2 -F-fdC Analoga 2 -F-COMe-dC (31), 2 -F-SOMe-dC (32), 2 -F-CN-dC (33) sowie das 2 -

F-cadC Analogon 2 -F-CONH2-dC (45) wurden in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten

eingesetzt. Es wurde untersucht, ob die in das Genom der untersuchten Zellen eingebaut

werden und dort ein C-X-Bindungsbruch stattfindet. Hierzu wurden die Testmoleküle in einer

Konzentration von 350 M im Zellmedium an die Neuro-2a Zelllinie (N2a) verfüttert und für

72 h inkubiert. Im Anschluss wurde die genomische DNA sowie das Zytosol isoliert und

massenspektrometrisch untersucht. Im löslichen Nukleosidpool sollte zunächst geprüft

werden, ob die verfütterten Testmoleküle in die Zelle aufgenommen wurden und im

zytosolischen Medium stabil sind. In der genomischen DNA, sollte mittels

Massenspektrometrie untersucht werden, ob die jeweiligen Testmoleküle ins Genom

eingebaut wurden und ob sie zum 2 -F-dC metabolisiert wurden. Der experimentelle Aufbau
dieser Studie ist in Abbildung 4.16 abgebildet.
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Abbildung 4.16: Experimenteller Aufbau der Verfütterungsexperimente der 2 -F-fdC und 2 -F-cadC Analoga.

Die Ergebnisse der Verfütterungsstudien der Nukleosidanaloga sind in der Abbildung 4.17
bildlich dargestellt. Die vier verschiedene Testmoleküle 2 -F-COMe-dC (31), 2 -F-SOMe-dC

(32), 2 -F-CN-dC (33) und 2 -F-CONH2-dC (45) konnten alle im Zytosol der untersuchten Zellen

mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass diese

Nukleoside in die Zelle aufgenommen werden können. Es wurden keine anderen 2 -fluorierten

Nukleoside im Zytosol detektiert. Insbesondere war auch kein 2 -F-dC (16) als Abbauprodukt

einer möglichen Defunktionalisierungsreaktion nachweisbar. Insgesamt lässt dies daraus

schließen, dass die untersuchten Testmoleküle unter physiologischen Bedingungen stabil

sind. Bei der Analyse der genomischen DNA hingegen zeigte sich jedoch, dass die

Testmoleküle 31, 32, 33 und 45 bei der verwendeten Zelllinie nicht ins Genom eingebaut

wurden, da weder die verfütterten Testmoleküle 31, 32, 33 und 45, noch deren potentielles

Defunktionalisierungsprodukt 2 -F-dC (16) in der genomischen DNA detektiert wurden.

Interessanterweise wurde im Fall des 2 -F-SOMe-dC (32) 2 -fluoriertes dC (16) in der DNA

detektiert. Der Einbau des 2 -F-SOMe-dC (32) konnte jedoch nicht direkt nachgewiesen

werden. Es findet also eine Defunktionalisierung dieses Sulfoxid-derivatisierten Nukleosids
unter physiologischen Bedingungen in der Zelle statt. Obwohl 32 nicht direkt in der DNA

detektiert wurde, legt das Nichtvorhandensein des 2 -F-dC (16) im Zyotsol nahe, dass dieser

C-S-Bindungsbruch ein genomischer Prozess sein könnte.



4 Unveröffentlichte Arbeiten

142

Abbildung 4.17: Ergebnisse der Verfütterungsstudien der vier verschiedenen Testmoleküle 2 -F-COMe-dC (31),
2 -F-CN-dC (33), 2 -F-CONH2-dC (45) und 2 -F-SOMe-dC (32). Alle vier Nukleoside konnten im
Zytosol nachgewiese werden. Nur im Fall von 32 wurde 2 -F-dC (16) im Genom detektiert.

Ein möglicher Desulfinylierungsmechanismus ist in Schema 4.17 abgebildet. Für diesen

Prozess wird analog zur Deformylierung ein nukleophiler Angriff an der C-6 Position der

Nukleobase postuliert. Für die Deformylierungsreaktion wurde sowohl in vitro als auch in vivo

gezeigt, dass der Angriff eines Nukleophils an der Nukleobase für den C-C-Bindungsbruch

erforderlich ist.[93, 133, 199] Nach einem Michael-ähnlichen Angriff des Nukleophils an C-6 und

anschließender Protonierung des N-3 erfolgt eine Imin-Enamin Tautomerie unter Protonierung

von C-5. Nach einem nukleophilen Angriff von Wasser am elektrophilen Schwefel erfolgt der

Austritt der Abgangsgruppe Methylsulfinsäure unter gleichzeitiger Abspaltung des

Helfernukleophils und Rearomatisierung. Anschließende Deprotonierung führt zum

desulfinylierten 2 -F-dC.
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Schema 4.17: Potentieller Mechanimus einer Defunktionalisierung von 2 -F-SOMe-dC (32) durch einen C-S
Bindungsbruch initiiert durch einen 1,4-artigen Angriff eines Nukleophils.

Eine Quantifizierung der aus der Desulfinylierung von 2 -F-SOMe-dC (32) resultierenden

Produkte ergab für 2 -F-dC (16) eine Menge von 6.3x10-5/dN im Genom. Vergleichbare

Mengen (1.3x10-5/dN 2 -F-dC) wurden bei Verfütterung von 2 -F-fdC an N2a-Zellen detektiert.

Dies lässt darauf schließen, dass eine potenzielle Desulfinylierung von 2 -F-SOMe-dC (32)

mittels eines C-S-Bindungsbruchs eine ähnliche Effizienz wie die Deformylierung von 2 -F-fdC

(14) aufweist. Fraglich ist jedoch, weshalb 32 selbst nicht in der genomischen DNA

nachgewiesen werden konnte. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass eine

Desulfinylierungsreaktion im Vergleich zu Deformylierung schneller abläuft und das

eingebaute 2 -F-SOMe-dC (32) zum untersuchten Zeitpunkt zum Großteil defunktionalisiert

war und in nicht detektierbaren Mengen vorlag. Aus empirischen Erfahrungen kommt es bei

Schwefel-haltigen Nukleosiden zu einer verstärkten Signalunterdrückung durch

Ionensupression in MS Analysen vor. Analog zu 2 -F-cadC könnte das zu einer erschwerten

Detektion des Analogons führen. Interessanterweise waren zum gemessenen Zeitpunkt von

72 h bereits signifikante Menge des remethylierten 2 -F-mdC detektiertbar. Die genomischen
Level von 2 -F-mdC lagen bei Verfütterung von 32 bei 1.4x10-6/dN, was einem Anteil von 2.2%

von 2 -F-dC entspricht. Im Vergleich dazu, wurden bei der Verfütterung von 2 -F-fdC an N2a

zellen 2.5% der deformylierten 2 -F-fdC zu 2 -F-mdC remethyliert. Die Quantifizierungsdaten
der im Genom detektierten 2 -fluorierten Nukeloside nach Verfütterung von 2 -F-SOMe-dC (32)

sind in der Abbildung 4.18 dargestellt.
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Abbildung 4.18: Darstellung der Quantifizierungsdaten der 2 -fluorierten Nukleoside im Genom der N2a Zellen
nach Verfütterung von 2 -F-SOMe-dC (32). Die Daten repräsentieren ein technisches Triplikat.
Es wurden absolute Mengen von 6.3x10-5/dN 2 -F-dC/dN und 1.4x10-6/dN 2 -F-mdC/dN im
Genom detekiert. 2 -F-SOMe-dC konnte nicht detektiert werden (n.d.).

4.3.4 Zusammenfassung und Ausblick

In Anlehnung an die Struktur von 2 -F-fdC und 2 -F-cadC wurden im Rahmen dieser Arbeit vier

verschiedene Nukleosid Analoga synthetisiert: 2 -F-COMe-dC (31), 2 -F-SOMe-dC (32), 2 -F-

CN-dC (33) und 2 -F-CONH2-dC (45). Bei diesen Nukleosid Derivaten handelt es sich um

Moleküle welche im Vergleich zu 2 -F-fdC (14) und 2 -F-cadC (15) eine strukturell und

elektronisch ähnliche Funktionalität an der C-5-Position der Nukleobase aufweisen. Die

Synthese aller dieser neuartigen Nukleosidanaloga konnte ausgehend von 2 -fluoriertem 5-

Iodo Desoxyuridin (21) in guten Ausbeuten durchgeführt werden. Die anschließenden

zellbiologischen Verfütterungsexperimente an N2a Zellen zeigten, dass alle Testmoleküle in

die Zelle aufgenommen wurden, da sie alle in der zytosolischen Fraktion detektiert wurden.

Keines der Testmoleküle konnte in der genomischen DNA nachgewiesen werden. Im Falle
von 2 -F-SOMe-dC (32) konnte jedoch desulfinyliertes 2 -F-dC sowie dessen

Remethylierungsprodukt im Genom identifiziert und quantifiziert werden. Dieses Ergebnis legt
die Vermutung nahe, dass beim 2 -F-SOMe-dC (32) ein intragenomischer C-S-Bindungsbruch

stattfinden könnte. Eine weitere Untersuchung zur Verifikation des Einbaus von diesem 2 -F-

fdC Analogon in die DNA könnte mit Hilfe von zeitaufgelösten Verfütterungsexperimenten

weiter beleuchtet werden. Insgesamt legt die hier durchgeführte Studie nahe, dass eine

Defunktionalisierung von 5-modifizierten dC Derivaten im Genom möglicherweise nicht nur auf
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5-Formyl- und 5-Carboxyl-dC Deirvate beschränkt sein könnte. Die wesentliche Hürde für die

Untersuchung des Prozesses scheint nicht die Defunktionalisierung der C-5 modifizierten dC

Derivate zu sein, sondern die Detektion von deren Einbau ins Genom. Möglicherweise könnten

auch andere funktionelle Gruppen als die natürlichen 5-Formyl- und 5-Carboxyl-dC Derivate

Ziel dieses Defunktionalisierungsprozesses sein. Genauere Studien zum Sulfoxid Analogon

des 2 -F-fdC hinsichtlich dessen Einbau und Defunktionalisierung im Genom insbesondere im

Vergleich zum 2 -F-fdC könnten in diesem Zusammenhang durchaus von großem Interesse

sein. Hierzu könnten zum Beispiel beide Testmoleküle in einem kompetitiven

Verfütterungsexperiment eingesetzt werden, um zu zeigen, ob die Rate der Deformylierung

durch die Answesenheit eines 2 -F-fdC Analogons beinträchtigt wird. Hierzu könnte eine

Kombination von einem 2 -fluoriertem und einem isotopenmarkierten Testmolekül verwendet

werden.

Im Bereich von 2 -F-cadC Analoga konnte ein Einbau von 2 -F-CONH2-dC (45) in das Genom

der N2a Zellen nicht nachgewiesen werden. Weitere Analoga, wie das von Eveliina Ponkkonen

entwickelte 5-NO2 Derivat des 2 -F-dC, konnten ebenfalls nicht in die genomische DNA der

N2a Zellen eingebaut werden. Da aus der Studie mit 2 -F-cadC bekannt ist, dass nach einer

Verfütterung des triphosphorylierten Nukleosids mit einem Nukleotid Transporter der Einbau

ins Genom möglich und viel effizienter ist, könnte dieser Ansatz ebenfalls mit dem Nitro-

substitiertem Nukleosid und den oben genannten Analoga in weiteren Experimeten untersucht

werden. Insgesamt stellen die hier gezeigten fdC und cadC Analoga einen vielversprecheden

Ansatzpunkt zur weiteren Untersuchung der Defunktionalisierung dieser epigenetisch

bedeutenden DNA-Modifikationen dar.

4.3.5 Projektbeiträge

Im Rahmen dieser Arbeit habe ich die Entwicklung und Synthese der 2 -F-fdC und 2 -F-cadC
Analoga 2 -F-COMe-dC (31), 2 -F-SOMe-dC (32), 2 -F-CN-dC (33) und 2 -F-CONH2-dC (45)

durchgeführt. Die Zellkulturversuche sowie die Isolation aller DNA-Proben und löslichem

Nukleosidpool wurden von  durchgeführt. Neben der Synthese der

Testmoleküle führte ich die Entwicklung der massenspektrometrischen Methoden für die

neuartigen Nukleoside, den enzymatischen Verdau, die Messung, Auswertung und

Interpretation der Daten durch.
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4.3.6 Material und Methoden

4.3.6.1 Synthesevorschriften und Analytik

Die Synthesevorschriften und Analytik sind im Kapitel 5.2.5 (2 -F-COMe-dC, 31), Kapitel 5.2.6

(2 -F-SOMe-dC, 32) , Kapitel 5.2.7 (2 -F-CN-dC, 33) und Kapitel 5.2.8 (2 -F-CONH2-dC, 45) zu

finden.

4.3.6.2 Enzymatischer Verdau

Der enzymatische Verdau der genomischen DNA und die Isolation des löslichen

Nukleosidpool aus den Fütterungsexperimenten mit den hier beschriebenen Testmolekülen

erfolgte wie im Kapitel 8.1 beschriebenen Protokoll.

4.3.6.3 UHPLC-MS/MS Analyse

Die quantitative UHPLC-MS/MS-Analyse der hydrolysierten DNA-Proben erfolgte wie im

Kapitel 8.2 beschrieben mit einem 1290 UHPLC-System von Agilent, welches über einen UV-

Detektor verfügt und mit einem 6490 Triple-Quadrupol Massenspektrometer von Agilent

verbunden war. Die Chromatographie wurde mit einer Poroshell 120 SB-C8 Säule (Agilent,

2.7 m, 2.1 mm × 150 mm) bei 35 °C mit einem Gradienten aus Wasser und Acetonitril mit

jeweils 0.0075 % (v/v) Ameisensäure durchgeführt. Der Fluss betrug 0.

. .9 min; 3. . .

.5 min; 80 % MeCN; 10. . .

Quellparameter waren dieselben wie unter 8.2 beschrieben. Die für die jeweiligen Analyten

spezifischen Parameter sind im Kapitel 5.3.3 in Tabelle 5.3 bis Tabelle 5.6 zusammengefasst.

2 -F-COMe-dC: Tabelle 5.3. 2 -F-SOMe-dC: Tabelle 5.4, 2 -F-CN-dC: Tabelle 5.5, 2 -F-

CONH2-dC: Tabelle 5.6.

4.3.6.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte wie im Kapitel 8.1 beschrieben. Die Kalibriergeraden der

verschiedenen Modifikationen wurden aus bereits veröffentlichten Publikationen der

Arbeitsgruppe verwendet.[133, 135, 188, 190] Die Kalibiriergeraden der quantifizierten Modifikationen

sowie deren Gültigkeitsbereiche sind im im Kapitel 5.3.4 in Tabelle 5.7 bis Tabelle 5.9
zusammengefasst. Die Darstellung der Daten erfolgte mit Graphpad Prism und Adobe

Illustrator.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Material und Methoden chemische Synthese

Chemische Synthese

Wenn nicht anders angegeben wurde, wurden alle Reaktionen unter Verwendung der

Standard-Schlenktechnik durchgeführt, wobei Argon als Schutzgas verwendet wurde.

Glasgeräte wurden vor jeder Reaktionsdurchführung mit einem Septum verschlossen, unter

Hochvakuum mit einer Heizluftpistole bei 600 °C ausgeheizt und unter Vakuum abkühlen

lassen. Feststoffe wurden unter einem leichten Argon Gegenstrom zugegeben.

Lösungsmittel

Für chemische Synthesen wurden über Molsieb getrocknete Lösemittel der Firma Acros

verwendet, weche unter trockenen Bedingungen in einem Argon-Gegenstrom entnommen

wurden. Für Extraktionen und Aufreinigungen mittels Säulenchromatographie wurden

Lösemittel technischer Güte verwendet, welche vor Benutzung destilliert wurden.

Verwendete Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Carbosynth, Carbolution, TCI, Fluka, Acros und

ABCR in Qualitätsstufen puriss, p.a. und purum bezogen und ohne weitere Aufreinigung

verwendet.

Reaktionen mit einem Druckautoklav (CO-Insertion)

Für Synthese formylierter und carboxylierter Nukleoside wurde ein Druckautoklav mit einer

CO-Atmosphäre von 3.5 bar verwendet. Bei dem Reaktor handelt es sich um ein Miniclav-

Glas-Druckreaktor mit einem Borosilikas-Glas 3.3 der Firma Büchi. Der Reaktor wurde vor der

Rektion im Ofen bei 100 °C ausgeheizt und unter einem leichten Argon-Strom abkühlen

gelassen. Für die kontrollierte Zugabe von Lösungen während der Reaktion wurde eine

Spritzenpumpe der Firma KD Scientific verwendet.

Dünnschichtchromatoraphie

Zur Kontrolle des Reaktionsvortschrittes, sowie zur Trennkontrolle bei

säulenchromatographischen Aufreinigungen wurden DC-Platten F254 (Kieselgel auf
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Aluminium) der Firma Merck verwendet. Aromatische, UV- und fluoreszenzaktive Substanzen

wurden unter einer UV-Lampe (  = 254 nm, 356 nm) beobachtet.

Für die Anfärbung der Substanzen auf der DC-Platte wurden folgende Lösungen verwendet:

 Ninhydrin (0.3 g), Eisessig (3.0 mL) und n-Butanol.

 KMnO4 (3.0 g), K2CO3 (20 g) und KOH (0.30 g) in destilliertem H2O (300 mL).

 Cer(IV)-ammoniummolybdat-Lösung, 120 g (NH4)6Mo7O24·24H2O und 5.0 g

Ce(NH4)4(NO3)6 in 800 mL H2SO4, 10%-ig.

Normalphasen-Säulenchromatographie

Die säulenchromatographische Aufreinigung von Rohprodukten wurde in geeigneten

Glassäulen unter variablen leichten Stickstoffüberdrücken nach der Flash-Technik

durchgeführt. Als stationäre Phase wurde Kieselgel 60 der Firma Merck (Korngröße:

0.063 nm 0.200 nm) verwendet. Angemessene Elutionsmittel wurden über Dünnschicht-

chromatographie (DC) ermittelt. Fraktionen wurden in Regenzgläsern gesammelt und mit Hilfe

von DC oder LC-MS analysiert.

Rotationsverdampfer

Zur Destillation der Lösemittel unter vermindetem Druck wurde ein Rotationsverdampfer

Laborota 4000 der Firma Heidolph verwendet. Sofern nicht abweichend angegeben, wurden

Lösemittel bei 40 °C entfernt.

Bidestilliertes Wasser

Für HPLC-Aufreinigungen und für biochemische Experimente wurde Wasser aufgereinigt mit

einer MiliQ-Anlage der Firma Sartorius verwendet.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Zur Aufreinigung von Endverbindungen wurde ein semipräparatives HPLC-Trennverfahren an

einem Breeze-System der Firma Waters, das aus einer 1525 Binary HPLC Pump und einem

2487 UV/Vis Detektor besteht, oder an einem Agilent 1260 Infinity II 400 bar-Pumpensystem

mit einem Agilent 1260 Infinity II VWD bei 260 nm, durchgeführt. Als stationäre Phase wurden

VP 250/10 Nucleosil 100-7 C18 oder Nucleodur (250/10 mm, C18ec, 5 m) reversed-phase

Chromatographiesäulen der Firma Macherey & Nagel bei einer Flussrate von 5.0 mL/min

verwendet. Für analytische Untersuchungen wurde ein Waters Separationsmodul e2695 in

Kombination mit einem 2487 UV/Vis Detektor (Waters) oder einem Agilent 1260 Infinity II 800
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bar Flexible Prime-Pumpensystem mit einem Agilent 1260 Infinity II MWD bei 260 nm

verwendet. Als stationäre Phase dienten 120/3 Nucleosil C18-Chromatographiesäulen der

Firma Marcherey & Nagel bei einer Flussrate von 0.5 mL/min oder 1.0 mL/min verwendet. Das

für die HPLC Auftrennungen eingesetzten Laufmittelsystem bestanden aus doppelt

destilliertem Wasser (ddH2O) und Acetonitril (HPLC-grade). Falls gepufferte

Laufmittelsysteme verwendet wurden, sind diese bei den jeweiligen Vorschriften genau

angegeben.

pH-Meter

Ein pH-Meter MP 220 der Firma Mettler Toledo wurde für pH-Messungen verwendet. Dabei

wurde vor jeder Messung das Gerät mit einer pH = 4.0 und pH = 7.0 Standardlösung kalibriert.

Lyophilisation

Zum Entfernen der Lösemittel mittels Gefriertrockung wurden die Lyophille 2-4 LD plus der

Firma Christ verwendet. Die zu entfernenden Lösemittel wurden dabei zuvor mit flüssigem

Stickstoff eingefroren.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Eindimensionale 1H-NMR-Spektren wurden größtenteils an einem Bruker Ascend 400 NMR-

Spektrometer aufgenommen. Eindimensionale 1H-, 13C-, 19F- sowie 15N-NMR-Spektren sowie

zweidimensionale 1H- und 13C-Spektren (COSY, HSQC und HMBC) zur genauen

Charakterisierung der hergestellten Verbindungen wurden von der Abteilung für NMR-

Spektroskopie des Hauses F des Departments Chemie und Pharmazie der LMU München,

namentlich von Dr. David Stephenson und Claudia Dubler, durchgeführt. Bei diesen

Messungen wurden als Spektrometer die Geräte Bruker Avance III HD 400, Varian NMR-

System 600 und Bruker Avance III HD mit Cryo-Kopf 800 verwendet. Die chemischen

Verschiebungen sind in ppm (parts per million) angegeben, welche sich auf die Mitte des

jeweiligen Kopplungsmusters beziehungsweise auf die Ausdehnung des Multipletts beziehen.

Als interner Standard relativ zu den chemischen Verschiebungen dienten die verwendeten

deuterierten Lösemittel. Die Multiplizitäten der Signale werden als s (Singulet), d (Duplet), t

(Triplet), q (Quartet), m (Multiplet) bzw. deren Kombinationen angegeben. Außerdem ist zu

beachten, dass die Angaben der Multiplizitäten phänomenologisch sind. Das heißt, dass die

Daten entsprechend ihrer Erscheinung und nicht ihrer theoretisch zu erwartenden Multiplizität

angegeben wurden. Kopplungskonstanten sind in Hertz (Hz) angegeben und beziehen sich,

sofern nicht anders angegeben, auf H-H-Nah- und Fernkopplungen. Im Fall, dass Signale nicht
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eindeutig zugeornet werden konnten und austauschbar sind, wurden die zugehörigen Atome
I II net. NMR Spektren wurden mit der Software Mestrenova

ausgewertet. Die angegebene Nummerierung der Atome folgt nicht entsprechenden IUPAC

Regeln.

Massenspektrometrie (LC-MS, HR-ESI, HR-EI, Orbitrap, QQQ-MS, MALDI)

Niederaufgelöste ESI-Massenspektrometrie zur Reaktionskontrolle wurde über

Direkteinspritzung bzw. mit Flüssigchromatographie-Kopplung (LC-MS) an einem

Massenspektrometer MSQ Plus der Firma Thermo Scientific durchgeführt. Dem genannten

Massenspektrometer ist ein Flüssigchromatographie- sowie Einspritzsystem Diones

Ulimate3000 des gleichen Herstellers vorgeschaltet. Hochaufgelöste Massenspektrometrie

(HR-ESI/HR-EI-MS) wurde von der Abteilung für Massenspektrometrie des Departments für

Chemie udn Pharmazie der LMU München, namentlich von Dr. W. Spahl und S. Kosak

durchgeführt. Die Spektren wurden mit einem LTQ-FTI-CR der Firma Finnigan aufgenommen.

EI Spektren wurden mit einer QExactive der Firma Thermo Fisher angefertigt.

Für die Analyse von Oligonukleotiden per MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde ein Bruker

Autoflex II verwendet. Die Proben wurden vor der Messung unter Verwendung von 0.025 um

Filtern (Millipore) entsalzen und anschließend mit einer HPA-Matrix (3-Hydroxypicolinsäure)

cokristallisiert.

Infrarotspektroskopie (IR)

Aufnahme von IR-Spektren erfolgte mit einem BX FT-IR System von Perkin-Elmer mit einer

Diamant-ATR (attenuated total reflection) Einheit. Feststoffe wurden dabei entweder zuvor in

wenig Dichlormethan gelöst, ein Tropfen der Lösung auf die ATR-Einheit gegeben und das

Lösemittel verdampft, oder wurden die Feststoffe direkt auf die ATR-Einheit gegeben und mit

einem Stempel auf der ATR-Einheit verdichtet Öle und flüssige Verbidnungen wurden als

Filme aufgetragen. Die Wellenzahlen sind in cm-1 angegeben und die Intensitäten der

erhaltenen Signale mit vs (sehr stark), s (stark), m (mittel), w (schwach) oder b (breit)

beschrieben.

UV/Vis-Spektroskopie

Zur Aufnahme von UV/Vis-Spetren wurde ein JASCO V650 Spektrometer verwendet. Es

wurden 100 Scans/min bei einem Wellenlängenintervall von 0.5 nm verwendet. Das

Lösemittel, in dem die zu analysierende Verbidnung gelöst war, wurde vor der Messung als

Blindprobe (blank) verwendet.
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5.2 Synthesevorschriften und Analytik

5.2.1 Allgemeine Reakionsvorschriften

5.2.1.1 Allgemeine Reakionsvorschrift I

In einem Polypropylen Rohr (Falcon tube) wurde eine TBS-geschützte Verbindung (1.0 Äq.)

in EtOAc (15 mL/mmol) gelöst und mit HF  Pyridin (70%, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 18 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt. Flüchtigen Bestandteile

wurden in vacuo entfernt, das erhaltene Rohprodukt in H2O aufgenommen und mit CH2Cl2
extrahiert. Die wässrige Phase wurde unter vermindertem Druck konzentriert und mittels

semipräparativer HPL-Chromatographie aufgereinigt um ein freies Nukleosid zu erhalten.

5.2.1.2 Allgemeine Reaktionsvorschrift II

Das Reaktionsgefäß eines Hochdruck-CO-Autoklaven wurde mit einem iodierten Nukleosid

(1.0 Äq.) und [Pd(MeCN)2Cl2] (0.05 Äq.) beladen und im geeigneten Alkohol ROH gelöst (bei

flüssigen Alkoholen) (20 mL/mmol) oder mit einer Lösung vom geeigneten Alkohol (5.0 Äq.)

ROH in Toluol (15 mL/mmol) versetzt. Der Reaktor wurde unter Rühren mit CO (3.5 bar)

gespült um zu testen, ob die Apparatur dicht ist. Anschließend wurde der Reaktor zwei Mal mit

CO (3.5 bar) gespült. Anschließend wurde DIPEA (2.0 Äq.) wurde zugegeben. Der Autoklav

wurde erneut unter eine CO-Druckatmosphäre (3.5 bar) versetzt und die Reaktionsmischung

wurde 18 h bei 65 °C gerührt. Das erhaltene Reaktionsgemisch wurde mithilfe einer Fritte über

SiO2 filtriert und mit Ethylacetat (100 mL) gewaschen. Nachdem die Lösungsmittel in vacuo

entfernt wurden, wurde das Rohprodukt säulenchromatographisch auf gereinigt

5.2.1.3 Allgemeine Reaktionsvorschrift III

Nach einer modifzierten Literaturvorschrift[93] wurde 1,2,4-Triazol (9.3 Äq.) in MeCN (11 mL)

gelöst, auf 0 °C gekühlt und 10 min bei 0 °C gerührt. POCl3 (2.3 Äq.) wurde langsam zugetropft

und die Reaktionsmischung wurde weitere 10 min bei 0 °C gerührt. Anschließend wurde NEt3

(8.7 Äq.) tropfenweise hinzugegeben und die Mischung wurde 20 min bei 0 °C gerührt. Im

nächsten Schritt wurde eine Lösung von der zu aminierenden Verbindung (1.0 Äq.) in MeCN

(5 mL/mmol) langsam hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur

gerührt und anschließend durch Zugabe einer gesättigten wässrigen NaHCO3-Lösung
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neutralisiert. MeCN wurde unter vermindertem Druck entfernt und die Lösung mit CH2Cl2
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet und die

Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt.

Das erhaltene Triazolderivat wurde in 1,4-Dioxan (20 mL/mmol) gelöst und tropfenweise mit

einer wässrigen Lösung von NH3 (25%, 5 mL/mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde

bei Raumtemperatur gerührt, durch Zugabe einer gesättigten wässrigen NH4Cl-Lösung

beendet und mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer

gesättigten wässrigen NaCl-Lösung gewaschen und anschließend über Na2SO4 getrocknet.

Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt und das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch

aufgereinigt um das aminierte Nukleosid zu erhalten.
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5.2.2 Synthese von 5-Formyl-2 -desoxy-(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-cytidin (1)

Schema 5.1: Syntheseschema des 13C5-15N2-markierten fdC (1) ausgehend von komerzielle erwerblichemn 13C6-
Glukose.
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5.2.2.1 2'-O-Acetyl-3',5'-di-O-benzoyl-(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-uridin (4)

Die für diese Synthese verwendete 13C5-1,2-Bis-O-acetyl-3,5-bis-O-benzoyl- -D-ribofuranose
(3) wurde in sechs literaturbekannten Schritten aus 13C6-Glukose hergestellt.[185] Die

isotopenmarkierte Ribose (3, 0.50 g, 1.12 mmol, 1.0 Äq.) und 15N2-Uracil (0.13 g, 1.29 mmol,

1.01 Äq.) wurden in Acetonitril (6.3 mL) gelöst, mit N,O-Bis-TMS-acetamid (0.68 g, 0.82  mL,

3.35 mmol, 3.0 Äq.) versetzt, 15 min bei Raumtemperatur und 15 min bei 60 °C gerührt.

Anschließend wurde TMSOTf (0.87 g, 0.71 mL, 3.91 mmol, 3.5 Äq) zugetropft und die

Reaktionslösung wurde 30 min bei 60 °C gerührt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde

die Reaktion durch Zugabe einer gesättigten wässrigen NaHCO3 (30 mL) beendet. Die

wässrige Phase wurde mit CH2Cl2 (5 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen wurden mit einer gesättigten NaCl-Lösung (100 mL) gewaschen und über Na2SO4

getrocknet. Alle flüchtigen Bestandteile wurden unter vermintertem Druck entfernt und das

Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1 iHexan/EtOAc =

1:2) aufgereinigt um das Nukleoisd 4 (0.40 g, 0.80 mmol, 73%) in Form eines gelben Öls zu

erhalten.
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.Rf = 0.40 (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 8.21 (d, 1JN-H = 91.4 Hz, 1H, N3-H), 8.08-8.05 (m, 4H, Ce-

f-H)*, 7.65-7.60 (m, 2H, Cg-H, Cl-H), 7.51-7.47 (m, 4H, Cj-k-H)*, 7.34 (dt, 3J = 8.2 Hz, 3JN-

H = 2.4 Hz, 1H, C5-H), 6.20 (d, 1JC-H = 168.7 Hz, 1H, -H), 5.74 (d, 1JC-H = 159.1 Hz, 1H, -

H), 5.58-5.57 (m, 1H, C6-H), 5.54 (d, 1JC-H = 154.6 Hz, 1H, -H), 4.79 (d, 1JC-H = 151.4 Hz,

1H, -H), 4.79 (d, 1JC-H = 151.4 Hz, 1H, -H), 4.63 (d, 1JC-H = 151.7 Hz, 1H, -H), 2.06

(s, 3H, Cb-H3).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 169.8 (Ca), 166.1 (Cc)*, 165.5 (Ch)*, 162.2 (d, 1JC-N =

9.3 Hz, C4), 150.0 (t, 1JC-N =18.2 Hz, C2), 139.3 (d, 2JC-N = 12.0 Hz, C5), 134.1 (2C,Ce)**, 133.9

(2C,Cf)**, 130.0 (2C,Cj)**, 129.8 (2C,Ck)**, 128.9 (2C,Cg ,Cl)**, 128.8 (2C, Cd ,Ci)**, 105.7 (d,
1JC-N = 33.4 Hz, C-6) 87.4 (dd, J = 45.3 Hz, J =13.7 Hz, ), 80.4 (t, J = 40.3 Hz, C4 ), 73.1 (t,

J = 42.0 Hz, ), 70.9 (t, J = 39.5 Hz, ), 63.8 (d, J = 42.0 Hz, ), 20.6 (Cb).

HRMS (ESI): berechnet für C20
13C5H21

15N2O9
- [(M-H)-]: 500.1361, gefunden 500.1364.

Die gemessenen Daten stimmen weitgehend mit der Literatur überein.[135]

5.2.2.2 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-
uridin (5)
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Nukleosid 4 (0.43 mg, 0.86 mmol, 1.0 Äq.) wurde in einer ethanolischen MeNH2-Lösung (33%,

5.4 mL) gelöst und 20 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktionslösung wurde unter

vermindertem Druck einkonzentriert, in H2O (30 mL) aufgenommen und so oft mit CH2Cl2
extrahiert bis die organischen Extrakte kein UV Signal auf der DC Platte gezeigt haben

(7 x 50 mL). Die wässrige Lösung wurde lyophilisiert und das in Form eines farblosen Pulvers

erhaltene freie 4a Nukleosid wurde ohne Aufreinigungsschritte für den nächsten Synthesschritt

eingesetzt.

Verbindung 4a (0.19 mg, 0.75 mmol, 1.0 Äq.) wurde in Pyridin (5 mL) gelöst, auf 0 °C abgekühlt

und tropfenweise mit 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan (0.26 g, 0.26 mL, 0.82 mmol,

1.1 Äq) versetzt und 18 h bei Raumtemperatur gerührt. Pyridin wurde in vacuo entfernt, der

Rückstand wurde in CH2Cl2 (50 mL) aufgenommen und mit einer gesättigten wässrigen NH4Cl

(20 mL) versetzt. Die wässrige Phase wurde mit CH2Cl2 (4 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen wurden mit einer gesättigten NaCl-Lösung (50 mL) gewaschen und über

Na2SO4 getrocknet. Alle flüchtigen Bestandteile wurden unter vermintertem Druck entfernt und

das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1 iHexan/EtOAc

= 1:1) aufgereinigt um das Nukleoisd 5 (0.16 g, 0.33 mmol, 37%) in Form eines gelben Öls zu

erhalten.

Rf = 0.29 (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 8.05 (d, 1JN-H = 90.3 Hz, 1H, N3-H), 7.66 (dt, 3J = 8.1 Hz,
3JN-H = 2.4 Hz, 1H, C5-H), 5.72 (d, 1JC-H = 173.3 Hz, 1H, -H), 5.70-5.67 (m, 1H, C6-H), 4.39

(d, 1JC-H = 150.8 Hz, 1H, -H), 4.27-3.91 (m, 4H, -H - -H), 1.11-0.98 (m, 28H,

Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 162.7 (d, 1JC-N = 9.8 Hz, C4), 149.7 (t, 1JC-N =19.2 Hz,

C2), 140.2 (d, 2JC-N = 13.7 Hz, C5), 103.7 (C6). 91.0 (dd, J = 43.0 Hz, J =13.4 Hz, ), 82.2 (t,
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J = 42.1 Hz, C2 ), 75.3 (t, J = 40.6 Hz, C3 ), 69.3 (t, J = 39.9 Hz, C4 ), 60.5 (d, J = 43.7 Hz, ),

17.6 (Cb)*, 17.5 (Cc)*, 17.4 (Ce)*, 17.4 (Cf)*, 17.2 (Ch)*, 17.1 (Ci)*, 17.0 (Ck)*, 17.0 (Cl)*, 13.5

(Ca)**, 13.0 (Cd)**, 13.0 (Cj)**, 12.7 (Cg)**.

HRMS (ESI): berechnet für C16
13C5H39

15N2O7Si2+ [(M+H)+]: 494.2399, gefunden 494.2406.

Die gemessenen Daten stimmen weitgehend mit der Literatur überein.[135]

5.2.2.3 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)- -O-phenoxy-thiocarbonyl
(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-uridin (46)

Verbindung 5 (0.16 mg, 0.32 mmol, 1.0 Äq.) wurde in MeCN (4.5 mL) gelöst, mit DMAP (0.11 g,

0.94 mmol, 2.9 Äq) und O-Phenyl-Chlorothionoformiat (80.0 mg, 70.0 mol, 1.5 Äq) versetzt

und 30 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktionslösung wurde mit einer gesättigten

wässrigen NH4Cl (10 mL) versetzt, MeCN wurde in vacuo entfernt und die wässrige Lösung

wurde mit CH2Cl2 (5 x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer

gesättigten NaCl-Lösung (50 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Alle flüchtigen

Bestandteile wurden unter vermintertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde

säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1 iHexan/EtOAc = 2:1) aufgereinigt um

das Nukleoisd 46 (97.0 mg, 0.15 mmol, 48%) in Form eines farblosen Schaums zu erhalten.
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Rf = 0.29 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 8.05 (d, 1JN-H = 92.3 Hz, 1H, N3-H), 7.73 (dt, 3J = 8.0 Hz,
3JN-H = 2.2 Hz, 1H, C5-H), 7.42 (d, 3J = 8.2 Hz, 2H, Co-H)*, 7.31 (t, 3J = 7.16 Hz, 2H, Cr-H),

7.12 (3J = 8.2 Hz, 2H, Cp-H)* 6.01 (td, 1JC-H = 162.9 Hz, 3J = 5.1 Hz 1H, -H), 6.15-5.69 (m,

2H, C6-H, -H), 4.74-3.45 (m, 4H, - - -H), 1.11-1.01 (m, 28H, Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 193.7 (Cm), 162.5 (d, 1JC-N = 9.58 Hz, C4), 153.4 (Cn),

149.3 (t, 1JC-N =18.5 Hz, C2), 139.4 (d, 2JC-N = 12.8 Hz, C5), 129.6 (2C, Co)*, 126.7 (Cr), 121.7

(2C, Cp)*, 102.3 (C6), 88.6 (dd, J = 43.0 Hz, J = 53.5 Hz, JC-N = 12.2 Hz, ), 83.7 (t, J =

41.9 Hz, ), 82.2 (t, J = 42.3 Hz, ), 68.1 (t, J = 41.0 Hz, ), 59.4 (d, J = 43.5 Hz, ),

17.4 (Cb)*, 17.4 (Cc)*, 17.3 (Ce)*, 17.3 (Cf)*, 17.2 (Ch)*, 17.2 (Ci)*, 17.0 (Ck)*, 17.0 (Cl)*, 13.4

(Ca)**, 13.0 (Cd)**, 13.0 (Cj)**, 12.4 (Cg)**.

HRMS (ESI): berechnet für C23
13C5H43

15N2O8SSi2+ [(M+H)+]: 630.2382, gefunden 630.2396.

Die gemessenen Daten stimmen weitgehend mit der Literatur überein.[135]
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5.2.2.4 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)- -desoxy-(1',2',3',4',5'-
13C5,N1,N3-15N2)-uridin (6)

Nukleosid 46 (97.0 mg, 0.15 mmol, 1.0 Äq.) wurde in Toluol (3 mL) gelöst, mit AIBN (5.0 mg,

30.8 mol, 0.2 Äq) und HSnBu3 (67.0 mg, 62.0 mol, 1.5 Äq) versetzt und nach der Freeze-

Pump-Thaw Technik entgast. Anschließend wurde die Reaktionslösung 1.5 h auf 75 °C

erwärmt, auf Raumtemperatur abkühlen lassen und mit H2O (15 mL) versetzt. Die wässrige

Phase wurde mit CH2Cl2 (4 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden

mit einer gesättigten NaCl-Lösung (50 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Alle

flüchtigen Bestandteile wurden unter vermintertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde
säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1) aufgereinigt um das Nukleoisd 6 (56.0

mg, 0.12 mmol, 76%) in Form eines farblosen Öls zu erhalten.

Rf = 0.34 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 9.60 (d, 1JN-H = 90.4 Hz, 1H, N3-H), 7.78 (dt, 3J = 8.1 Hz,
3JN-H = 2.2 Hz, 1H, C5-H), 6.04 (d, 1JC-H = 174.0 Hz, 3J = 5.6 Hz 1H, -H), 5.70-5.68 (m, 1H,
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C6-H), 4.51-3.55 (m, 5H, - - -H), 3.82 (d, 1JC-H = 133.3 Hz, 1H, -Ha)*, 2.26 (d,
1JC-H = 133.3 Hz, 1H, -Hb)*, 1.08-0.99 (m, 28H, Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 162.9 (d, 1JC-N = 9.4 Hz, C4), 149.8 (t, 1JC-N =18.5 Hz,

C2), 139.6 (d, 2JC-N = 13.0 Hz, C5), 101.6 (C6). 85.1 (t, J = 42.0 Hz, C4 ), 84.3 (dd, J = 36.4 Hz,
1JC-N = 10.4 Hz C1 ), 67.0 (t, J = 39.1 Hz, ), 60.0 (d, J = 37.0 Hz, C5 ), 39.9 (t, J = 37.0 Hz,

C2 ), 17.5-16.7 (8C, Cb-i), 13.4 (Ca)**, 12.9 (Cd)**, 12.8 (Cj)**, 12.4 (Cg)**.

HRMS (ESI): berechnet für C16
13C5H39

15N2O6Si2+ [(M+H)+]: 478.2450, gefunden 478.2451.

Die gemessenen Daten stimmen weitgehend mit der Literatur überein.[135]

5.2.2.5 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-5-iodo- -desoxy-(1',2',3',4',5'-
13C5,N1,N3-15N2)-uridin (9)

Die Reaktion wurde nach einer modifzierten Literaturvorschrift durchgeführt.[200] Nukleosid 6
(0.45 g, 0.94 mmol, 1.0 Äq.) wurde in Acetonitril (56 mL) gelöst, mit Iod (0.47 g, 1.88 mmol,

2.2 Äq.) und Ammoniumcer(IV)-nitrat (1.03 g, 1.88 mmol, 2.2 Äq.) versetzt. Die

Reaktionslösung wurde für 2.5 h bei 60 °C gerührt. Anschließend wurde die Reaktion durch

Zugabe einer gesättigten wässrigen NaHCO3-Lösung (50 mL) und einer gesättigten wässrigen

Na2S2O3-Lösung (50 mL) beendet. Acetonitril wurde in vacuo entfernt und die wässrige Phase

wurde mit CH2Cl2 (5 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer

gesättigten NaCl-Lösung (150 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen
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aller flüchtigen Bestandteile unter vermintertem Druck wurde das Rohprodukt

säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1) aufgereinigt um das Nukleoisd 9
(0.46 g, 0.76 mmol, 81%) in Form eines farblosen Schaums zu erhalten.

Rf = 0.60 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 8.45 (dd, 1JN-H = 92.2 Hz, 3JN-H = 2.2 Hz 1H, N3-H), 8.02

(t, 3JN-H = 2.0 Hz, 1H, C6-H), 5.99 (d, 1JC-H = 174.1 Hz, 3J = 6.4 Hz 1H, -H), 4.47 (d, 1JC-

H = 133.0 Hz 1H, -H), 4.13 (d, 1JC-H = 140.0 Hz 1H, -H), 4.01 (dd, 1JC-H = 140.0 Hz,
2J = 13.6 Hz 1H, -Ha)*, 3.77 (d, 1JC-H = 146.0 Hz ,1H, -Hb)*, 2.50 (d, 1JC-H = 133.2 Hz,

1H, -Ha)**, 2.28 (d, 1JC-H = 139.5 Hz, 1H, -Hb)**, 1.12-1.01 (m, 28H, Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 175.0 (d, 1JC-N = 9.4 Hz, C4), 150.1 (t, 1JC-N =18.5 Hz,

C2), 148.2 (d, 2JC-N = 12.8 Hz, C5), 110.5 (C6). 85.4 (t, J = 42.0 Hz, ), 85.0 (dd, J = 36.4 Hz,
1JC-N = 10.4 Hz ), 67.3 (t, J = 39.1 Hz, ), 59.3 (d, J = 37.0 Hz, ), 39.7 (t, J = 37.0 Hz,

), 17.5-16.7 (8C, Cb-i), 13.4 (Ca)**, 12.9 (Cd)**, 12.8 (Cj)**, 12.4 (Cg)**.

HRMS (ESI): berechnet für C16
13C5H38I15N2O6Si2+ [(M+H)+]: 604.1416, gefunden 604.1417.
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5.2.2.6 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-5-formyl- -desoxy-
(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-uridin (10)

Die Reaktion wurde nach einer modifizierten Literaturvorschrift durchgeführt.[184] Analog zur

ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT II wurden in einem Druckreaktor Pd2dba3 3

(77.0 mg, 74.6 mol, 0.1 Äq.), PPh3 (0.12 g, 0.45 mmol, 0.6 Äq.) und 9 (0.45 g, 0.75 mmol, 1.0

Äq.) vorgelegt und in Toluol (15 mL) gelöst. Das Reaktionsgefäß wurde unter Rühren mit CO

(3.5 bar) gefüllt um die Versiegelung des Aufbaus zu prüfen (3.5 bar CO für 15 min). Der

Vorgang wurde zur Sättigung der Reaktionslösung drei mal wiederholt. Die

Reaktionsmischung wurde auf 60 C erwärmt und eine Lösung von HSnBu3 (0.26 g, 0.24mL,

0.89 mmol, 1.2 Äq.) in Toluol (0.3 mL) mittels einer Spritzenpumpe über 15 h bei 65 °C und

3.5 bar CO zugetropft (40 µL/h). Anschließend wurde die Reaktionslösung über SiO2 filtriert,

mit EtOAc (100 mL) gespült und alle flüchtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck

entfernt. Säulenchromatographische Aufreinigung (SiO2, 10 w% K2CO3, iHexan/EtOAc = 3:1)
ergab das formylierte Nukleosid 10 (260 mg, 0.51 mmol, 69%) in Form eines gelblichen

Schaums.



5 Experimenteller Teil

163

Rf = 0.37 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3):  = 9.98 (s, 1H, C7-H), 8.48 (s, 1H, C6-H), 8.14 (d, 1JN-

H = 91.2 Hz, 1H, N3-H), 6.01 (d, 1JC-H = 174.5 Hz, 3J = 7.5 Hz 1H, -H), 4.47 (dd, 1JC-

H = 145.2 Hz, 3J = 8.1 Hz, 1H, -H), 4.17 (ddd, 1JC-H = 140.9 Hz, 3J = 13.0 Hz, 3J = 4.2 Hz

1H, -Ha)*, 4.03 (dd, 1JC-H = 140.0 Hz, 2J = 13.0 Hz 1H, -Hb)*, 3.84 (d, 1JC-H = 146.5 Hz

,1H, C4 )*, 2.53 (d, 1JC-H = 136.7 Hz, 1H, -Ha)**, 2.34 (d, 1JC-H = 136.7 Hz, 1H, -Hb)**,

1.10-1.01 (m, 28H, Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3):  = 185.3 (C7), 161.0 (d, 1JC-N = 9.5 Hz, C4), 145.3 (C2),

145.2 (C6), 110.8 (C5), 86.0 ( ), 85.5 (dd, J = 36.2 Hz, 1JC-N = 9.8 Hz ), 67.6 (t, J = 39.9

Hz, ), 60.3 (d, J = 43.9 Hz, ), 40.0 (t, J = 36.0 Hz, ), 17.4 (Cb)*, 17.3 (Cc)*, 17.2 (Ce)*,

17.2 (Cf)*, 17.1 (Ch)*, 17.0 (Ci)*, 17.0 (Ck)*, 16.8 (Cl)*, 13.5 (Ca)**, 13.0 (Cd)**, 12.7 (Cj)**, 12.5

(Cg)**.

HRMS (ESI): berechnet für C17
13C5H39

15N2O7Si2+ [(M+H)+]: 506.2399, gefunden 506.2401.
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5.2.2.7 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-(1,3-dioxan-2-yl)- -desoxy-
(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-uridin (11)

Nukelosid 10 (0.26 g, 0.54 mmol, 1.0 Äq.) wurde in CH2Cl2 (10 mL) gelöst, auf 0 °C abgekühlt

und mit 1,3-Propanediol 150 mg, 140 L, 2.05 mmol, 4.0 Äq.), Triethylorthoformiat (150 mg,

170 L, 1.03 mmol, 2.0 Äq.) and p-TSA (20.0 mg, 0.103 mmol, 0.2 Äq.) umgesetzt. Die

Reaktionmsichung wurde 30 min bei 0 °C und 24 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von H2O (20 mL) abgebrochen und mit CH2Cl2 (4 x 30 mL). extrahiert.

Verunigrten organischen Phasen wurde mit einer gesättigten, wässrigen NaCl-Lösung

(2 x 80 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Aufeinigung mittels

Säulenchromatographie (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1) ergab die Verbindung 11 (140 mg,

0.25 mmol, 48%) in Form eines farblosen Schaums.

Rf = 0.29 (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1).
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 8.15 (d, 1JN-H = 91.8 Hz, 1H, N3-H), 7.71 (d, 1H, 1JN-

H = 2.2 Hz, C6-H), 6.10 (dd, 1JC-H = 171.3 Hz, 3J = 6.5 Hz 1H, -H), 5.52 (s, 1H, C7-H), 4.57

(dd, 1JC-H = 144.4 Hz, 3J = 8.2 Hz, 1H, -H), 4.24-4.18 (m 2H, C7c-Ha, -Ha)*, 4.01-3.93

(m, 3H, C7c-Hb, C7a-Ha, -Hb)*, 3.81 (d, 1JC-H = 140.05 Hz ,1H, ), 3.76 (m, 1H, C7a-Hb)*,

2.51 (d, 1JC-H = 135.5 Hz, 1H, -Ha)**, 2.33 (d, 1JC-H = 135.5 Hz, 1H, -Hb)**, 2.19-2.12 (m,

1H, C7b-Ha)***, 1.96-1.95 (m, 1H, C7b-Hb)***,  1.15-1.04 (m, 28H, Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 161.1(d, 1JC-N = 9.7 Hz, C4), 149.6 (t, 1JC-N = 9.7 Hz, C2),

138.9 (d, 1JC-N = 12.9 Hz, C6), 112.7 (d, 1JC-N = 6.69 Hz, C5), 95.4 (C7),  85.2 (t, J = 40.5 Hz,

), 85.5 (dd, J = 36.2 Hz, 1JC-N = 11.4 Hz ), 70.2 (t, J = 39.1 Hz, ), 61.9 (d, J = 44.5 Hz,

), 40.0 (t, J = 38.3 Hz, ), 31.6 (C7a)*, 25.7 (C7c)*, 17.6 (Cb)/*, 17.6 (2C, Cc,e)**, 17.5

(Cf)**, 17.4 (Ch)**, 17.2 (Ci)**, 17.1 (Ck)**, 17.0 (Cl)**, 14.4 (C7b), 13.5 (Ca)***, 13.3 (Cd)***,

12.9 (Cj)***, 12.7 (Cg)***.

5.2.2.8 -(1,1,3,3,-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-(1,3-dioxan-2-yl)- -desoxy-
(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-cytidin (12)

Verbidnung 11 (140 mg, 0.25 mmol, 1.0 Äq.) wurde in CH2Cl2 (2.5 mL) gelöst, auf 0 °C gekühlt

und und mit DMAP (6.0 mg, 49.7 mol, 0.2 Äq.) und NEt3 (0.34 mL, 0.25 g, 2.48 mmol,

10.0 Äq.) versetzt. Bei 0 °C wurde TPS-Cl (110 mg, 0.37 mmol, 1.5 Äq.) portionsweise über

einen Zeitraum von 30 min zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur

erwärmen lassen und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe

einer gesättigten wässrigen NH4Cl-Lösung (10 mL) neutralisiert, und mit CH2Cl2 (3 x 30 mL)
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extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet und die

Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere

Aufreinigungsschritte weiter umgesetzt.

Das erhaltene Rohprodukt (0.25 mmol, 1.0 Äq.) wurde in 1,4-Dioxan (5 mL) gelöst und

tropfenweise mit einer wässrigen Lösung von NH4OH (25% aq., 1.5 mL) versetzt und für 20 h

bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer gesättigten wässrigen

NH4Cl-Lösung (20 mL) beendet und mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen wurden mit einer gesättigten wässrigen NaCl-Lösung (100 mL)

gewaschen und anschließend über Na2SO4 getrocknet. Lösungsmittel wurden in vacuo

entfernt und das Rohprudukt säulenchromatographisch aufgereinigt (SiO2, CH2Cl2/MeOH =
50:1) um die Verbindung 12 in Form eines gelblichen Schaums (92 mg, 0.16 mmol, 66%) zu

erhalten.

Rf = 0.44 (SiO2, CH2Cl2/MeOH = 10:1).

1H NMR (600 MHz, CDCl3): /ppm = 7.81 (d, 1H, 1JN-H = 2.5 Hz, C6-H), 6.03 (dd, 1JC-

H = 171.1 Hz, 3J = 6.4 Hz 1H, -H), 5.26 (s, 1H, C7-H), 4.52-3.60 (m, 8H, -H - -

H, C7a-c), 2.53 (d, 1JC-H = 122.5 Hz, 1H, -Ha)*, 2.29 (d, 1JC-H = 122.5 Hz, 1H, -Hb)*, 2.24-

2.13 (m, 1H, C7b-Ha)**, 1.49-1.45 (m, 1H, C7b-Hb)**,  1.12-0.90 (m, 28H, Ca-l-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): /ppm = 163.3 (d, 1JC-N = 5.9 Hz, C2)*, 163.3 (d, 1JC-N = 6.0 Hz,

C4)*, 140.2 (t, 1JC-N = 13.9 Hz, C6), 103.4 (C5), 100.1 (C7), 85.2-84.6 (m, 2C, ), 67.3

(t, J = 38.3 Hz, ), 60.2 (d, J = 43.5 Hz, ), 40.1 (t, J = 37.3 Hz, ), 25.6 (C7a,c) 17.5 (Cb)*,

17.5 (2C, Cc)**, 17.5 (Ce)**, 17.3 (Cf)**, 17.1 (Ch)**, 17.0 (Ci,j)**, 16.9 (Ck)**, 13.4 (Ca)***, 13.0

(Cd)***, 12.7 (Cj)***, 12.4 (Cg)***.
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HRMS (ESI): berechnet für C21
13C5H46N15N2O7Si2+ [(M+H)+]: 563.2997, gefunden 563.2983.

5.2.2.9 5-Formyl- -desoxy-(1',2',3',4',5'-13C5,N1,N3-15N2)-cytidin (1)

Verbindung 12 (92.0 mg, 0.16 mmol, 1.0 Äq.) wurde in THF (6 mL) gelöst und mit einer

wässrigen HCl-Lösung (1 M, 0.65 mL, 4.0 Äq.) verseztz. Die Reaktionslösung wurde für 18 h

bei Raumtemepratur gerührt, mit H2O (50 mL) versetzt und mit EtOAc (3 x 20 mL) extrahiert.

Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesättigten, wässrigen NaCl-Lösung

(20 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Alle flüchtigen Bestandteile wurden in vacuo

entfernt und das isolierte Nukleosid 12a wurde ohne weitere Aufreinigung für die finale

Entschützung verwendet.

Nach der modifizierten ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 12a (74.0 mg, 0.15 mmol,

1.0 Äq.) in EtOAc (2.5 mL) mit HF  Pyridin (70%, 37.0 µL, 1.55 mmol, 10.0 Äq.) und Pyridin

(61 µL) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerührt,

anschließend auf 0 °C gekühlt, mit TMS  OMe (0.7 mL, 4.93 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für

1 h bei 0 °C gerührt. Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie

(MeCN/H2O, MeCN: 0  10%, 45 min, Retentionszeit: 25 min) ergab Verbindung 1 (13.0 mg,

49.2 µmol, 30%) in Form eines farblosen Pulvers.
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Retentionszeit = 25 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  10%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O):  = 9.50 (s, 1H, C7-H), 8.84 (d, 2JN-H = 2.9 Hz, 1H, C6-H), 6.13

(dt, 1JC-H = 175.3 Hz, 3J = 5.8 Hz 1H, C1'-H), 4.60 (d, 1JC-H = 151.9 Hbz, 1H,C3'-H), 4.30-3.93

(m, 2H, C4'-H + C5'-H), 3.74-3.52 (m, 1H, C5'-H), 2.76 (d, 1JC-H = 136.0 Hz, 1H, C2'-H), 2.51

(d, 1JC-H = 134.5 Hz, 1H, C2'-H).

13C-NMR (126 MHz, D2O):  = 190.4 (C-7), 161.9 (d, 1JC-N = 7.4 Hz, C-4), 154.8 (d, 1JC-N

= 14.2 Hz, C-5), 154.2 (t, 1JC-N = 11.3 Hz, C-2), 105.3 (C-6), 87.8-86.7 (C-1' + C-4'), 69.8 (t, 1JC-

C = 36.5, C-3'), 60.2 (d, J = 41.5 Hz, C-5'), 40.1 (t, 1JC-C = 36.0 Hz, C-2').

15N-NMR (41 MHz, D2O):  = -209.9, -210.2.

HRMS (ESI): berechnet für C5
13C5H14N15C2O5

+ [M+H]+ 263.1036, gemessen: 263.1040.

Die gemessenen Daten stimmen weitgehend mit der Literatur überein.[135]
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5.2.3 Synthese von 5-Carboxy- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (15)

Schema 5.2: Syntheseschema von 2 -F-cadC (15) ausgehend von komerziell erwerblichem 2 -F-dU (34).
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5.2.3.1 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(methoxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-uridin (22)

Das 5-iodierte Uridin-Derivat 21 wurde wie in der Literatur berichtet dargestellt.[177] Nach der

ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT II wurde das Nukelosid 21 (0.70 g, 1.17 mmol, 1.00 Äq.)

mit [Pd(MeCN)2Cl2] (15.1 mg, 58.0 mol, 5.00 Mol%) und DIPEA (410 L, 2.33 mmol,

2.00 Äq.) in Methanol (14 mL) umgesetzt und 18 h bei 65 °C und 3.5 bar CO gerührt.

Aufeinigung mittel Säulenchromatographie (SiO2, iHexan/EtOAc = 3:1) ergab die carboxylierte

Verbindung 22 (0.61 mg, 1.14 mmol, 98%) in Form eines farblosen Feststoffes.

Rf = 0.37 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.42 (s, 1H, C6-H), 8.16 (s, 1H, N3-H), 6.03 (dd, 3JH

F = 14.8 Hz,  3J = 4.0 -H), 4.93 (dt, 2JH F = 52.8 Hz, 3J = 4.2 Hz -H), 4.34

(dt, 3JH F = 11.5 Hz, 3J = 5.0 -H), 4.11-4.08 -H), 3.95 (dd, 2J = 11.8 Hz,
3J = 2.2 -Ha)*, 3.86 (s, 1H, Cn-H3), 3.77 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 3.0 -Hb)*,

0.92 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.91 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.14-0.10 (m, 12H, Ca-d).
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13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 163.0 (Cm), 158.4 (C4), 149.0 (C2), 147.7 (C6), 106.3

(C5), 92.3 (d, 1JC F = 195.7 88.9 (d, 2JC F = 33.5 85.7 70.0 (d, 2JC

F = 15.4 0 52.6 (Cn), 26.1 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.6 (Ck)**, 18.3 (Cl)**,

4.6 (Ca 5.0 (Cb 5.3 (Cc 4 (Cd)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 204.6 (dt, 2JF H = 52.7 Hz, 3JF H = 12.8 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C23H42FN2O7Si2 [M+H]+ 533.2509, gefunden: 533.2502.

IR (ATR): /cm-1 = 3359 (w), 3253 (w), 2953 (w), 2929 (w), 2857 (w), 2892 (w), 1760 (m), 1713

(s), 1693 (s), 1614 (w), 1453 (m), 1390 (w), 1298 (w), 1254 (s), 1162 (m), 1122 (m), 1084 (s),

1069 (s), 1005 (w), 984 (w), 938 (w), 910 (w), 869 (m), 830 (vs), 779 (vs), 758 (s), 672 (m).

5.2.3.2 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(methoxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-cytidin (25)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT III wurde Verbindung 22 (0.48 g, 0.90 mmol,

1.0 Äq.) in MeCN (23.0 mL) mit 1,2,4-Triazol (0.56 g, 8.11 mmol, 9.0 Äq), POCl3 (170 L,

1.80 mmol, 2.0 Äq) und NEt3 (1.11 mL, 8.02mmol, 8.9 Äq.) zum Triazolderivat (22a, Rf = 0.80

(SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1) umgesetzt. Das erhaltene Triazolderivat wurde in 1,4-Dioxan

(18 mL) mit einer wässrigen Lösung von NH3 (25%, 5.7 mL) zur Reaktion gebracht.

Säulenchromatographische Aufreinigung (SiO2, iHexan/EtOAc = 3 iHexan/EtOAc = 1:1)

ergab Verbindung 25 in Form eines farblosen Schaumes (0.41 g, 0.77 mmol, 85%).
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Rf = 0.11 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.51 (s, 1H, C6-H), 8.02 (d, 3J = 4.8 Hz 1H, N3-H), 5.97

(d, 3J = 4.8 Hz 1H, N4-H), 5.93 (dd, 3JH F = 17.3 Hz,  3J = 2.0 -H), 4.98 (ddd, 2JH

F = 52.4 Hz, 3J = 4.6 Hz, 3J = 2.0 -H), 4.21 (ddd, 3JH F = 18.0 Hz, 3J = 7.4 Hz,
3J = 4.6 -H), 4.13- -H), 4.02 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 1.9 -

Ha)*, 3.84 (s, 1H, Cn-H3), 3.80 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 3.6 -Hb)*, 0.91 (s, 9H, Ce-g-

H3)**, 0.90 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.12-0.09 (m, 12H, Ca-d).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 165.3 (Cm), 163.8 (C4), 153.9 (C2), 147.5 (C6), 96.1

(C5), 92.7(d, 1JC F = 192.8 2JC F = 34.6 2JC

F = 16.4 61.7 3 (Cn), 26.2 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.6 (Ck)**, 18.2 (Cl)**,

4.5 (Ca 4.9 (Cb 2 (Cc d)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 200.8 (dt, 2JF H = 52.5 Hz, 3JF H = 17.6 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C23H43FN3O6Si2 [M+H]+ 533.2669, gefunden: 533.2659.

IR (ATR): /cm-1 = 3255 (bw), 3104 (w), 2953 (w), 2930 (w), 2892 (w), 2858 (w), 1760 (m),

1713 (s), 1694 (s), 1642 (w), 1614 (m), 1453 (s), 1406 (w), 1391 (w), 1328 (w), 1298 (w), 1254

(s), 1230 (w), 1193 (w), 1162 (w), 1122 (m), 1084 (s), 1069 (s), 1005 (w), 983 (w), 938 (w),

910 (w), 863 (s), 840 (vs), 815 (s), 780 (vs), 758 (s), 672 (m).
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5.2.3.3 5-Carboxy- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (15)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 25 (0.38 g, 0.72 mmol, 1.00 Äq.) in

EtOAc (10.0 mL) mit HF  Pyridin (70%, 0.21 g, 0.27 mL, 10.7 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (2.38 g, 3.20 mL, 22.8 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Das erhaltene Nukleosid 17 wurde mittels semipräparativer HPL-Chromatographie

aufgereinigt (MeCN/H2O, MeCN: 0  80%, 45 min, Retentionszeit: 12 min) und ergab nach

Lyophilisaton das Nukleosid 17 (43.5 mg, 0.14 mmol, 20%) in Form eines farblosen Pulvers.

Verbindung 17 (23.0 mg, 76.0 mol, 1.00 Äq.) wurde in H2O/MeCN = 1:1 (4 mL/4 mL) geslöst,

mit LiOH (22.0 g, 0.91 mmol, 12.0 Äq.) versetzt und 24 h bei Raumtemperatur gerührt.

Anschließend wurde die Reaktionslösung mit wässriger HCl (2 M, 10 mL) versetzt, auf pH = 3

angesäuert und alle flüchtigen Bestandteile wurdde in vacuo entfernt. Aufreinigung mittels

semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  20%, 45 min,

Retentionszeit: 10 min) ergab Verbindung 15 (15.4 mg, 53.0 mol, 70%) in Form eines

farblosen Pulvers.

Retentionszeit = 10 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  20%, 45 min).
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1H-NMR (400 MHz, D2O):  = 8.51 (s, 1H, C6-H), 6.03 (d, 3JH F = 19.2 Hz, -H),

5.14 (dd, 2JH F = 52.8 Hz, 3J = 4.6 -H), 4.35 (ddd, 3JH F = 22.9 Hz, 3J = 9.0 Hz,
3J = 4.3 Hz, -H), 4.16 (ddd, 3JH F = 8.9 Hz, 3J = 4.5 Hz, 3J = 2.4 Hz -H), 4.04

(dd, 2J = 13.0 Hz, 3J = 2.4 -Ha)*, 3.85 (dd, 2J = 13.0 Hz, 3J = 4.5 -Hb)*.

13C-NMR (101 MHz, D2O):  = 170.3 (Cm), 164.6 (C4), 155.6 (C2), 146.9 (C6), 102.9

(C5), 91.6 (d, 1JC-F = 188.4 Hz, C2'), 89.9 (d, 2JC-F = 35.3 Hz, C1'), 82.3 (C4'), 67.8 (d, 2JC-F =

16.8 Hz, C3'), 59.7 (C5').

19F-NMR (377 MHz, D2O):  = 200.7 (ddd, 2JF H = 52.8 Hz, 3JF H = 22.8 Hz, 3JF

H = 19.2 Hz, -F).

HRMS (ESI): berechnet für C10H13FN3O6 [M+H]+ 290.0783, gefunden: 290.0786.

IR (ATR): /cm-1 = 3334 (m), 3206 (m), 2928 (w), 2892 (w), 2857 (w), 2227 (w), 1647 (vs),

1493 (s), 1408 (m), 1361 (m), 1295 (m), 1252 (m), 1097 (s), 1060 (s), 986 (w), 950 (w), 917

(w), 833 (m), 813 (w), 781 (m), 703 (w), 672 (w).
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5.2.4 Synthese von 5-Meth-/Eth-/Benzyl-oxy- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (17,
18, 19)

Schema 5.3: Syntheseschema von 2 -F-cadC prodrugs, 5-CO2Me-2 -F-dC (17), 5-CO2Et-2 -F-dC (18) und 5-
CO2Bn-2 -F-dC (19) ausgehend von komerziell erwerblichem 2 -F-dU (34).
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5.2.4.1 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(ethoxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-uridin (23)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT II wurde das Nukelosid 21 (0.50 g, 0.83 mmol,

1.00 Äq.) mit [Pd(MeCN)2Cl2] (11.0 mg, 42.0 mol, 5.00 Mol%) und DIPEA (0.22 g, 0.29 mL,

1.66 mmol, 2.00 Äq.) in EtOH (10 mL) umgesetzt und 18 h bei 65 °C und 3.5 bar CO gerührt.

Aufeinigung mittel Säulenchromatographie (SiO2, iHexan/EtOAc = 3:1) ergab die carboxylierte

Verbindung 23(0.44 g, 0.80 mmol, 96 %) in Form eines farblosen Feststoffes.

Rf = 0.40 (SiO2, iHexan/EtOAc = 3:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.37 (s, 1H, C6-H), 8.25 (s, 1H, N3-H), 5.99c (dd, 3JH

F = 15.4 Hz,  3J = 3.7 -H), 4.96 (ddd, 2JH F = 52.7 Hz, 3J = 8.7 Hz, 3J = 1.3 Hz 1H,

-H), 4.38-4.31 (m, 3 -H, Cn-H2), 4.10-4.06 -H), 3.95 (dd, 2J = 11.8 Hz,
3J = 2.3 -Ha)*, 3.77 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 3.6 -Hb)*, 1.35 (t, 3J = 7.1 Hz,

1H, Co-H3), 0.91 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.90 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.13-0.10 (m, 12H, Ca-d).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 162.6 (Cm), 158.5 (C4), 149.1 (C2), 147.7 (C6), 106.7

(C5), 92.3 (d, 1JC F = 194.9 89.3 (d, 2JC F = 33.8 , 70.0z (d, 2JC
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F = 15.4  (Cn), 26.1 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.6 (Ck)**, 18.3

(Cl)**,14.5 (Co) a -4.9, (Cb 5.3 (Cc d)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 206.6 (ddd, 2JF H = 53.5 Hz, 3JF H = 13.4 Hz, 3JF

H = 2.4 Hz, -F).

HRMS (ESI): berechnet für C24H44FN2O7Si2 [M+H]+ 547.2666, gefunden: 547.2666.

IR (ATR) -1 = 3206 (w), 3069 (w), 2954 (w), 2929 (w), 2887 (w), 2857 (w), 1753 (m), 1712

(s), 1616 (m), 1461 (m), 1438 (w), 1389 (w), 1360 (w), 1300 (w), 1257 (s), 1228 (w), 1187 (w),

1167 (w), 1131 (m), 1072 (vs), 1005 (w), 983 (w), 938 (w9; 905 (w), 860 (m), 834 (vs), 814

(m), 778 (vs), 704 (w9; 671 (m).

5.2.4.2 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(ethoxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-cytidin (26)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT III wurde Verbindung 23 (0.10 g, 0.18 mmol,

1.0 Äq.) in MeCN (5.0 mL) mit 1,2,4-Triazol (0.11 g, 1.65 mmol, 9.0 Äq), POCl3 (0.06 g,

0.34 L, 0.37 mmol, 2.0 Äq) und NEt3 (0.16 g, 0.22 mL, 1.57 mmol, 8.6 Äq.) zum Triazolderivat

(23a, Rf = 0.70 (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1) umgesetzt. Das erhaltene Triazolderivat 23a wurde

in 1,4-Dioxan (5.0 mL) mit einer wässrigen Lösung von NH3 (25%, 1.2 mL) zur Reaktion

gebracht. Säulenchromatographische Aufreinigung (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1) ergab

Verbindung 26 in Form eines farblosen Schaumes (62.0 mg, 0.11 mmol, 62%).



5 Experimenteller Teil

178

Rf = 0.50 (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.43 (s, 1H, C6-H), 8.00 (d, 4J = 4.5 Hz 1H, N3-H), 6.07

(d, 4J = 3.7 Hz 1H, C4-NH)*, 5.86 (dd, 3JH F = 18.0 Hz,  3J = 2.0 -H), 5.05 (ddd, 2JH

F = 52.9 Hz, 3J = 4.7 Hz, 3J = 2.1 -H), 4.42-4.21 (m, 3 -H, Cn-H3), 4.13-4.08

-H), 3.99 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 2.1 -Ha)**, 3.80 (dd, 2J = 11.8 Hz,
3J = 4.6 -Hb)**, 1.35 (t, 3J = 7.2 Hz, 1H, Co-H3), 0.91 (s, 18H, Ce-g-H3, Ch-j-H3), 0.12-

0.09 (m, 12H, Ca-d).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 164.7 (Cm), 163.8 (C4), 153.8 (C2), 148.9 (C6), 96.4

(C5), 92.6 (d, 1JC F = 192.2 2JC F = 35.2 5 8 (d, 2JC

F = 18.2 62.4 61.5 (Cn), 26.1 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.6 (Ck)**, 18.2 (Cl)**,

14.5 (Co), a b 1 (Cc 3 (Cd)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 200.1 (dt, 2JF H = 52.7 Hz, 3JF H = 18.1 -F).

HRMS (ESI): berechnet C24H45FN3O6Si2 [M+H]+ 546.2825, gefunden: 546.2829.

IR (ATR): /cm-1 = 3206 (w), 3069 (w), 2954 (w), 2929 (w), 2888 (w), 2857 (w), 1754 (s), 1712

(s), 1617 (m), 1461 (s), 1405 (w), 1361 (w), 13007 (m), 1257 (s), 1167 (m), 1131 (s), 1072 (vs),

1005 (w), 860 (m), 840 (vs), 778 (vs), 672 (m).
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5.2.4.3 5-Ethoxy- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (18)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 26 (62.0 mg, 0.11 mmol, 1.0 Äq.) in

EtOAc (1.7 mL) mit HF  Pyridin (70%, 44.0 µL, 1.70 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (0.38 g, 0.50 mL, 3.64 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  40%,

45 min, Retentionszeit: 26 min) ergab Verbindung 18 (20.0 mg, 63.0 mol, 57%) in Form eines

farblosen Pulvers.

Retentionszeit = 26 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  40%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O):  = = 9.21 (s, 1H, C6-H), 6.19 (dd, 3JH F = 17.2 H -H),

5.21 (dd, 2JH F = 52.4 Hz, 3J = 4.1 -H), 4.50-4.42 (m, 3 -H, Cb-H2), 4.31 (dt,
3J = 9.5 Hz, 3J = 2.6 Hz -H), 4.22 (dd, 2J = 13.1 Hz, 3J = 2.5 -Ha)*, 3.98 (dd,
2J = 13.1 Hz, 3J = 2.6 -Hb)*1.47 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, Ca-H3).

13C-NMR (101 MHz, D2O):  = 167.1 (Ca), 166.3 (C4), 156.3 (C2), 150.2 (C6), 97.8 (C5),

94.7 (d, 1JC F = 185.3 2JC F = 34.1 2JC

F = 16.5 b c).
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19F-NMR (377 MHz, D2O):  = 201.7 (ddd, 2JF H = 53.2 Hz, 3JF H = 17.1 Hz, 3JF

H = 7.9 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C12H17FN3O6 [M+H]+ 318.1096, gefunden: 318.1099.

IR (ATR): /cm-1 = 3420 (w), 3310 (w), 3069 (w), 2880 (w), 2863 (w), 1720 (s), 1605 (s), 1580

(m), 1405 (w), 1390 (m), 1330 (m), 1080 (s), 796 (m), 682 (m).

5.2.4.4 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(benzyloxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-uridin (24)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT II wurde das Nukelosid 21 (0.40 g, 0.66 mmol,

1.0 Äq.) mit [Pd(MeCN)2Cl2] (8.60 mg, 33.0 mol, 5.0 Mol%), DIPEA (0.17 g, 0.23 mL,

1.33 mmol, 2.0 Äq.) und BnOH (0.14 g, 0.14 mL, 1.33 mmol, 2.0 Äq) in Toluol (10 mL)

umgesetzt und 18 h bei 65 °C und 3.5 bar CO gerührt. Aufeinigung mittels

Säulenchromatographie (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1 iHexan/EtOAc = 3:1) ergab die
carboxylierte Verbindung 24 (0.15 g, 0.25 mmol, 37%) in Form eines farblosen Schaums.
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Rf = 0.43 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.63 (s, 1H, N3-H), 8.41 (s, 1H, C6-H), 7.45-7.42 (m, 2H,

Cp-H)*, 7.38-7.28 (m, 3H, Cq-H, Cr-H)*, 5.97 (dd, 3JH F = 15.3 Hz,  3J = 3.7 -H), 5.33

(dd, 2J = 14.2 Hz,  3J = 3.1 Hz, 2H, Cn-H2), 4.96 (ddd, 2JH F = 52.9 Hz, 3J = 4.0 Hz, 3J = 1.1 Hz,

-H), 4.34 (dt, 3JH F = 12.4 Hz, 3J = 5.2 Hz 1 -H), 4.09-4.05 -H), 3.93

(dd, 2J = 11.9 Hz, 3J = 2.2 -Ha)**, 3.75 (dd, 2J = 11.9 Hz, 3J = 3.3 -Hb)**,

0.91 (s, 9H, Ce-g-H3)***, 0.88 (s, 9H, Ch-j-H3)***, 0.12 (s, 3H, Ca)****, 0.11 (s, 3H, Cb)****, 0.08

(s, 3H, Cc)****, 0.07 (s, 3H, Cd)****.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 162.5 (Cm), 158.6 (C4), 149.1 (C2), 148.1 (C6), 135.8

(Co), 128.7 (Cp)*, 128.3 (Cq)*, 128.2 (Cr)*, 96.4 (C5), 92.3 (d, 1JC F = 196.4 89.5 (d,
2JC F = 34.2 85.5 70.0 (d, 2JC F = 15.2 67.1 (Cn), 62.1 ( ), 26.1 (3C,

Ce-g)**, 25.8 (3C, Ch-j)**, 18.6 (Ck)***, 18.3 (Cl)** 6 (Ca)*** 5.0 (Cb)*** 3 (Cc)****,

5.4 (Cd)****.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 203.7 (dt, 2JF H = 53.8 Hz, 3JF H = 14.2 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C29H46FN2O76Si2 [M+H]+ 609.2822, gefunden: 609.2822.

IR (ATR): /cm-1 = 3502 (w), 3067 (w), 2953 (w), 2928 (w), 2887 (w), 2856 (w), 1713 (s), 1692

(s), 1618 (m), 1498 (w), 1455 (m), 1390 (w), 1360 (w), 1296 (w), 1256 (s), 1226 (m), 1164 (m),

1127 (s), 1077 (s), 1004 (w), 981 (w), 938 (w), 905 (w), 859 (m), 830 (vs), 777 (vs), 734 (s),

695 (m), 671 (m).
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5.2.4.5 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(benzyloxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-cytidin (27)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT III wurde Verbindung 24 (0.20 g, 0.33 mmol,

1.0 Äq.) in MeCN (8.2 mL) mit 1,2,4-Triazol (0.20 g, 2.96 mmol, 9.0 Äq), POCl3 (61.0 L,

65.7 mol, 2.0 Äq) und NEt3 (0.39 mL, 2.82 mmol, 8.6 Äq.) zum Triazolderivat (24a, Rf = 0.80

(SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1) umgesetzt. Das erhaltene Triazolderivat 24a wurde in 1,4-Dioxan

(6.5 mL) mit einer wässrigen Lösung von NH3 (25%, 2.1 mL) zur Reaktion gebracht.
Säulenchromatographische Aufreinigung (SiO2, iHexan/EtOAc = 3:1) ergab Verbindung 27 in

Form eines farblosen Schaumes (38.0 mg, 62.5 mol, 20%).

Rf = 0.40 (SiO2, iHexan/EtOAc = 1:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.45 (s, 1H, C6-H), 7.97 (s, 1H, N3-H)*, 7.41-7.32 (m,

5H, Cp-r-H), 6.95 (s, 1H, C4-NH)*, 5.82 (dd, 3JH F = 18.7 Hz,  3J = 2.0 -H), 5.35 (d,
2J = 12.4 Hz, 2H, Cn-Ha)**, 5.23 (d, 2J = 12.4 Hz, 2H, Cn-Hb)**, 5.05 (ddd, 2JH F = 53.0 Hz,
3J = 4.6 Hz, 3J = 2.0 -H), 4.24 (ddd, 3JH F = 17.3 Hz, 3J = 7.3 Hz, 3J = 2.9 Hz, 1H,
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-H), 4.10-4.07 -H), 3.94 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 2.4 -Ha)***, 3.75 (dd,
2J = 11.8 Hz, 3J = 4.7 -Hb)***, 0.90 (s, 9H, Ce-g-H3)****, 0.87 (s, 9H, Ch-j-H3)****, 0.11

(s, 3H, Ca)*****, 0.09 (s, 3H, Cb)*****, 0.05 (s, 3H, Cc)*****, 0.03 (s, 3H, Cd)*****.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 164.6 (Cm), 163.8 (C4), 153.7 (C2), 149.3 (C6), 135.4

(Co), 128.9 (Cp)*, 128.8 (Cq)*, 128.5 (Cr)*, 96.3 (C5), 92.6 (d, 1JC F = 192.5 92.0 (d,
2JC F = 34.1 84.6 69.9 (d, 2JC F = 15.8 67.0 (Cn), 62.5

Ce-g)**, 25.8 (3C, Ch-j)**, 18.6 (Ck)***, 18.2 (Cl 5 (Ca 4.9 (Cb 2 (Cc)****,

5.3 (Cd)****.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 199.7 (dt, 2JF H = 52.9 Hz, 3JF H = 18.4 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C29H47FN3O6Si2 [M+H]+ 608.2982, gefunden: 608.2979.

IR (ATR): /cm-1 = 3204 (w), 3067 (w), 2953 (w), 2929 (w), 2887 (w), 2856 (w), 1713 (s), 16912

(s), 1617 (m), 1498 (w), 1455 (m), 1391 (w), 1360 (w), 1296 (w), 1256 (s), 1226 (m), 1128 (s),

1077 (s), 1030 (w), 1004 (w), 982 (w), 938 (w), 905 (w), 859 (m), 837 (vs), 777 (vs), 734 (s),

695 (m), 671 (m).

5.2.4.6 5-Benzyloxy- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (19)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 27 (38.0 mg, 62.5 µmol, 1.00 Äq.) in

EtOAc (1.0 mL) mit HF  Pyridin (70%, 24.3 µL, 0.94 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (0.21 g, 0.28 mL, 2.00 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  80%,

45 min, Retentionszeit: 22 min) ergab Verbindung 19 (12.8 mg, 33.7 µmol, 54%) in Form eines

farblosen Pulvers.
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Retentionszeit = 22 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  80%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O/CD3CN 1:1): /ppm = 9.21 (s, 1H, C6-H), 7.67-7.61 (m, 5H. Cd-f-H )

6.18 (d, 3JH F = 17.5 Hz, -H), 5.5.56 (d, 2J = 12.5 Hz, 2H, Cn-Ha)*, 5.51 (d, 2J = 12.4 Hz,

2H, Cn-Hb)*, 5.25 (dd, 2JH F = 52.3 Hz, 3J = 3.7 -H), 4.45 (ddd, 1H, 3JH F = 24.2 Hz,
3J = 9.2 Hz, 3J = 4.3 Hz, -H), 4.35-4.34 (m, -H), 4.20 (dd, 2J = 13.2 Hz, 3J = 2.1 Hz,

1H -Ha)**, 3.97 (dd, 2J = 13.2 Hz, 3J = 2.9 -Hb)**.

13C-NMR (101 MHz, D2O/CD3CN 1:1): /ppm = 164.2 (Ca), 162.9 (C4), 154.3 (C2), 148.3 (C6),

134.9 (Cc), 128.1 (Cd)*, 127.9 (Ce)*, 127.4 (Cf)*, 96.0 (C5), 93.1 (d, 1JC F = 183.2 88.8

(d, 2JC F = 38.2 81.7 66.4 (d, 2JC F = 17.5 66.2 (Cb), 58.2

19F-NMR (377 MHz, D2O/CD3CN 1:1): /ppm = 200.1 (dt, 2JF H = 53.2 Hz, 3JF H = 18.2 Hz,

-F).

HRMS (ESI): berechnet für C17H19FN3O6 [M+H]+ 380.1252, gefunden: 290.1251.

IR (ATR): /cm-1 = 3312 (w), 3210 (w), 2839 (w), 2670 (w), 1620 (s), 1630 (s), 1456 (w), 1377

(w), 1322 (w), 1268 (w), 1187 (m), 1120 (s), 1030 (s), 1020 (m), 960 (w), 927 (w), 852 (w), 828

(vs), 791 (s), 723 (w), 662 (w).
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5.2.4.7 5-Methoxy- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (17)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 25 (0.61 g, 0.12 mmol, 1.00 Äq.) in

EtOAc (2.0 mL) mit HF  Pyridin (70%, 41.0 µL, 1.73 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 17 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (0.51 mL, 3.69 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  80%,

45 min, Retentionszeit: 15 min) ergab Verbindung 17 (12.0 mg, 39.5 µmol, 34%) in Form eines

farblosen Pulvers.

Retentionszeit = 15 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  80%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O/CD3CN 1:1):  = 9.06 (s, 1H, C6-H), 5.90 (d, 3JH F = 16.7 Hz,

-H), 4.93 (dd, 2JH F = 52.5 Hz, 3J = 4.0 -H), 4.24-4.15 (m, 1H, -H), 4.03

(d, 3J = 9.3 -H), 3.96 (dd, 2J = 13.0 Hz, 3J = 2.2 -Ha)*, 3.75-3.70 (m, 4H,

-Hb*, Cb-H3).

13C-NMR (101 MHz, D2O/CD3CN 1:1):  = 166.7 (Ca), 166.6 (C4), 155.9 (C2), 150.0 (C6),

97.4 (C5), 94.9 (d, 1JC F = 185.3 Hz, 90.1 (d, 2JC F = 34.1 83.3 67.7 (d,
2JC F = 16.5 3 , 53.1 (Cb).
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19F-NMR (377 MHz, D2O/CD3CN 1:1):  = 202.5 (ddd, 2JF H = 52.5 Hz, 3JF H = 25.0 Hz,
3JF H = 16.7 Hz -F).

HRMS (ESI): berechnet für C11H15FN3O6 [M+H]+ 304.0939, gefunden: 304.0937.

IR (ATR): /cm-1 = 3412 (w), 3103 (w), 2857 (w), 2688 (w), 1710 (s), 1673 (s), 1501 (m), 1471

(w), 1463 (w), 1376 (w), 1361 (w), 1340 (w), 1321 (m), 1280 (w), 1250 (s), 1191 (m), 1114 (s),

1091 (s), 1075 (s), 974 (w), 938 (w), 912 (w), 89 9 (w), 865 (w), 840 (vs), 815 (m), 790 (s), 774

(vs), 723 (w), 662 (m).
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5.2.5 Synthese von 5-Acetyl- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (31)

Schema 5.4: Syntheseschema des 2 -F-fdC Analogon 5-COMe-2 -F-dC (31) ausgehend von kommerzeill
erwärblichem (34) 2 F-dU.
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5.2.5.1 3',5'-Bis-O-(tert-butyl(dimethyl)silyl)-5-(2-trimethylsilylethynyl-2'-desoxy-2'-
(R)-fluoro-udirin (36)

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift[201] wurde das Nukleosid 21 (1.66 g, 2.77 mmol,

1.10 Äq.) in CH2Cl2 (13 mL) gelöst, auf 0 °C abgekühlt und mit

Bis(triphenylphosphin)palladium(II) dichlorid (88.4 mg, 126 µmol, 5.00 mol%) und CuI

(24.0 mg, 126 µmol, 5.00 mol%) versetzt. Anschließend wurde die Reaktionsmischung mit

Triethylamin (2.55 g, 3.5 mL, 25.2 mmol, 10.0 Äq.) und (Trimethylsilyl)acetylen (248 mg,

349 µL, 2.52 mmol, 1.00 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Lösung

wurde mit einer gesättigten, wässrigen NaHCO3-Lösung (12 mL) versetzt und mit CH2Cl2
(4 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organsichen Phasen wurden mit gesättigter, wässriger

NaCl-Lösung (50 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Flüchtige Bestandeteile

wurden unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde

säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1) aufgereinigt. Verbindung 36 (1.25 g,

2.19 mmol, 79%) wurde in Form eines leicht-gelben Schaums erhalten.

Rf = 0.38 (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1).
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1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.01 (s, 1H, N3-H), 7.87 (s, 1H, C6-H), 6.11 (dd, 3JH

F = 14.0 Hz, 3J = 3.8 -H), 4.81 (dt, 2JH F = 52.6 Hz, 3J = 4.3 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H,

-H), 4.29 (dt, 3J= 12.4 Hz, 3J = 4.9 Hz, 3J = 4.9 -H), 4.10 -H),

3.99 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 1.7 -Ha)*, 3.77 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 1.8 -

Hb)*, 0.96 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.91 (s, 9H, Ci-j-H3)**, 0.22 (s, 9H, Ck -H3), 0.17 (s, 3H, Ca-H3)***,

0.16 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.12 (s, 3H, Cc-H3)***, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)***.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 160.7 (C4), 148.9 (C2), 142.1 (C6), 101.0 (C5), 100.5

(Cj ), 95.0 (Ci ), 92.6 (d, 1JC F = 195.7 2JC F = 33.4 3JC

F = 1.4 2JC F = 15.5 e-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.7

(Ck)**, 18.3 (Cl)**, 0.0 (Ck a b,c d)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 205.5 (dt, 2JF H = 53.0 Hz, 3JF H = 13.7 Hz, 3JF

H = 13.7 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C26H48FN2O5Si3 [M+H]+ 571.2850, gefunden: 571.2856.

IR (ATR): /cm-1 = 3171 (w), 3063 (w), 2953 (w), 2929 (w), 2902 (w), 2858 (w), 2135 (w), 1723

(s), 1685 (s), 1615 (w), 1471 (w), 1455 (m), 1392 (w), 1360 (w), 1330 (w), 1317 (w), 1276 (m),

1276 (m), 1250 (s), 1232 (w), 1187 (w), 1161 (m), 1128 (s), 1079 (s), 1047 (m), 998 (s), 968

(m), 926 (w), 879 (m), 856 (s), 842 (vs), 777 (vs), 758 (s), 704 (m), 687 (m), 665 (m).

5.2.5.2 3',5'-Bis-O-(tert-butyl(dimethyl)silyl)-5-ethynyl-2'-desoxy-2'-(R)-fluoro-udirin
(35)

Nukleosid 36 (1.25 g, 2.20 mmol, 1.00 Äq.) wurde in Methanol (44 mL) gelöst und mit einer

Lösung von Na2CO3 (465 mg, 4.39 mmol, 2.00 Äq.) in Wasser (17 mL) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 69 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend mit gesättigter,

wässriger NH4Cl-Lösung (150 mL) versetzt. Methanol wurde unter vermindertem Druck
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entfernt und die wässrige Lösung mit EtOAc (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen wurden mit gesättigter, wässriger NaCl-Lösung (50 mL) gewaschen und

über Na2SO4 getrocknet. Säulenchromatographische Aufreinigung (SiO2, iHexan/EtOAc = 5:1)

ergab die Verbindung 35 (780 mg, 1.56 mmol, 71%) in Form eines leicht braunen Schaumes.

Rf = 0.17 (SiO2, iHexan/EtOAc = 5:1).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.04 (s, 1H, N3-H), 8.03 (s, 1H, C6-H), 6.11 (dd, 3JH

F = 14.3 Hz, 3J = 3.3 -H), 4.80 (dt, 2JH F = 52.4 Hz, 3J = 3.6 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H,

-H), 4.29 (dt, 3JH F = 14.1 Hz, 3J = 5.4 Hz, 3J = 5.4 -H), 4.10 (dq, 3J = 5.6 Hz,
3J = 1.9 Hz, 3J = 1.9 -H), 4.02 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 1.8 -Ha)*, 3.78 (dd,
2J = 11.8 Hz, 3J = 1.8 -Hb)*, 3.19 (s, 1H, Cj -H), 0.95 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.91 (s, 9H,

Ch-j-H3)**, 0.16 (s, 3H, Ca-H3)***, 0.16 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.13 (s, 3H, Cc-H3)***, 0.11 (s, 3H, Cd-

H3)***.

13C-NMR (151 MHz, CDCl3): /ppm = 160.8 (C4), 148.8 (C2), 143.0 (C6), 99.7 (C5), 92.8 (d,
1JC F = 195.3 2JC F = 33.6 3JC F = 1.5 j ),

74.6 (Ci ), 69.5 (d, 2JC F = 15.7 e-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.8 (Ck)**,

18.3 (Cl a b c d)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 204.7 (dt, 2JF H = 52.8 Hz, 3JF H = 14.2 Hz, 3JF

H = 14.2 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C23H40FN2O5Si2 [M+H]+ 499.2454, gefunden: 499.2455.

IR (ATR): /cm-1 = 3316 (bw), 3195 (bw), 3086 (w), 2954 (w), 2797 (w), 2904 (w), 2857 (w),

1698 (s), 1622 (w), 1471 (w), 1453 (m), 1408 (w), 1391 (w), 1361 (w), 1254 (s), 1224 (m), 1156

(m), 1120 (s), 1074 (s), 996 (m), 979 (m), 938 (w), 847 (m), 852 (m), 843 (vs), 778 (vs), 702

(w), 670 (m).
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5.2.5.3 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-acetyl- -desoxy- -(R)-fluoro-uridin (37)

Nukleosid 35 (390 mg, 782 µmol, 1.00 Äq.) wurde in CH2Cl2 (44 mL) gelöst und tropfenweise

(0.10 mL/30 min) mit Trifluoressigsäure (1.16 g, 784 µL, 10.2 mmol, 13.0 Äq.) versetzt.

Reaktionsmischung wurde für 18 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend wurde die

Lösung mit gesättigter, wässriger NaHCO3-Lösung (100 mL) neutralisert. Die wässrige Phase

wurde mit CH2Cl2 (4 x 100 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden mit

gesättigter wässriger NaCl-Lösung (100 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Nach

dem alle flüchtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt wurde, wurde das

Rohprodukt säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1) aufgereinigt. Die

analytischen Daten ergaben, dass es sich bei der isolierten Verbindung um ein einfach TBS-

entschuütztes Nukleosid handelt. Im Weiteren wurde aus diesem Grund eine Schützung der

freien OH Gruppe wie folgt durchgeführt.

Das erhaltene teilentschützte Nukleosid (221 mg, 548 µmol, 1.00 Äq.) wurde in Pyridin

(3.5 mL) gelöst, mit Imidazol (138.0 mg, 2.22 µmol, 3.70 Äq.) und TBS-Cl (202 mg, 1.36 mmol,

2.50 Äq.) versetzt und für 18 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz

wurde die eine gesättigte, wässrige NaHCO3-Lösung (50 mL) zugegeben und Pyridin unter

vermindertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in Wasser (50 mL) aufgenommen und mit

EtOAc (4 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter

wässriger NaCl-Lösung (100 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet.
Säulenchrimatographische Aufreinigung (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1) ergab die Verbindung 37
(171 mg, 330 µmol, 60%) als farbloßen Schaum.
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Rf = 0.54 (SiO2, iHexan/EtOAc = 2:1).

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): /ppm = 8.41 (s, 1H, C6-H), 7.98 (s, 1H, N3-H), 6.07 (dd, 3JH

F = 14.5 Hz, 3J = 4.2 -H), 4.92 (dt, 2JH F = 52.8 Hz, 3J = 4.5 Hz, 3J = 4.5 Hz, 1H,

-H), 4.34 (dt, 3JH F = 10.5 Hz, 3J = 4.8 Hz, 3J = 4.8 -H), 4.11 -

H), 3.94 (dd, 2J = 11.7 Hz, 3J = 2.2 -Ha)*, 3.77 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 2.9 Hz, 1H,

-Hb)*, 2.59 (s, 3H, Cj -H3), 0.92 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.91 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.13 (s, 3H, Ca-

H3)***, 0.13 (s, 6H, Cb,c-H3)***, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)***.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 193.4 (Ci ), 160.3 (C4), 149.2 (C2), 146.9 (C6), 113.5

(C5), 92.3 (d, 1JC F = 195.8 2JC F = 33.4 3JC F = 1.3

70.2 (d, 2JC F = 15.4 j ), 26.2 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.7 (Ck)**,

18.3 (Cl a b c d)***.

HRMS (ESI): berechnet für C23H42FN2O6Si2 [M+H]+ 517.2560, gefunden: 517.2566.

IR (ATR) -1 = 3351 (bw), 3192 (bw), 3069 (w), 2954 (w), 2929 (w), 2903 (w), 2857 (w),

1697 (s), 1622 (m), 1453 (m), 1408 (w), 1391 (w), 1361 (w), 1254 (m), 1244 (w), 1156 (m),

1120 (m), 1074 (m), 995 (w), 979 (w), 574 (m), 833 (vs), 778 (vs), 702 (w), 670 (m).
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5.2.5.4 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-acetyl- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin
(38)

Verbidnung 37 (171 mg, 330 µmol, 1.00 Äq.) wurde in CH2Cl2 (3.3 mL) gelöst, auf 0 °C gekühlt

und und mit DMAP (8.0 mg, 66.1 µmol, 0.20 Äq.) und NEt3 (334 mg, 460 µL, 3.30 mmol,

10.0 Äq.) versetzt. Bei 0 °C wurde TPS-Cl (150 mg, 495 µmol, 1.50 eq.) portionsweise über

einen Zeitraum von 30 min zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur

erwärmen lassen und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe

einer gesättigten wässrigen NH4Cl-Lösung (10 mL) neutralisiert, und mit CH2Cl2 (4 x 50 mL)

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet und die

Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere

Aufreinigungsschritte weiter umgesetzt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 1,4-Dioxan (6.6 mL) gelöst und tropfenweise mit einer

wässrigen Lösung von NH4OH (25% aq., 6.30 mL/mmol, 2.00 mL) versetzt und für 16 h bei

Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer gesättigten wässrigen

NH4Cl-Lösung (10 mL) beendet und mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen wurden mit einer gesättigten wässrigen NaCl-Lösung (100 mL)

gewaschen und anschließend über Na2SO4 getrocknet. Lösungsmittel wurden in vacuo

entfernt und das Rohprudukt säulenchromatographisch aufgereinigt (SiO2,
CH2Cl2/MeOH = 50:1) um die Verbindung 38 in Form eines roten Pulvers (63.0 mg, 122 µmol,

37%) zu erhalten.
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Rf = 0.41 (SiO2, CH2Cl2/MeOH = 20:1).

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): /ppm = 8.73 (s, 1H, C4-NH2), 8.49 (s, 1H, C6-H), 5.91 (dd, 3JH

F = 17.4 Hz,  3J = 1.7 -H), 5.04 (ddd, 2JH F = 52.3 Hz, 3J = 4.5 Hz, 3J = 1.7 Hz, 1H,

-H), 4.22 (ddd, 3JH F = 18.5 Hz, 3J = 7.6 Hz, 3J = 4.6 -H), 4.17 -

H), 4.08 (dd, 2J = 11.9 Hz, 3J = 1.8 -Ha)*, 3.83 (dd, 2J = 11.9 Hz, 3J = 3.8 Hz, 1H,

-Hb)*, 2.43 (s, 3H, Cj -H3), 0.91 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.90 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.13 (s, 3H, Ca-

H3)***, 0.11 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.10 (s, 3H, Cc-H3)***, 0.09 (s, 3H, Cd-H3)***.

13C-NMR (201 MHz, CDCl3): /ppm = 195.2 (Ci ), 163.6 (C4), 153.4 (C2), 149.5 (C6), 104.6

(C5), 92.7 (d, 1JC F = 192.3 2JC F = 34.8 2JC

F = 16.7 j ), 26.3 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.8 (Ck)**, 18.2 (Cl)**,

4.3 (d, Ca b c d)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 200.0 (dt, 2JF H = 52.3 Hz, 3JF H = 18.3 Hz, 3JF

H = 16.8 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C23H43FN3O5Si2 [M+H]+ 516.2720, berechnet: 516.2721.

IR (ATR) -1 = 3351 (w), 3192 (w), 3069 (w), 2954 (w), 2929 (w), 2903 (w), 2857 (w), 1697

(s), 1622 (m), 1453 (m), 1408 (w), 1391 (w), 1361 (w), 1254 (m), 1244 (w), 1156 (m), 1120

(m), 1074 (m), 995 (w), 979 (w), 574 (m), 833 (vs), 778 (vs), 702 (w), 670 (m).
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5.2.5.5 5-Acetyl- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (31)

In einem Polypropylen Rohr wurde nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I

Verbindung 38 (63.0 mg, 122 µmol, 1.00 Äq.) in EtOAc (1.83 mL) gelöst und mit HF  Pyridin

(70%, 47.6 µL, 1.83 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 18 h bei

Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt, mit TMS  OMe (408 mg, 538 µL,

3.91 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt. Flüchtigen Bestandteile wurden in

vacuo entfernet und das erhaltene Öl in H2O (30 mL) aufgenommen. und mit CH2Cl2
(3 x 100 mL) extrahiert. Die wässrige Phase wurde unter vermindertem Druck konzentriert und

mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  20%, 45 min,
Retentionszeit: 25 min) aufgereinigt. Verbindung 31 (2.68 mg, 9.33 µmol, 10%). wurde nach

Lyophilisation als farbloser Feststoff erhalten.

Retentionszeit = 25 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  20%, 45 min).

1H-NMR (800 MHz,  D2O):  = 9.07 (s, 1H, C6-H), 6.07 (d, 3JH F = 17.5 -H),

5.14 (dd, 2JH F = 52.4 Hz, 3J = 4.1 -H), 4.39 (ddd, 3JH F = 24.9 Hz, 3J  = 4.1 Hz,
3J = 9.4 -H), 4.22 (dt, 3J = 9.4 Hz, 3J= 2.2 -H), 4.12 (dd, 2J = 13.1 Hz,
3J = 2.3 -Ha)*, 3.89 (dd, 2J = 13.1 Hz, 3J = 2.5 -Hb)*, 2.46 (s, 3H, Cb-H3).
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13C-NMR (201 MHz, D2O):  = 198.9 (Ca), 163.6 (C4), 155.1 (C2), 150.6 (C6), 104.9 (C5),

93.8 (d, 1J  = 185.2 2J  = 34.7 2J

 = 16.6 b).

19F-NMR (377 MHz, D2O):  = 201.6 (ddd, 2JF H = 52.9 Hz, 3JF H = 17.7 Hz, 3JF

H = 24.9 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C11H15FN3O5 [M+H]+ 288.0990, gefunden: 288.0990.

IR (ATR): /cm-1 = 3334 (bw), 3207 (bw), 2928 (w), 2227 (w), 1697 (s), 1644 (s), 1491 (m),

1408 (w), 1295 (w), 1252 (w), 1096 (s),1059 (m), 984 (w), 949 (w), 845 (m), 781 (m), 705 (w).
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5.2.6 Synthese von 5-(Methylsulfinyl)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (32)

Schema 5.5: Syntheseschema des 2 -F-fdC Analogon 5-SOMe-2 -F-dC (32) ausgehend von kommerziell
erwärblichem 2 F-dU (34).
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5.2.6.1 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(methylthio)- -desoxy- -(R)-fluoro-
uridin (39)

Analog zu einer modifizierten Literaturvorschrift[202] wurde das 5-iodierte Uridinderivat 21
(0.20 g, 0.33 mmol, 1.0 Äq.) in THF (2.0 mL) gelöst, auf 0 °C abgekühlt und mit NaH (20 mg,

0.50 mmol, 1.5 Äq.) versetzt. Die Reaktionslösung wurde 30 min bei Raumtemeratur gerührt.

Anschließend wurde die Reaktion auf -78 °C gekühlt und n-BuLi (2.5 M, 0.40 mL, 1.0 mmol,

3.0 Äq.) wurde tropfenweise zugegeben. Die resuliterende gelbe Lösung wurde 15 min bei -

78 °C gerührt und mit Me2S2 (0.18 mL, 2.0 mmol, 6.0 Äq ) versetzt. Die Reaktion wurde weitere

60 min bei -78 °C gerührt, anschließend mit H2O (10 mL) versetzt und CH2Cl2 (10 mL)

verdünnt. Die wässrige Phase wurde mit CH2Cl2 (4 x 20 mL) extrahiert, die vereinigten

organischen Phasen mit gesättigter, wässriger NaCl-Lösung (2 x 100 mL) gewaschen und

über Na2SO4 getrocknet. Flüchtige Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt

und das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (SiO2, iHexan/EtOAc = 5:1) aufgereinigt

um die Verbindung 39 (0.15 g, 0.27 mmol. 82 %) in Form eines farblosen Feststoffes zu

erhalten.

Rf = 0.15 (SiO2, iHexan/EtOAc = 5:1).



5 Experimenteller Teil

199

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.12 (s, 1H, N3-H), 7.91 (s, 1H, C6-H), 6.08 (dd, 3JH-F =

14.7 Hz, 3J = 3.8 Hz, 1H, C1'-H), 4.84 (dt, 2JH-F = 52.7 Hz, 3J = 4.2 Hz, 1H, C2'-H), 4.31 (dt,
3JH-F = 12.4 Hz, 3J = 5.0 Hz, 1H, C3'-H), 4.07 (dq, 3J = 5.4 Hz, 3J = 2.0 Hz, 1H, C4'-H), 3.99

(dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 2.0 Hz, 1H, C5'-Ha)*, 3.77 (dd, 3J = 11.8 Hz, 3J = 2.3 Hz, 1H, C5'-Hb)*,

2.32 (s, 3H, Cm-H3), 0.96 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.92 (s, 9H, Ch-j -H3)**, 0.17 (s, 3H, Ca-H3)***, 0.16

(s, 3H, Cb-H3)***, 0.13 (s, 3H, Cc-H3)***, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)***.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 161.1 (C4), 149.8 (C2), 141.8 (C6), 110.6 (C5), 92.5 (d,
1JC F = 194.9 2JC F = 33.4 69.8 (d, 2JC F = 15.4

61.9 3 (3C, Ce-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 18.8 (Ck)**, 18.3 (Cl)**, 17.8 (Cm), d, Ca)***,

4.9 (Cb 1 (Cc 1 (Cd)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 205.1 (dt, 2JF H = 52.9 Hz, 3JF H = 13.6 Hz -F).

HRMS (ESI): berechnet für C22H42FN2O5SSi2 [M+H]+ 521.2332, gefunden: 521.2331.

IR (ATR): /cm-1 = 3315 (w), 3069 (w), 2954 (w); 2929 (w), 2903 (w), 2857 (w), 1697 (s), 1622

(w), 1471 (w), 1453 (m), 1408 (w), 1361 (w), 1254 (m), 1156 (m), 1120 (s), 1074 (s), 995 (w),

979 (w), 874 (m), 857 (m), 833 (vs), 778 (vs), 702 (w), 670 (m).

5.2.6.2 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(methylthio)- -desoxy- -(R)-fluoro-
cytidin (40)

Verbindung 39 (0.10 g, 0.19 mmol, 1.0Äq.) wurde in CH2Cl2 (2.0 mL) gelöst, auf 0 °C gekühlt

und und mit DMAP (5.0 mg, 40 µmol, 0.2 Äq.) und NEt3 (0.19 g, 260 µL, 1.9 mmol, 10.0 Äq.)

versetzt. Bei 0 °C wurde TPS-Cl (85 mg, 0.28 mmol, 1.5 eq.) portionsweise über einen

Zeitraum von 30 min zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur

erwärmen lassen und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. (Umsatz wurde mittels DC-
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Kontrolle bestimmt und mit Hilfe von einer n-Butylamin-Lösung als nukleophiles

Abfangreagenz zur besseren Sichtbarkeit auf der DC-Platte, durchgeführt. iHexan/EtOAc =

2:1, n-Butylaminaddukt Rf = 0.5) Die Reaktion wurde mit CH2Cl2 (20 mL) verdünnt und durch

Zugabe von H2O (20 mL) abgebrochen. Die wässrige Lösung wurde mit CH2Cl2 (3 x 30 mL)

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesättigten, wässrigen NaCl-

Lösung (3 x 90 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet und die Lösungsmittel wurden in

vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 1,4-Dioxan (3.7 mL) gelöst und tropfenweise mit einer

wässrigen Lösung von NH4OH (25% aq., 6.3 mL/mmol, 1.2 mL) versetzt und für 19 h bei

Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer gesättigten wässrigen

NH4Cl-Lösung (20 mL) beendet und mit EtOAc (4 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen wurden mit einer gesättigten wässrigen NaCl-Lösung (2 x 100 mL)

gewaschen und anschließend über Na2SO4 getrocknet. Lösungsmittel wurden in vacuo

entfernt und das Rohprudukt säulenchromatographisch aufgereinigt (SiO2,
CH2Cl2/MeOH = 40:1) um die Verbindung 40 in Form eines gelben Feststoffes (83.0 mg,

160 µmol, 86%) zu erhalten.

Rf = 0.31 (SiO2, CH2Cl2/MeOH = 40:1).

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): /ppm = 8.67 (s, 1H, C4-NH2), 8.08 (s, 1H, C6-H), 6.00 (dd, 3JH

F = 16.8 Hz,  3J = 1.6 -H), 4.82 (ddd, 2JH F = 52.5 Hz, 3J = 4.3 Hz, 3J = 1.6 Hz, 1H,

-H), 4.22 (ddd, 3JH F = 20.0 Hz, 3J = 7.9 Hz, 3J = 4.3 -H), 4.11 4.04 (m, 2 -

H -Ha*), 3.80 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 2.5 -Hb)*, 2.19 (s, 3H, Cm-H3), 0.96 (s, 9H,

Ce-g-H3)**, 0.89 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.17 (s, 3H, Ca-H3)***, 0.16 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.10 (s, 3H, Cc-

H3)***, 0.08 (s, 3H, Cd-H3)***.

13C-NMR (201 MHz, CDCl3): /ppm = 166.1 (C4), 155.2 (C2), 146.4 (C6), 100.6 (C5), 93.3 (d,
1JC F = 192.5 2JC F = 33.8 2JC F = 16.3
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e-g)*, 25.8 (3C, Ch-j)*, 19.8 (Cm), 18.9 (Ck)**, 18.2 (Cl d, Ca)***,

4.9 (Cb c d)***.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = - 201.4 (ddd, 2JF H = 52.5 Hz, 3JF H = 20.0 Hz, 3JF

H = 16.7 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C22H43FN3O5SSi2 [M+H]+ 520.2491, berechnet: 520.2487.

IR (ATR): /cm-1 = 3171 (w), 3062 (w), 2954 (w); 2928 (w), 2887 (w), 2857 (w), 1690 (s), 16042

(w), 1471 (w), 1462 (m), 1440 (w), 1390 (w), 1361 (w), 1322 (w), 1253 (s), 1225 (w), 1165 (m),

1133 (s), 1076 (s), 1054 (m), 996 (w), 979 (w), 938 (w), 893 (w), 858 (m), 830 (vs), 777 (vs),

707 (w), 670 (m).

5.2.6.3 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(methylsulfinyl)- -desoxy- -(R)-fluoro-
cytidin (41)

5-Methylthiocytidin 40 (0.17 g, 0.33 mmol, 1.0 Äq.) wurde in CH2Cl2 (1.7 mL) gelöst, auf 0 °C

abgekühlt und mit m-CPBA (77%, 70 mg, 0.33 mmol, 1.0 Äq.) in mehreren Portionen versetz.

Die Reaktion wurde für 1 h bei 0 °C und 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde

durch Zugabe einer gesättigten wässrigen NaHCO3-Lösung (10 mL) gestoppt und mir CH2Cl2
(3 x 20 L) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesättigten,

wässrigen NaCl-Lösung (3 x 60 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet.

Säulenchromatigraphsiche Aufreinigung (SiO2, EtOAc/iHexan/NEt3 = 5:1:2%) ergab die

Verbindung 41 als ein Enantiomerengemisch in Form eines farblosen Feststoffes (0.13 g,

0.25 mmol, 75%).
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Rf = 0.18 (SiO2, EtOAc/iHexan/NEt3 = 5:1:2%).

1H-NMR (599 MHz, CDCl3): /ppm = 8.19 (s, 1H, C6-H), 8.12 (s, 1H, C6*-H), 7.63 (s, 1H, N3-

H), 7.56 (s, 1H, N3*-H) 6.00 (dd, 3JH F = 16.0 Hz,  3J = 1.0 -H), 5.97 (dd, 3JH

F = 16.5 Hz,  3J = 1.5 -H), 4.85 (dd, 2JH F = 51.8 Hz, 3J = 4.3 Hz -H), 4.84

(dd, 2JH F =52.3 Hz, 3J = 4.0 -H), 4.21-4.07 (m, 6 -H - - -H,

-Ha -Ha*), 3.80 (dd, 2J = 12.2 Hz, 3J = 5.5 -Hb)*, 3.80 (dd, 2J = 12.2 Hz,
3J = 5.5 -Hb)* 2.93 (s, 3H, Cm-H3), 2.93 (s, 3H, Cm*-H3), 0.95 (s, 9H, Ce-g-H3)**,

0.95 (s, 9H, Ce-g*-H3)**, 0.89 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.89 (s, 9H, Ch-j*-H3)**, 0.15 (s, 3H, Ca-H3)***,

0.15 (s, 3H, Ca*-H3)***, 0.15 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.12 (s, 3H, Cb*-H3)***, 0.11 (s, 3H, Cc-H3)***,

0.10 (s, 3H, Cc*-H3)***, 0.09 (s, 3H, Cd-H3)***, 0.07 (s, 3H, Cd*-H3)***.

13C-NMR (151 MHz, CDCl3): /ppm = 163.1 (C4), 163.0 (C4*), 153.7 (C2), 153.7 (C2*), 141.4

(C6), 141.1 (C6*), 106.1 (C5), 105.7 (C5*), 93.1 (d, 1JC F = 192.5  92.9 (d, 1JC

F = 193.0 89.4 (d, 2JC F = 34.4 89.0 (d, 2JC F = 34.4

68.2 (d, 2JC F = 16.4 67.8 (d, 2JC F = 16.6 Hz, C 60.6

m), 40.3 (Cm*), 26.4 (6C, Ce-g, C*e-g), 25.8 (3C, Ch-j), 25.8 (3C, C*h-j), 19.0 (2C,

Ck, C*k)*, 18.2 (2C, Cl, C*l)*, 4.3 ( Ca)**, a)**, 7 (Cb)**, 4.8 (C*b)**. 4.8 (Cc)**,

4.8 (C*c)**, 5.1 (Cd)** d)**.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm =  (m -F).

LRMS (ESI): berechnet für C22H43FN3O5SSi2 [M+H]+ 536.2440, gefunden: 536.3

berechnet für C22H41FN2O5SSi2 [M-H]- 534.2295, berechnet: 534.3

IR (ATR) -1 = 3171 8BW9; 3062 8BW9; 2954 (w), 2928 (w), 2893 (w), 2857 (w), 1691 (s),

1604 (w), 1439 (m), 1225 (w), 1165 (m), 1133 (m), 119 (m), 1077 (m), 1054 (m), 996 (w), 678

(w), 829 (w), 858 (m), 858 (m), 830 (vs), 776 (vs), 706 (w), 670 (m).
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5.2.6.4 5-(Methylsulfinyl)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (32)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 41 (0.11 g, 0.21 mmol, 1.00 Äq.) in

EtOAc (3.1 mL) mit HF  Pyridin (70%, 90.0 mg, 82.0 µL, 3.10 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 18 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (0.70 g, 0.92 mL, 6.70 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  15%,
45 min, Retentionszeit: 20 min, Enantiomerengemisch) ergab Verbindung 21 (52.0 mg,

0.17 mmol, 81%) als Enantiomerengemisch in Form eines farblosen Pulvers.

Retentionszeit = 20 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  15%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O):  = 8.53 (s, 1H, C6-H), 8.51 (s, 1H, C6*-H), 5.96 (d, 3JH

F = 17.7 Hz -H), 5.96 (d, 3JH F = 17.3 Hz -H), 5.18-5.00 (m, 2 -H -

H), 4.35-4.21 (m, 2 - -H), 4.18- - -H), 4.03 (dd, 2J = 13.1 Hz,
3J = 2.3 Hz, 2 -Ha -Ha)*, 3.82-3.79 (m, 2 -Hb -Hb)* 2.96 (s, 6H, Cm-H3, Cm*-

H3).

13C-NMR (101 MHz, D2O):  = 161.6 (C4), 161.5 (C4*), 155.3 (C2), 155.3 (C2*), 143.4

(C6), 143.3 (C6*), 107.0 (C5), 106.9 (C5*), 93.6 (d, 1JC F = 185.1 93.5 (d, 1JC

F = 185.2 7 (d, 2JC F = 34.9 6 (d, 2JC F = 34.7 82.3
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82.2 67.1 (d, 2JC F = 16.6 ), 67.0 (d, 2JC F = 16.6 58.9 58.8

38.6 (Cm), 38.6 (Cm*).

19F-NMR (377 MHz, D2O):  = 196 7.6 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C10H15FN3O5S [M+H]+ 308.0711, gefunden: 308.0713.

IR (ATR): /cm-1 = 3318 (bw), 3065 (bw), 2954 (w); 1693 (s), 1623 (w), 1471 (w), 1453 (m),

1408 (w), 1361 (w), 1254 (m), 1074 (s), 995 (w), 979 (w), 874 (m), 776 (m), 703 (w), 670 (w).
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5.2.7 Syntese von 5-(Cyano)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (33)

Schema 5.6: Syntheseschema des 2 -F-fdC Analogon 5-CN-2 -F-dC (33) ausgehend von kommerziell
erwärblichem 2 F-dU (34).
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5.2.7.1 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(phenoxycarbonyl)- -desoxy- -(R)-
fluoro-uridin (43)

Nach der ALLGEMEINEN REATIONSVORSCHRIFT II wurde das 5-iodierte Nukelosid 21 (2.50 g,

4.16 mmol, 1.0 Äq.) mit [Pd(MeCN)2Cl2] (54 mg, 0.2 mmol, 5.0 Mol%), Phenol (1.96 g,

20.8 mmol, 5.0 Äq.) und DIPEA (1.08 g, 1.45 mL, 8.32 mmol, 2.0 Äq.) in Toluol (60 mL)

umgesetzt und 18 h bei 65 °C und 3.5 bar CO gerührt. Aufeinigung mittels
Säulenchromatographie (SiO2, iHexan/EtOAc = 4:1) ergab die carboxylierte Verbindung 43
(2.25 g, 3.78 mmol, 91 %) in Form eines farblosen Feststoffes.

Rf = 0.40 (SiO2, iHexan/EtOAc= 2:1).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): /ppm = 8.57 (s, 1H, C6-H), 8.14 (s, 1H, N3-H), 7.44-7.36 (m, 2H,

Co-H)*, 7.23-7.27 (m, 1H, Cm-H), 7.18-7.12 (m, 2H, Cp-H)*, 6.05 (dd, 3JH F = 14.8 Hz,
3J = 4.0 -H), 4.99 (dt, 2JH F = 53.0 Hz, 3J = 4.4 -H), 4.36 (dt, 3JH

F = 11.3 Hz, 3J = 5.0 Hz, 3J = 4.3 -H), 4.11 4.04 (m, 1 -H), 3.94 (dd,
2J = 11.8 Hz, 3J = 2.3 -Ha)**, 3.77 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 3.1 -Hb)**, 0.92

(s, 9H, Ce-g-H3)***, 0.86 (s, 9H, Ch-j-H3)***, 0.14 (s, 3H, Ca-H3)****, 0.12 (s, 3H, Cb-H3)****,

0.06(s, 3H, Cc-H3)****, 0.04 (s, 3H, Cd-H3)****.
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13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 160.8 (C4)*, 157.9 (Cm)*, 150.3 (Cn), 148.7 (C2), 148.4

(C6), 129.4 (2C, Co)**, 126.1 (Cr), 121.7 (2C, Cp)**, 105.6 (C5), 92.2 (d, 1JC F = 195.8

89.1 (d, 2JC F = 33.7 85.7 70.0 (d, 2JC F = 15.4 .9 25.9 (3C,

Ce-g)***, 25.6 (3C, Ch-j)***, 18.4 (Ck)****, 18.1 (Cl)*** 7 (d, Ca)*** 5.1 (Cb)*** 4

(Cc)*** 6 (Cd)*****.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 204.4 (dt, 2JF H = 52.6 Hz, 3JF H = 11.4 Hz -F).

HRMS (ESI): berechnet für C28H44FN2O7Si2 [M+H]+ 595.2671, berechnet: 595.2672.

IR (ATR): /cm-1 = 3171 (bw), 3074 (bw), 2953 (w), 2930 (w), 2892 (w), 2857 (w), 1767 (s),

1713 (s), 1690 (s), 1626 (bw), 1455 (m), 1430 (w), 1388 (w), 1361 (w), 1334 (w), 1296 (w),

1277 (w), 1262 (m), 1190 (s), 1164 (m), 1127 (w), 1098 (m), 1085 (m), 1074 (m), 1040 (m),

1006 (w), 963 (w). 937 (w), 910 (w), 864 (m), 835 (vs), 777 (vs), 756 (m), 688 (m), 673 (w),

658 (m).

5.2.7.2 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(carboxamido)- -desoxy- -(R)-fluoro-
cytidin (42)

1,2,4-Triazol (0.73 g, 10.6 mmol, 9.0 Äq.) wurde in MeCN (30 mL) gelöst, auf 0 °C gekühlt und

10 min bei 0 °C gerührt. POCl3 (0.22 mL, 2.35 mmol, 2.0 Äq.) wurde langsam zugetropft und

die Reaktionsmischung wurde weitere 10 min bei 0 °C gerührt. Anschließend wurde NEt3

(1.4 mL, 10.1 mmol, 8.6 Äq.) tropfenweise hinzugegeben und die Mischung wurde 20 min bei

0 °C gerührt. Im nächsten Schritt wurde eine Lösung von Verbindung 43 (0.70 g, 1.2 mmol,

1.0 Äq.) in MeCN (5.0 mL) langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 20 h bei

Raumtemperatur gerührt und anschließend durch Zugabe einer gesättigten wässrigen NH4Cl-

Lösung (50 mL) neutralisiert. MeCN wurde unter vermindertem Druck entfernt und die Lösung

mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer
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gesättigten, wässrigen NaCl-Lösung (2 x 100 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet

und die Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt.

Das erhaltene Triazolderivat wurde in 1,4-Dioxan (2.5 mL) gelöst und tropfenweise mit einer

wässrigen Lösung von NH3 (25%, 6.3 mL) versetzt. Nachdem die Reaktionsmischung 21 h bei

Raumtemperatur gerührt wurde, wurde sie durch Zugabe einer gesättigten wässrigen NH4Cl-

Lösung (35 mL) beendet und mit EtOAc (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen wurden mit einer gesättigten wässrigen NaCl-Lösung (200 mL) gewaschen und

anschließend über Na2SO4 getrocknet. Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt und das

erhaltene Rohprodukt wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (SiO2,
CH2Cl2/MeOH = 20:1) um die Verbindung 42 in Form eines farblosen Feststoffes (0.32 g,

0.62 mmol, 52%) zu erhalten.

Rf = 0.50 (SiO2, CH2Cl2/MeOH= 10:1).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): /ppm = 8.32 (s, 1H, C6-H), 5.93 (dd, 3JH F = 17.1 Hz,
3J = 1.4 -H), 5.54 (s, 3H, NH2), 5.02 (dd, 2JH F = 52.1 Hz, 3J = 4.4 -H),

4.15 - -H), 4.11 (dd, 2J = 11.7 Hz, 3J = 1.7 -Ha)*, 3.83 (dd,
2J = 11.7 Hz, 3J = 2.9 -Hb)*, 0.92 (s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.90 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.13 (s,

3H, Ca-H3)***, 0.12 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.10 (s, 3H, Cc-H3)***, 0.09 (s, 3H, Cd-H3)***.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): /ppm = 166.9 (C2)*, 163.7 (Cm)*, 153.7 (C4), 143.5 (C6), 98.2

(C5), 92.5 (d, 1JC F = 191.8 90.1 (d, 2JC F = 34.4 84.0 68.5 (d, 2JC

F = 15.4 3 26.0 (3C, Ce-g)**, 25.5 (3C, Ch-j)**, 18.6 (Ck)***, 18.0 (Cl)** 5

(d, Ca 0 (Cb 1(Cc 4 (Cd)****.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3): /ppm = 200.0 (dt, 2JF H = 51.4 Hz, 3JF H = 18.5 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C22H42FN4O5Si2 [M+H]+ 517.2678, berechnet: 517.2675.
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IR (ATR) -1 = 3315 (w), 3192 (bw), 3069 (bw), 2954 (w), 2929 (w), 2903 (w), 2857 (w),

1697 (s), 1622 (m), 1471 (m), 1453 (m), 1408 (w), 1391 (w), 1361 (w), 1323 (w), 1302 (w),

1253 (m), 1224 (w), 1156 (w), 1120 (m), 1074 (m), 995 (w), 979 (w), 938 (w), 874 (w), 857 (m),

833 (vs), 779 vs), 702 (w), 671 (m).

5.2.7.3 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-(cyano)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin
(44)

Nukleosid 42 (0.20 g, 0.40 mmol, 1.0 Äq.) wurde in einem Gemisch von 1,4-Dioxan/CH2Cl2
(3 mL/2 mL) gelöst, auf 0 °C abgekühlt und mit Pyridin (0.12 g, 0.13 mL, 1.55 mmol, 4.0 Äq.)

und Trifluoroessigsäureanhydrid (0.18 g, 0.12 mL, 0.85 mmol, 2.20 Äq.) in 1,4-Dioxan (1 mL)

versetzt. Die Reaktionslösung wurde 3 h bei Raumtemperatur gerührt und anschließend mit

einer gesättigten, wässrigen NaHCO3-Lösung (100 mL) verdünnt. Die wässrige Phase wurde

mit CH2Cl2 (3 x 80 mL) extrahiert, die vereinigten organsichen Phasen mit einer gesättigten,

wässrigen NaCl-Lösung (200 mL) gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Nachdem

Entfernen der flüchtigen Bestandteile unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt

säulenchromatographisch (SiO2, CH2Cl2/MeOH = 30:1) aufgereinigt. Die cyano-substituirte

Verbindung 44 (0.13 g, 0.26 mmol, 66%) wurde in Form eines Farblosen Feststoffes erhalten.
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Rf = 0.60 (SiO2, CH2Cl2/MeOH= 20:1).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): /ppm = 8.37 (s, 1H, C6-H), 6.02 (d, 3JH F = 14.5 Hz, -H),

4.92 (dd, 2JH F = 51.6 Hz, 3J = 3.9 -H), 4.09- -H, C -H), 4.16 (dd,
2J = 11.9 Hz, 3J = 1.8 -Ha)*, 3.83 (dd, 2J = 11.9 Hz, 3J = 1.2 -Hb)*, 0.98

(s, 9H, Ce-g-H3)**, 0.90 (s, 9H, Ch-j-H3)**, 0.19 (s, 3H, Ca-H3)***, 0.18 (s, 3H, Cb-H3)***, 0.13 (s,

3H, Cc-H3)***, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)***.

HRMS (ESI): berechnet für C22H40FN4O4Si2 [M+H]+ 499.2572, berechnet: 499.2572.

IR (ATR) -1 = 3069 (bw), 2954 (w), 2929 (w), 2892 (w), 2857 (w), 2148 (w), 1700 (vs),

1653 (w), 1622 (w), 1559 (w), 1540 (w), 1507 (w), 1472 (w), 1456 (w), 1361 (w); 1255 (m),

1157 (w), 1121 (m), 1074 (m), 980 (w), 836 (vs), 781 (s), 723 (w), 672 (w), 657 (w).

5.2.7.4 5-(Cyano)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (33)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 44 (0.12 g, 0.24 mmol, 1.00 Äq.) in

EtOAc (3.0 mL) mit HF  Pyridin (70%, 94.0 µL, 3.62 mmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (0.81 g, 1.10 mL, 7.71 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  20%,
45 min, Retentionszeit: 30 min) ergab Verbindung 33 (38.0 mg, 0.14 mmol, 60%) in Form

eines farblosen Pulvers.
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Retentionszeit = 30 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  20%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O):  = 8.72 (s, 1H, C6-H), 6.00 (d, 3JH F = 17.6 Hz, -H),

5.14 (dd, 2JH F = 52.3 Hz, 3J = 4.3 -H), 4.31 (ddd, 3JH F = 23.7 Hz, 3J = 4.3 Hz,
3J = 9.3 -H), 4.21 (d, 3J = 9.3 -H), 4.09 (dd, 2J = 13.2 Hz, 3J = 2.3 Hz, 1H,

-Ha)*, 3.88 (dd, 2J = 13.2 Hz, 3J = 3.7 -Hb)*.

13C-NMR (101 MHz, D2O):  = 163.4 (C2), 154.9 (C4)*, 150.8 (C6), 114.1 (C5)*, 93.6 (d,
1JC F = 185.5 89.9 (d, 2JC F = 35.5 82.5 81.3 (Ca), 67.3 (d, 2JC

F = 16.9

19F-NMR (377 MHz, D2O):  = 201.7 (dt, 2JF H = 52.3 Hz, 3JF H = 23.6 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C10H12FN4O4 [M+H]+ 271.0843, berechnet: 271.0838.

IR (ATR) -1 = 3335 (bw), 3211 (bw), 2927 (w), 2891 (w), 2227 (w), 1646 (vs), 1493 (m),

1408 (w), 1361 (w); 1295 (w), 1251 (w), 1097 (s), 1059 (m), 984 (w), 949 (w), 916 (w), 853 (w),

782 (m), 760 (w), 723 (w), 705 (w), 672 (w).
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5.2.8 Syntese von 5-(Carboxamido)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (45)

Schema 5.7: Syntheseschema des 2 -F-cadC Analogon 5-CONH2-2 -F-dC (45) ausgehend von kommerziell
erwärblichem 2 F-dU (34).
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5.2.8.1 5-(Carboxamido)- -desoxy- -(R)-fluoro-cytidin (45)

Nach der ALLGEMEINEN REAKTIONSVORSCHRIFT I wurde 42 ( Äq.) in

EtOAc (1.5 mL) mit HF  Pyridin (70%, 22.0 µL, 12.4 µmol, 15.0 Äq.) versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde 18 h bei Raumtemperatur gerührt, anschließend auf 0 °C gekühlt,

mit TMS  OMe (0.27 g, 0.37 mL, 0.26 mmol, 32.0 Äq.) versetzt und für 1 h bei 0 °C gerührt.

Aufreinigung mittels semipräparativer HPL-Chromatographie (MeCN/H2O, MeCN: 0  20%,

45 min, Retentionszeit: 18 min) ergab Verbindung 45 (8.5 mg, 29.5 µmol, 36%) in Form eines

farblosen Pulvers.

Retentionszeit = 18 min (C18-SiO2, MeCN/H2O, MeCN: 0  20%, 45 min).

1H-NMR (400 MHz, D2O):  = 8.30 (s, 1H, C6-H), 5.88 (dd, 3JH F = 17.0 Hz,  3J = 1.2 Hz,

-H), 5.10 (dd, 2JH F = 51.8 Hz, 3J = 4.3 -H), 4.15 - -

H), 4.11 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 1.5 -Ha)*, 3.83 (dd, 2J = 11.8 Hz, 3J = 2.4 Hz, 1H,

-Hb).

13C-NMR (101 MHz, D2O):  = 166.9 (C2)*, 163.7 (Cm)*, 153.7 (C4), 143.5 (C6), 98.2

(C5), 92.5 (d, 1JC F = 191.8 2JC F = 34.4 2JC

F = 15.4
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19F-NMR (377 MHz, D2O):  = 200.8 (dt, 2JF H = 52.0 Hz, 3JF H = 24.1 -F).

HRMS (ESI): berechnet für C10H14FN4O5 [M+H]+ 289.0943, gefunden: 289.0947.

IR (ATR): /cm-1 = 3334 (bw), 3196 (bw), 2953 (w), 2930 (w), 2894 (w), 2858 (w), 1698 (m),

1656 (s), 1639 (s), 1591 (w), 1492 (m), 1398 (m), 1306 (m), 1125 (s), 1077 (s9; 1006 (w), 833

(vs), 775 (vs), 671 (m).
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5.3 Material und Methoden biochemische Experimente

5.3.1 Zellbiologische Verfütterungsexperimente, DNA und Nukleosid Pool
Isolation

Zelllinien

Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten Zelllinien für die in dieser Arbeit präsentierten

Experimente ist in der Dissertation von Angie Kirchner und Ewelina Kaminska zu finden.

Zellernte und Isolierung genomischer DNA

Bevor die Zellen geerntet wurden, wurde sie mit einem PBS-Puffer (Merck) gewaschen und

durch Zugabe von RLT buffer (Qiagen) mit 400 M 2,6 di tert butyl 4 methylphenol (BHT) und

Desferoxamin-mesylat (DM) erfolgte die Lyse der entsprechenden Zellen.

Im nächsten Schritt wurden die Proben wie folgt behandelt: In 2 mL Mikrozentrifugen Gefäßen

(Eppendorf) wurde die Lösung mit edelstahl Kugel mit einem 5 mm Durchmesser (eine pro

Probe) in einer MM400 Mühle (Retsch) bei 30 Hz für 1 Minute behandelt und anschließend für

5 Minuten bei 21000 rcf zentrifugert. Genomische DNA (gDNA) wurde mit Zymo Quick gDNA

mini-prep® kit (Zymo research) extrahiert. Die Probe wurde mit RNAse A (Qiagen) bei

0.2 mg/mL und Genomic Lysis Buffer versetzt. Ein Teil der Probe (400 L) wurde 15 Minuten

auf der Aufreinigungssäule inkubiert. Die gDNA wurde mit DNAse-freiem ddH2O mit 20 M

BHT eluiert. Anschließend wurde die Konzentration der erhaltenen Proben am Nanodrop N60

(Implen) bestimmt.

Isolierung und Aufreinigung vom löslichen Nukleosid Pool

Die Zellen wurden mit Hilfe von TrypLE Reagenz (Gibco) trypsinisiert und anschließend mit

Tryptan Blau am Zellzähler Countess II FL Automated Cell Counter (Life Technologies,

ThermoFisher Scienitfic) gezählt. Die Probe wurde bei 260 G für 3 Minuten zentrifugiert. Das

Pellet wurde in einer eiskalten Mischung (H2O/MeCN 1:1, 1 mL pro 1x106 Zellen)

aufgenommen, leicht gevortext, für 15 min inkubiert und 10 min bei 4 °C und 16000 G

zentrifugiert. Der Nukleosid Pool erhaltendte Überstand wurde lyophilisiert und das Pellet mit

dem Zelllyse Puffer zur gDNA Isolierung behandelt.

Proben wurde in H2O (pH = 4, 100 µL H2O für Nukleosid Pool aus 400 000 Zellen) gelöst.

Supel-Select HBL 60 mg Säulen (Merck) wurde mit 1.5 mL MeOH und 3 mL H2O (pH = 4)

equilibriert. Proben wurde auf die Säule aufgetragen und mit 4 mL H2O (pH = 4) gewaschen.

Säulen wurden unter Hochvakuum für 15 Minuten getrocknet. Anschließend wurden die
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Nukleoside mit 1.5 mL MeOH/MeCN = 1:1 eluiert. Eluent als auch die Waschlösung wurden

lyophilisiert, in H2O aufgenommen, die ensprechenden isotopenmarkierten Standards wurden

hinzugegeben, die Probe wurde filtriert (über 0.2 m Filter) und mit UHPLC-MS/MS analog zur

Analyse von gDNA analysiert.

5.3.2 Enzymatischer DNA Verdau

1  10 g genomischer DNA in 35 L H2O wurden nach folgendem Protokoll vedaut: 2 L

Degradase plus (Zymo research), 5 L of Degradase plus Reaktionspuffer (Zymo research),

0.5 L of Benzonase nuclease (Merck, Serratia marcescens) und eine spezifische Menge von

isotopen-markierten internen Standards wurden hinzugefügt. Die Probe wurde für 4 h bei

37 °C inkubiert. Falls nicht direkt für die MS-Analyse verwendet, wurden die Proben bei -20 °C

gelagert. Vor der LC-MS/MS Analyse, wurden die Proben mit einer AcroPrep Advance

Filterplatte 0.2 m Supor (Pall Life Science) filtriert.

5.3.3 LC-MS/MS Analyse von DNA-Proben

Für die quantitative UHPLC-MS/MS Analyse von verdauten DNA Proben wurde ein Agilent

1290 UHPLC System mit einem UV detector und Agilent 6490 triple quadrupole

Massenspektrometer verwendet. Die zu analysierenden Nukleoside wurde mit der stable

isotope dilution technique[203] (Stabilen-isotopenverdünnungstechnik) exakt quantifiziert. Die

quellenabhängigen Parameter waren die folgenden: Gas Temperatur 80 °C, Gas Fluss

15 L/min (N2), Nebulizer 30 psi, sheath Gas Heater 275 °C, sheath Gas Fluss 11 L/min (N2),

Kapillarenspannung 2.500 V im positiven Ionisierungsmodus, Kapillarenspannung 2.250 V

im negativen Ionisierungsmodusd und nozzle voltage 500 V. Die Fragmentor Spannung betrug

380 V/ 250 V. Delta EMV betrug 500 (positiv Modus) and 800 (negativ Modus). Die

Verbindungsabhängigen Parameter sind in Tabelle 5.1 bis Tabelle 5.6 aufgelistet. Stationäre

Phase für die UHPL-Chromatographie war eine Poroshell 120 SB-C8 Säule (Agilent, 2.7 m,

2.1 mm × 150 mm) bei 35 °C Säulenofentemperatur. Als mobile Phase wurde ein Gradient

von Wasser und Acetonitril, mit 0.0085% (v/v) Ameisensäure, bei einer Flussrate von

0.35

MeCN verwendet. Zwischen 0  1.5 min und nach 12 min wurde das Effluent mittels eines

Valco Ventils in Lösemittelabfall geleitet. Der Autosampler war auf 4 °C gekühlt. Das

Injektionsvolumen der verdauten DNA Proben betrug 39 L.
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Tabelle 5.1: Substanzabhängigen LC-MS/MS Parameter zur Quantifizierung der markierten Nukleoside
in genomischer DNA aus den Verfütterungsexperimenten mit 13C5-15N2-fdC (1). CE:
collision energy, Kollisionsenergie, CAV: collision cell accelerator voltage, Die Nukleoside
wurden als positiv- ([M+H)]+ Intermediat) als auch im negativ-Modus ([M-H]- Intermediat)
detektiert im multiple reaction monitoring Modus (MRM).

Verbindung Precursor

ion (m/z)

MS1

Auflös

ung

Produkt

Ion

(m/z)

MS2

Auflösung

Dwell

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarität

Time segment 1.5-3.3 min
[13C5-15N2]-

cadC

279.10 Wide 158.03 Wide 50 5 5 Positiv

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 50 5 5 Positiv

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 20 5 5 Positiv

[13C5-15N2]-

mdC

249.12 Wide 128.06 Wide 60 60 1 Positiv

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 60 60 1 Positiv

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positiv

[13C5-15N2]-

dC

235.11 Wide 114.04 Wide 60 10 2 Positiv

[13C9-15N3]-

dC

240.1 Wide 119.1 Wide 80 5 2 Positiv

[13C5-15N2]-

dU

234.08 Wide 185.06 Wide 15 5 5 Negativ

[15N2]-dU 229.06 Wide 185.06 Wide 15 5 5 Negativ

Time segment 4-9 min
[13C5-15N2]-

fdC

263.1 Wide 142.04 Wide 75 5 5 Positiv

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 75 5 5 Positiv

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 10 5 5 Positiv

[13C5-15N2]-

fdU

262.07 Wide 141.01 Wide 80 15 5 Negativ

[15N2]-fdU 257.06 Wide 141.01 Wide 80 15 5 Negativ

fdU 255.06 139.01 Wide 10 15 5 Negativ

[13C5-15N2]

-dT

250.11 129.04 Wide 10 8 5 Positiv

[13C-15N2]-

dT

246.12 130.07 Wide 10 8 Positiv
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dT 243.10 Wide 127.05 Wide 10 8 5 Positiv

[13C5-15N2]-

dU

234.08 Wide 185.06 Wide 15 5 5 Negativ

[15N2]-dU 229.06 Wide 185.06 Wide 15 5 5 Negativ

Tabelle 5.2: Substanzabhängigen LC-MS/MS Parameter zur Quantifizierung der fluorierten Nukleoside
in genomischer DNA aus den Verfütterungsexperimenten mit 2 -F-cadC prodrugs (17,
18, 19). CE: collision energy, Kollisionsenergie, CAV: collision cell accelerator voltage, Die
Nukleoside wurden als positiv- ([M+H)]+ Intermediat) als auch im negativ-Modus ([M-H]-

Intermediat) detektiert im multiple reaction monitoring Modus (MRM).

Verbindung Precursor

ion (m/z)

MS1

Auflös

ung

Produkt

Ion

(m/z)

MS2

Auflösung

Dwell

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarität

Time segment 1.5-3.7 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positiv

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positiv

F-hmdC 276.10 Wide 142.06 Wide 50 10 3 Positiv

[15N2]-F-

hmdC

278.09 Wide 144.06 Wide 50 10 3 Positiv

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positiv

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positiv

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positiv

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 80 5 5 Positiv

Time segment 3.7-4.7 min
[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 80 15 3   Positiv

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 80 15 3 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 80 5 5 Positiv

Time segment 4.7-10 min
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F-CO2Me-

dC

304.09 Wide 170.06 Wide 70 10 3 Positiv

F-CO2Et-dC 318.11 Wide 184.07 Wide 70 10 3 Positiv

F-CO2Bn-

dC

380.13 Wide 246.09 Wide 70 10 3 Positiv

F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 30 15 3 Positiv

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 30 15 3 Positiv

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 30 3 5 Negativ

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 30 5 5 Positiv

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 30 5 5 Positiv

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positiv

Tabelle 5.3: Substanzabhängigen LC-MS/MS Parameter zur Quantifizierung der fluorierten Nukleoside
in genomischer DNA aus den Verfütterungsexperimenten mit 2 -F-COMe-dC (31). CE:
collision energy, Kollisionsenergie, CAV: collision cell accelerator voltage, Die Nukleoside
wurden als positiv- ([M+H)]+ Intermediat) als auch im negativ-Modus ([M-H]- Intermediat)
detektiert im multiple reaction monitoring Modus (MRM).

Verbindung Precursor

ion (m/z)

MS1

Auflös

ung

Produkt

Ion

(m/z)

MS2

Auflösung

Dwell

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarität

Time segment 1.5-3.7 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positiv

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positiv

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positiv

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positiv

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positiv

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 80 5 5 Positiv

Time segment 3.7-4.7 min
F-5-COMe-

dC

288.1 Wide 154.06 Wide 110 10 3 Positiv
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[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 50 15 3   Positiv

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 50 15 3 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 70 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 70 5 5 Positiv

F-hmU-dN 275.07 155.06 20 3 3 Negativ

F-dU 245.06 225.06 20 3 3 Negativ

Time segment 4.7-12 min
F-5-COMe-

dC

288.1 Wide 154.06 Wide 110 10 3 Positiv

F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positiv

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positiv

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 10 3 5 Negativ

F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 10 3 5 Negativ

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 20 5 5 Positiv

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 20 5 5 Positiv

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positiv

fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positiv

Tabelle 5.4: Substanzabhängigen LC-MS/MS Parameter zur Quantifizierung der fluorierten Nukleoside
in genomischer DNA aus den Verfütterungsexperimenten mit 2 -F-SOMe-dC (32). CE:
collision energy, Kollisionsenergie, CAV: collision cell accelerator voltage, Die Nukleoside
wurden als positiv- ([M+H)]+ Intermediat) als auch im negativ-Modus ([M-H]- Intermediat)
detektiert im multiple reaction monitoring Modus (MRM).

Verbindung Precursor

ion (m/z)

MS1

Auflös

ung

Produkt

Ion

(m/z)

MS2

Auflösung

Dwell

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarität

Time segment 1.5-3.7 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positiv

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positiv

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positiv

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positiv

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positiv
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mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 80 5 5 Positiv

Time segment 3.7-4.7 min
F-5-SOMe-

dC

308.07 Wide 174.03 Wide 110 10 3 Positiv

[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 50 15 3   Positiv

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 50 15 3 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 70 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 70 5 5 Positiv

F-hmU-dN 275.07 Wide 155.06 Wide 20 3 3 Negativ

F-dU 245.06 Wide 225.06 Wide 20 3 3 Negativ

Time segment 4.7-12 min
F-5-SOMe-

dC

308.07 Wide 174.03 Wide 110 10 3 Positiv

F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positiv

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positiv

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 10 3 5 Negativ

F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 10 3 5 Negativ

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 20 5 5 Positiv

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 20 5 5 Positiv

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positiv

fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positiv

Tabelle 5.5: Substanzabhängigen LC-MS/MS Parameter zur Quantifizierung der fluorierten Nukleoside
in genomischer DNA aus den Verfütterungsexperimenten mit 2 -F-CN-dC (33). CE:
collision energy, Kollisionsenergie, CAV: collision cell accelerator voltage, Die Nukleoside
wurden als positiv- ([M+H)]+ Intermediat) als auch im negativ-Modus ([M-H]- Intermediat)
detektiert im multiple reaction monitoring Modus (MRM).

Verbindung Precursor

ion (m/z)

MS1

Auflös

ung

Produkt

Ion

(m/z)

MS2

Auflösung

Dwell

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarität

Time segment 1.5-3.7 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positiv
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[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positiv

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positiv

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positiv

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positiv

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positiv

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 80 5 5 Positiv

Time segment 3.7-4.7 min
F-5-CN-dC 271.08 Wide 137.05 Wide 110 10 3 Positiv

[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 50 15 3 Positiv

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 50 15 3 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 70 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 70 5 5 Positiv

F-hmU-dN 275.07 Wide 155.06 Wide 20 3 3 Negativ

F-dU 245.06 Wide 225.06 Wide 20 3 3 Negativ

Time segment 4.7-12 min
F-5-CN-dC 271.08 Wide 137.05 Wide 110 10 3 Positiv

F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positiv

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positiv

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 10 3 5 Negativ

F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 10 3 5 Negativ

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 20 5 5 Positiv

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 20 5 5 Positiv

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positiv

fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positiv
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Tabelle 5.6: Substanzabhängigen LC-MS/MS Parameter zur Quantifizierung der fluorierten Nukleoside
in genomischer DNA aus den Verfütterungsexperimenten mit 2 -F-CONH2-dC (45). CE:
collision energy, Kollisionsenergie, CAV: collision cell accelerator voltage, Die Nukleoside
wurden als positiv- ([M+H)]+ Intermediat) als auch im negativ-Modus ([M-H]- Intermediat)
detektiert im multiple reaction monitoring Modus (MRM).

Verbindung Precursor

ion (m/z)

MS1

Auflös

ung

Produkt

Ion

(m/z)

MS2

Auflösung

Dwell

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarität

Time segment 1.5-3.7 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positiv

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positiv

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positiv

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positiv

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positiv

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positiv

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 80 5 5 Positiv

Time segment 3.7-4.7 min
F-5-

CONH2-dC

298.09 Wide 155.05 Wide 110 10 3 Positiv

[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 50 15 3   Positiv

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 50 15 3 Positiv

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 70 5 5 Positiv

[15N2]-F-

cadC

292.08 Wide 158.04 Wide 70 5 5 Positiv

F-hmU-dN 275.07 Wide 155.06 Wide 20 3 3 Negativ

F-dU 245.06 Wide 225.06 Wide 20 3 3 Negativ

Time segment 4.7-12 min
F-5-

CONH2-dC

298.09 Wide 155.05 Wide 110 10 3 Positiv

F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positiv

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positiv

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 10 3 5 Negativ
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F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 10 3 5 Negativ

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 20 5 5 Positiv

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 20 5 5 Positiv

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positiv

fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positiv

5.3.4 Nukleosid Quantifizierung in DNA-Proben

Quantifizierung der Nukleoside aus den DNA-Proben wurde mit Hilfe von vorher

aufgenommenen internen Kalibriertgeraden durchgeführt. Dies folgte der in der Literatur

beschriebenen Technik der stable isotope dilution technique for mass spectrometry.[203] Die

verwendeten Kalibiegeraden und deren entsprechenden Gültigkeitsbereiche für die in dieser
Arbeit untersuchten Nukleoside sind in Tabelle 5.7 bis Tabelle 5.9 gezeigt.

Tabelle 5.7: Substanzabhängigen UV-VIS Geradengleichungen der Quantifizierungskalibriergeraden und die
enpsrechenden Gültigkeitsbereiche der Kalibriergerade für die Quantifizierung der kanonischen
Nukleoside mit einem UV-Detektor. ULOQ: upper limit of quantification, LLOQ, lower limit of
quantification. y = UV Signalfläche A, x = n(A); A: Analyt. [133, 188]

Verbindung Geradengleichung n (ULOQ) n (LLOQ)

dC y = 0.28558x  0.02812 7751 pmol 10.63 pmol

dG y = 0.54214x + 0.1554 4892 pmol 19.11 pmol

Tabelle 5.8: Substanzabhängigen LC-MS/MS Geradengleichungen der Quantifizierungskalibriergeraden und die
enpsrechenden Gültigkeitsbereiche der Kalibriergerade für die Quantifizierung der markierten
Nukleoside mittels Massenspektrometrie. ULOQ: upper limit of quantification, LLOQ, lower limit of
quantification. y = Signal A/Signal A*, x = n(A)/n(A*); A: Analyt, A*: interner Standard. [133, 188]

Verbindung Geradengleichung n (ULOQ) n (LLOQ)

dC -3 10.6 pmol 20.7 fmol

mdC y = 0.751570x -4 73.45 pmol 100.8 fmol

hmdC y = 0-89129x  0.00396 515.0 fmol 2.1 fmol

fdC y = 1.18055x  0.00206 496.6 fmol 2.0 fmol

fdC y = 0.85582x -3 20.7 pmol 40.4 fmol

cadC 0.94588x  0.01218 475.7 fmol 2.0 fmol

fdU y = 1.29532x  0.01493 459.6 fmol 5.7 fmol

dT -4 154 pmol 302 fmol
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Tabelle 5.9: Substanzabhängigen LC-MS/MS Geradengleichungen der Quantifizierungskalibriergeraden und die
enpsrechenden Gültigkeitsbereiche der Kalibriergerade für die Quantifizierung der 2 -fluoerierten
Nukleoside mittels Massenspektrometrie. ULOQ: upper limit of quantification, LLOQ, lower limit of
quantification. y = Signal A/Signal A*, x = n(A)/n(A*); A: Analyt, A*: interner Standard. [135, 177, 190]

Verbindung Geradengleichung n (ULOQ) n (LLOQ)

F-fdC y = 0.8682x + 0.000532 25.1 fmol 0.390 fmol

F-dC y = 1.0178x + 0.00296 800 fmol 3.13 fmol

F-mdC y = 0.8693x + 0.000003 49.9 fmol 0.780 fmol

F-cadC y = 0.8696x + 0.0214 12.7 fmol 0.2 fmol

F-cadC 0.9751x  0.0203 202.5 fmol 6.3 fmol

Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Agilent MassHunter Quantitative Analysis for QQQ

(Agilent). Die Darstellung der Daten erfolgte mit Graphpad Prism und Adobe Illustrator.
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6 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

-/- Knockout beider Allele eines Enzyms

+/- Knockout eines der beiden Allele eines Enzyms

° Grad

A Adenosin

A MS-Signal in einer LC-MS/MS des Analyten

A* MS-Signal in einer LC-MS/MS des zugesetzten internen Standards

a-fdC 6-Aza-5-formyl-2 -desoxycytidin

AH Brønsted Säure

AIBN Azobis(isobutyronitril)

Aid Activation induced cytidine deaminase

Ape1 apurinic/apyrimidinic endonuclease

Apobec  Apolipoprotein B m-RNA editing enzyme catalytic polypeptide

aq. aqueous, wässrig

Äq. Äquivalent

Asn Asparagin

ATR attenuated total reflection

BER base excision repair, Basenexzisionsreparatur

b breit (Signal in einem IR-Spektrum)

B Brønsted Base

BH protonierte Brønsted Base

BHT 2,6 Di tert butyl 4 methylphenol
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C Cytidin

cadC 5-Carboxyl-2 -desoxycytidin

cadU 5-Carboxyl-2 -desoxyuridin

CAN Ammoniumcer(IV)-nitrat

CAV collision cell accelerator voltage

caU 5-Carboxyl-Uridin

CDA Cytidin Deaminase

CE collision energy, Kollisionsenergie

CMPK1 Cytidin Monophosphat Kinase 1

CpG dC-dG Dinukleotid

Cys Cystein

d Dublet (NMR Spektrum)

dA 2 -Desoxyadenosin

dC 2 -Desoxycytidin

DCM Dichlormethan

dG 2 -Desoxyguanosin

DKO double knockout

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP N,N-4-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

dN 2 -Desoxynukleosid

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleonsäure
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Dnmt DNA-Methyltransferase

dT 2 -Desoxythymidin

EI electron ionization, Elektronstoß-Ionisation

ESI electrospray ionization, Elektronenspray-Ionisation

EtOAc Ethylacetat

fdC 5-Formyl-2 -desoxycytidin

fdU 5-Formyl-2 -desoxycytidin

fU 5-Formyl-Uridin

G Guanosin

gal Galactosyl

gDNA genomische DNA

His Histidin

hmdC 5-Hydroxymethyl-2 -desoxycytidin

hmdU 5-Hydroxymethyl-2 -desoxyuridin

hmU 5-Hydroxymethyl -Uridin

HPLC High-performance liquid chromatography, Hochleistungs-

Flüssigchromatographie

HR high resolution, hochaufgelöst

iPr Isopropyl

IDcase Isoorotat Decarboxylase

in vacuo unter vermindertem Druck

iNGNs small molecule-inducible neurogenin iPS-line

IR Infrarotspektroskopie
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KG Ketoglutarat

KO Knockout

KO Knockout

LC liquid chromatography

LLOQ lower limit of quantification, untere Grenze der Quantifizierung

LOD limit of detection, Grenze der Detektion

m mittel (Signal in einem IR-Spektrum)

m Methyl, methyliert

m Multiplet (NMR Spektrum)

MALDI -TOF Matrix-assisted laser desorption time off light Massenspektrometrie

man Mannosyl

Mbd Methyl-CpG-binding domain

m-CPBA meta-Chlorperbenzoesäure

mdC 5-Methyl-2 -desoxycytidin

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

mESCs murine embryonic stem cells

MBD Methhyl-CpG binding domain protein

MRM multiple reaction monitoring

mRNA messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure

MS Massenspektrometrie / Massenspektrometer

MS/MS Tandemmassenspektrometrie

n Stoffmenge
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NCP nucleosome core particle

Neil Nei endonuclease VIII-like

NEt3 Triethylamin

NMR nuclear magnetic resonance

nt Nukleotid

P Phosphat

PBS Puffer Phosphate buffered saline buffer, Phosphat-gepufferte Salzlösung

ppm parts per million

p-TSA para-Toluolsulfonsäure

q Quartet (NMR Spektrum)

Q Queuosin

quant. quantitativer Umsatz

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure

rt Raumtemperatur

s Singulet (NMR Spektrum)

s stark (Signal in einem IR-Spektrum)

SAM S-Adenosylmethionin

SAhC S-Adenosylhomocystein

Smug Single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase

t Triplet (NMR Spektrum)

T Thymin

T7H Thymin-7-Hydroxylase

TBAPPi Tris(tetrabutylammonium) Pyrophosphat
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TBSCl Tertbutyl-dimethylsilylchlorid

Tdg Thymin DNA Glykosylase

Tet ten eleven translocation

TFA trifluoroacetic acid, Trifluoressigsäure,

TFAA trifluoroacetic acid anhydride, Trifluoressigsäure Anhydrid,

TMS Trimethylsilyl

TMSOTf Trifluormethansulfonsäure-trimethylsilylester

TPS-Cl 2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid

THF Tetrahydrofuran

U Uridin

UHPLC Ultra high performance liquid chromatography, Ultrahochleistungs-

Flüssigchromatographie

UHRF1 Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1, Zellkernprotein

zuständig für Regulation von epigenetischen Modifikationen

ULOD upper limit of detection, obere Grenze der Detektion

ULOQ upper limit of quantification, obere Grenze der Quantifizierung

vs sehr stark (Signal in einem IR-Spektrum)

w schwach (Signal in einem IR-Spektrum)

wt Wildtyp einer Zelllinie / eines Gens

Pseudouridin
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8 ANHANG

8.1 Supporting Information: Deformylation of 5-formylcytidine in
different cell types

E. Korytiaková*, E. Kaminska*, M. Müller, T. Carell Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 16869-

16873.
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Supplementary figures

Figure SI-1: Levels of incorporated 2´-F-fdC (1) in the genome (left) and of the deformylation product
2´-F-dC (2, right) of different cells after feeding 2´F-fdC at a concentration of 350 M. The error bards
represent the propagated error based on the standard deviations of three biological replicates.
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Figure SI-2A: Upper graphs represent the absolute number of the cell divisions calculated as
, . and the rates of

deformylation. The lower graph shows the inverse correlation between cell doublings over the duration
of the experiment and their corresponding deformylation rates.
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Figure SI-2B: Upper graphs represent the levels of genomic natural hmdC per dN in different cell lines
and their corresponding rates of deformylation. The lower graph shows no correlation between Tet
enzymes activity and deformylation as a result of the analysis.
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Figure SI-3A: In vivo stability assay of 2´F-fdC (1). 1 was incubated for 72 h in the cellular medium of
J1 at 37 °C. Soluble pool content after feeding 2´F-fdC (1) at a concentration of 350 M, levels of 2´F-
fdC (1) vs. 2´F-dC (2). Error bars represent standard deviation.

Figure SI-3B: In vivo Stability assay of 2´F-fdC (1). 1 was incubated for 24 h in the cellular medium of
iNGNs at 37 °C. Levels of 2´F-fdC (1) vs. 2´F-dC (2) analyzed by UHPLC-MS/MS. Error bars
represent standard deviation.
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Figure SI-4: Amount of dT+12 (10) incorporated in the genome of iNGN cells to different time points
after feeding 10. The error bars represent standard deviation.

Figure SI-5: Levels of incorporated 2´-F-fdC (1) in the genome (left) and of the deformylation product
2´-F-dC (2, right) of iNGNs normalized to cell division (dT+12/dN) to different time points after feeding
of 2´F-fdC (1) at a concentration of 350 M. While levels of 2´F-fdC/dN decrease, this cannot be directly
mirrored by the increase in the levels of 2´F-dC/dN between different time points, due to the fact, that
the levels of these modifications are one order of magnitude apart. The error bars represent the standard
deviation-
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Figure SI-6: Levels of natural fdC (left, green), incorporated modified 2´-F-fdC (1) in the genome (middle,
blue) and of the deformylation product 2´-F-dC (2, right, magenta) of a wildtype and Tdg -/- cell line.
Levels of genomic natural fdC increase dramatically in absence of Tdg activity, while the levels of
fluorinated-derivatives (1 and 2) stay constant. The error bars represent the standard deviation.

Figure SI-7A: Experimental workflow of PCR-produced 601 Widom sequence[1] (shown below) and its
incubation with nucleosomes, to determine the involvement of nucleosomes on deformylation of fdC.

601 sequence:
5´-ATCGATGTATATATCTGACACGTGCCTGGAGACTAGGGAGTAATCCCCTTGGCGGTTAAAA
CGCGGGGGACAG-3´

Forward Primer: 5´-ATCGATGTATATATCTGACACGTGC-3´

Reverse Primer: 5´-ATCAGAATCCCGGTGCCGAG-3´
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Figure SI-7B: Levels of fdC and dC found in the 601 sequence with or without incubation with
nucleosomes. Error bars represent standard deviation of three technical replicates.

Figure SI-8A: Levels of incorporated natural mdC (green, left), 2´-F-dC (2, purple, middle) and 2´-F-
mdC (9, pink, right) in different cell lines. Error bars represent standard deviation of three biological
replicates.

Figure SI-8B: Methylation levels of natural dC and F-dC in different cell lines. Error bars represent
standard deviation of three biological replicates.
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Figure SI-9: -F-fdC (1 -F-dC (2) and
-F-mdC (9) with the corresponding linear equation and coefficient of determination.[2]
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Methods and Materials

Chemical Synthesis

Unless noted otherwise, all chemical transformations were performed using flame- or oven

dried glassware under an atmosphere of argon. Chemicals were purchased from Sigma-

Aldrich, TCI, Fluka, ABCR, Carbosynth or Acros Organics and used without further purification.

Technical grade solvents were distilled prior to extraction or chromatography. Reactions and

column chromatography fractions were monitored by thin-layer chromatography (TLC) on silica

gel F254TLC plates from Merck KGaA. Visualization of the developed TLC plates was achieved

through UV-absorption or through staining with Hanessian's stain or KMnO4 stain. Flash

column chromatography was performed on Geduran®Si60 (40-63

KGaA applying slight nitrogen pressure. NMR spectra were recorded on Bruker Avance III HD

400 (400 MHz), Varian NMR-System 600 (600 MHz) and Bruker Avance III HD with Cryo-Kopf

800 (800 MHz) spectrometers. 1H-NMR shifts were calibrated to the residual solvent

resonances: CDCl3 (7.26 ppm), DMSO-d6 (2.50ppm) and D2O (4.79 ppm). 13C-NMR shifts were

calibrated to the residual solvent: CDCl3 (77.16 ppm), DMSO-d6 (39.52 ppm). All NMR spectra

were analysed using the program MestReNova 10.0.1 from Mestrelab NMR data are reported

as follows: chemical shift (multiplicity, coupling constants where applicable, number of

hydrogens, assignment). Splitting is reported with the following symbols: s = singlet, d =

doublet, t = triplet, dd = doublet of doublets, dt = doublet of triplets, ddd = doublet of doublets

of doublets, m = multiplet. Whenever a signal is not clearly distinguishable from related

nuclides, roman numerals (e.g. "I", "IV") are attached to indicate interchangeability. Research

S. L. Low resolution mass spectra were measured on a LTQ FT-ICR by Thermo Finnigan

GmbH. High resolution mass spectra were measured by the analytical section of the

Department of Chemistry of Ludwig-Maximilians-Universität München on aMAT 90 (ESI) from

Thermo Finnigan GmbH. IR spectra were recorded on a PerkinElmer Spectrum BX II FT-IR

system. Substances were applied as a film or directly as solids on the ATR unit. Analytical RP-

HPLC was performed on an analytical HPLC Waters Alliance(2695  Separation  Module, 2996

Photodiode Array Detector) equipped with the column Nucleosil120-2 C18 from Macherey

Nagel applying an eluent flow of 0.5 mL/min. Preparative RP-HPLC was performed on HPLC

 Array Detector, 1525 Binary HPLC Pump) equipped with the

column VP 250/32 C18 from Macherey Nagel. A flowrate of 5mL/min was applied. HPLC grade

MeCN was purchased from VWR.



11

Cell culture

DMEM high glucose (Sigma Aldrich) containing 10% heat-inactivated FBS (Gibco), 100 U/mL

Penicillin-Streptomycin (Gibco), 2 mM L glutamine were used to culture Neuro-2a, RBL-2H3

ad MCF-7 cell lines.

100 U/mL Penicillin-Streptomycin (Gibco), 2 mM L glutamine were used to culture CHO-K1

cells.

Minimum Essential Medium Eagle (MEM) (Sigma Aldrich) containing 10% heat-inactivated

FBS (Gibco), 100 U/mL Penicillin-Streptomycin (Gibco), 2 mM L glutamine and were used to

culture HCT-116 cells.

iNGN cell line[3]

supplemented with 100 U/mL Penicillin-Streptomycin (Gibco), 64mg/L L -Ascorbic acid 2-

phosphate, 0.1mM Nicotinamide (Sigma Aldrich), 78nM Sodium selenite (Sigma Aldrich),

-transferrin (Sigma Aldrich). Additionally, with freshly added growth factors 20

ng/mL FGF-2 and TGF-

were treated with the adherence factor  Thiazovivin (TOCRIS) at 1uM added freshly to the

plate. During differentiation the cells were cultured in E7 medium complemented by
nd hour of differentiation

the medium was changed into Neurobasal A (Gibco) + 2% NeuroBrew21 (MACS). The iNGNs

were always plated on Geltrex coating (Thermo Fisher) according to manufactures protocol.

mES cells were cultured in three different media  slitting, maintenance (a2i) and priming (C/R)

media. The maintenance medium consisted of DMEM high glucose (Sigma Aldrich), 10% heat-

-mercaptoethanol (Sigma Aldrich), 2mM L-Alanyl-L-

Glutamine 200mM (Gibco), 1x Nonessential amino acids 100x (Sigma Aldrich) and 100 U/mL

Penicillin-Streptomycin (Gibco). The culture medium consists of the splitting medium

su

-99021 (Sigma Aldrich). The priming media consisted of the

IWR- -99021 (Sigma Aldrich). The cells were

maintained in a2i medium and primed for 3.0 days via plating in C/R medium.
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Metabolic-labelling experiments were conducted by plating cells in their dedicated medium

contain -fdC for 3 days. mESCs were fed during priming without medium change

until the moment of harvesting. The pulse-chase experiment using iNGN cells was performed

so that the cells were fed dT+12 and F-fdC on the day of induction and the medium with

nucleosides was replaced after 24hours and from the 48th hour the chase has started. The

harvesting timepoints from the first hour of induction were: 48h, 52h, 56h, 60h, 68h, 72h and

76h.

The cells were counted before plating and prior to harvesting (at timepoints 0 h and 72 h) using

Countess II automatic cell counter (LifeTechnologies. ThermoFisher) via trypan blue staining.

The values were recorded and the doubling rates calculated according to the following

equation:

.

Cell Harvesting and Isolation of genomic DNA

All samples were washed with PBS (Sigma Aldrich) once before harvesting and lysed directly

in the plates by adding RLT buffer (Qi di tert butyl 4

methylphenol (BHT) and desferoxamine mesylate (DM). Next, DNA was sheered in MM400

bead mill (Retsch) at 30 Hz for 1 min in 2mL microcentrifuge tubes (Eppendorf) with 5mm

diameter stainless steel beads (one per tube) and centrifuged at 21000rcf for 5 minutes.

Genomic DNA (gDNA) was extracted using Zymo Quick gDNA mini-prep® kit according to the

protocol with an addition of RNAse A treatment (Qiagen) at 0.2mg/mL in Genomic Lysis Buffer

samples were eluted in DNAse-free ddH2  was

measured on Nanodrop.

DNA digestion

While investigating the deformylation levels using F-fdC as a metabolic label, the following

conditions were used for the gDNA digestion procedure: 1

H2O were digested as follows: Zymo Research

plus reaction buffer (Zymo Research Merck, Serratia

marcescens) and a specific amount of isotopically labelled internal standards were added. The
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mixture was incubated for 4 h at 37 °C and then stored at -20 °C. Prior to LC-MS/MS analysis,

samples were filtered by using  Supor (Pall Life

Science).

LC/MS-MS analysis of DNA samples[4]

Quantitative UHPLC-MS/MS analysis of digested DNA samples was performed using an

Agilent 1290 UHPLC system equipped with a UV detector and an Agilent 6490 triple

quadrupole mass spectrometer. Nucleosides of interest were quantified using the stable

isotope dilution technique.[2] The source-dependent parameters were as follows: gas

temperature 80 °C, gas flow 15 L/min (N2), nebulizer 30 psi, sheath gas heater 275 °C, sheath

gas flow 11 L/min (N2), capillary voltage 2.500 V in the positive ion mode, capillary voltage

V/ 250 V. Delta EMV was set to 500 (positive mode) and 800 (negative mode). Compound-

dependent parameters are summarized in Supplementary Tables 1-3. Chromatography was

performed by a Poroshell 120 SB-

using a gradient of water and MeCN, each containing 0.0085% (v/v) formic acid, at a flow rate

0% MeCN. The autosampler was cooled to 4 °C. The injection volume was amounted to 39

Quantification of nucleosides in DNA samples

Nucleosides were quantified using internal calibration curves and the stable isotope dilution

technique as described in the literature.[2] Used internal calibration curves for F-nucleosides

are shown in Supplementary Figure 4.

Soluble nucleoside pool extraction and purification

The soluble pool extraction protocol started with a cell harvest using typical cell passaging

trypsinisation technique rather than a usual cell lysis method (using TrypLE reagent, Gibco).

The cells were counted with trypan blue via Countess II FL Automated Cell Counter, Life

Technologies (ThermoFisher Scienitfic) and pelleted via centrifugation at 260g for 3min. The

pellet was resuspended with the ice-cold mixture of acetonitrile and water (1:1 ratio), 1mL per

1x106cells and gently vortexed. The cell suspension was incubated on ice for 15min and

centrifuged at 16 000g for 10min at 4oC. The supernatant containing the cytosolic fraction was



14

collected and lyophilised, while the cell pellet was treated with the lysis buffer for subsequent

gDNA isolation.

Samples were dissolved in H2O (pH = 4, 100 µL H2O for soluble pool from 400 000 cells).

Supel-Select HBL 60 mg columns were equilibrated with 1.5 mL MeOH and 3 mL H2O (pH =

4). Samples were loaded the surface of the column, washed with 4 mL H2O (pH = 4). Cartridges

were dried under high vacuum for 15 min. Sample was eluted with 1.5 mL MeOH/MeCN = 1:1.

Eluent was lyophilized, dissolved in H2O and analysed by UHPLC-MS/MS as described for

genomic DNA samples.[2]
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Synthetic procedures

Scheme SI-1: Synthesis pathway towards -F-fdC (1).
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Synthesis of O3´,5´-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-2´-fluorouridine (11)

According to a modified literature [5] procedure 2'-deoxy-2'-fluoruridine (2.0 g, 8.1 mmol,

1.0 equiv.), TBS-Cl (3.7 g, 24.4 mmol, 3.0 equiv.) and imidazole (2.5 g, 36.5 mmol, 4.5 equiv.)

were combined in a Schlenk flask an dissolved in pyridine (32 mL). The resulting reaction

mixture was stirred at room temperature for 18 h. The reaction was stopped by addition of

NaHCO3 (sat. aq., 150 mL), extracted with dichloromethane (3 x 40 mL). The combined organic

layers were washed with brine (150 mL), dried over Na2SO4 and the solvent was removed in

vacuo. Residual pyridine was co-evaporated with toluene yielding a colourless crude.

Purification by flash column chromatography (SiO2 hexanes/ethyl acetate 2:1) yielded target

compound 11 as a colourless solid (3.8 g, 8.0 mmol, 99 %).

Rf = 0.48 (CH2Cl2/MeOH 9:1)

1H-NMR (599 MHz, CDCl3 8.06 (s, 1H, N3-H), 7.91 (s, 1H, 3JH6-H5 = 8.0 Hz, 4JH6-H1´

= 0.9 Hz, C6-H), 6.06 (dd, 3JH1´-F2´ = 15.2 Hz, 3JH1´-H2´ = 2.0 Hz, 1H, C1'-H), 5.68 (dd, 3JH5-H6 =

8.0 Hz, 4JH5-H3 = 0.9 Hz, C5-H), 4.77 (ddd, 2JH2´-F2´ = 52.4 Hz, 3JH2´-H1´ = 2.0 Hz, 3JH2´-H3´ = 4.3 Hz,

1H, C2'-H), 4.29 (ddd, 3JH3´-F2´ = 18.7 Hz, 3JH3´-H2´ = 4.2 Hz, 3JH3´-H4´ = 7.2 Hz, 1H, C3'-H), 4.08
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(dd, 3JH4´-H3´ = 7.2 Hz, 3JH4´-H5´ = 1.6 Hz, 1H, C4'-H), 4.05 (dd, 2JH5´a-H5´b = 11.7 Hz, 3JH5´a-H4´ = 2.0

Hz, 1H, C5'-Ha)I, 3.78 (dd, 2JH5´b-H5´a = 11.8 Hz, 3JH5´b-H4´ = 1.7 Hz, 1H, C5'-Hb)I , 0.93 (s, 9H, Ce-

g-H3)II, 0.91 (s, 9H, Ch-j -H3)II, 0.12 (s, 6H, Ca,b-H3)III, 0.12 (s, 3H, Cc-H3)III, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)III.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3 162.6 (C4), 149.9 (C2), 139.9 (C6), 102.5 (C5), 93.2

(d, 1J C2´-F2´ = 193.5 Hz, C2'), 87.9 (d, 2J C1´-F2´ = 33.8 Hz, C1'), 84.0 (C4'), 68.8 (d, 2J C3´-F2´ =

16.3 Hz, C3'), 60.9 (C5'), 26.1 (3C, Ce-g)I , 25.8 (3C, Ch-j)I, 18.6 (Ck)II, 18.3 (Cl)II, -4.5 (Ca)III, -

4.9 (Cb)III, -5.3 (Cc)III, -5.3 (Cd)III.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3 -202.6 (ddd, 2J F2´-H2´ = 52.5 Hz, 3J F2´-H3´ = 18.7 Hz, 3J

F2´-H1´ = 15.2 Hz, C2'-F).

HRMS (ESI+): calc. for C21H40FN2O5Si2+ [M+H]+: 475.2454, found: 475.2453.

HRMS (ESI-): calc. for C21H38FN2O5Si2- [M-H]-: 473.2309, found: 473.2319.

IR (ATR):  /cm-1 = 3390 (w), 3261 (w), 2593 (w), 2928 (w), 2857 (w),  1759 (w), 1712 (s), 1707

(s), 1695 (vs), 1628 (w), 1455 (m), 1251 (m), 1158 (m), 1120 (s), 994 (m), 978 (m), 880 (ms),

863 (m), 828 (vs), 803 (s) 760  (s), 665 (m).
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Synthesis of O3´,5´-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-2´-fluor-5-iodouridine (5)

TBS-protected uridine 11 (2.1 g, 4.4 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry acetonitrile (200

mL), ceric ammonium nitrate (5.3 g, 9.6 mmol, 2.2 equiv.) and iodine (2.4 g, 9.6 mmol, 2.2

equiv.) were added, and the resulting reaction mixture was stirred for one hour at 60 °C. Upon

complete conversion of starting material, the reaction was stopped by addition of NaHCO3 (sat.

aq., 100 mL) and Na2S2O3 (sat. aq., 100 mL). Reaction mixture was filtered over a plug of SiO2.

The obtained filtrate was concentrated in vacuo, the aqueous residue was extracted with

dichloromethane (4 x 40 mL). The combined organic layers were washed with brine (150 mL),

dried over Na2SO4 volatiles were removed under reduced pressure. Resulting crude product

was purified by flash column chromatography (SiO2, hexanes/ethyl acetate 4:1) yielding 5 as

a colourless foam (2.1 g, 3.5 mmol, 81 %).

Rf = 0.75 (hexanes/ethyl acetate 2:1)

1H-NMR (599 MHz, CDCl3 8.16 (s, 1H, N3-H), 7.98 (s, 1H, C6-H), 6.09 (dd, 3JH1´-F2´

= 14.0 Hz, 3JH1´-H2´ = 4.1 Hz, 1H, C1'-H), 4.82 (dt, 2JH2´-F2´ = 52.6 Hz, 3JH2´-H1´,H3´ = 4.4 Hz, 1H,

C2'-H), 4.29 (dt, 3JH3´-F2´ = 11.3 Hz, 3JH3´-H2´,H4´ = 4.8 Hz, 1H, C3'-H), 4.08 (dd, 3JH4´-H3´ = 4.9 Hz,
3JH4´-H5´ = 2.1 Hz, 1H, C4'-H), 3.98 (dd, 2JH5´a-H5´b = 11.8 Hz, 3JH5´a-H4´ = 1.9 Hz, 1H, C5'-Ha)I, 3.77



19

(dd, 2JH5´b-H5´a = 11.8 Hz, 3JH5´b-H4´ = 2.2 Hz, 1H, C5'-Hb)I , 0.97 (s, 9H, Ce-g-H3)II, 0.91 (s, 9H, Ch-

j -H3)II, 0.18 (s, 3H, Ca-H3)III, 0.17 (s, 3H, Cb-H3)III 0.13 (s, 3H, Cc-H3)III, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)III.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3 159.5 (C4), 149.6 (C2), 144.1 (C6), 92.5 (d, 1J C2´-F2´ =

195.7 Hz, C2'), 87.5 (d, 2J C1´-F2´ = 33.1 Hz, C1'), 85.5 (C5), 69.9 (d, 2J C3´-F2´ = 15.4 Hz, C3'),

69.2 (C4´), 62.0 (C5'), 26.5 (3C, Ce-g)I , 25.8 (3C, Ch-j)I, 18.8 (Ck)II, 18.3 (Cl)II, -4.5 (Ca)III, -4.9

(2C, Cb,c)III, -5.3 (Cd)III.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3 -205.7 (dt, 2J F2´-H2´ = 52.6 Hz, 3J F2´-H1´,H3´ = 12.6 Hz,

C2'-F).

HRMS (ESI+): calc. for C21H39FIN2O5Si2+ [M+H]+: 601.1421, found: 601.1419.

HRMS (ESI-): calc. for C21H37FIN2O5Si2- [M-H]-: 599.1275, found: 599.1292.

IR (ATR):  /cm-1 = 3171(w), 3067 (w), 2953 (w), 2928 (m), 2856 (w), 1690 (vs), 1606 (m),

1471 (w), 1426 (w), 1407 (w), 1360 (w), 1253 (s), 1166 (m), 1127 (s), 1072 (s), 996 (w), 680

(w), 889 (m), 858 (m), 802 (vs), 778 (vs), 670 (m).
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Synthesis of O3´,5´-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-2´-fluor-5-formyluridine (6)

According to a modified literature procedure[5] Pd2dba3 3 (0.14 g, 0.13 mmol, 0.1 equiv.),

PPh3 (0.21 g, 0.80 mmol, 0.6 equiv.) and 5 (0.80 g, 1.3 mmol, 1.0 equiv.) were charged to an

autoclave vessel and dissolved in dry toluene (26 mL). The autoclave apparatus was sealed,

the reaction mixture was purged with carbon monoxide (3 x 3.5 bar) and subsequently heated

to 60 °C. A solution of HSnBu3 (0.47 g, 0.43 mL, 1.6 mmol, 1.2 equiv.) in toluene (0.4 mL) was

added via a syringe pump (55 µL/h) over a period of 15 h. After complete addition, reaction

mixture was let to cool to room temperature and filtered over a plug of silica (eluted with 350

mL ethyl acetate). The resulting crude product was purified with flash column chromatography

(SiO2, 10 w% K2CO3, hexanes/ethyl acetate 4:1) yielding the formylated compound 6 as an

colourless foam (560 mg, 1.12 mmol, 84 %).

Rf = 0.75 (hexanes/ethyl acetate 2:1)

1H-NMR (599 MHz, CDCl3 10.22 (s, 1H, Cm-H), 8.46 (s, 1H, N3-H), 8.42 (s, 1H, C6-

H), 6.12 (dd, 3JH1´-F2´ = 13.9 Hz, 3JH1´-H2´ = 4.0 Hz, 1H, C1'-H), 4.89 (dt, 2JH2´-F2´ = 52.5 Hz, 3JH2´-

H1´,H3´ = 4.3 Hz, 1H, C2'-H), 4.31 (dt, 3JH3´-F2´ = 11.2 Hz, 3JH3´-H2´,H4´ = 4.8 Hz, 1H, C3'-H), 4.16-

4.12 (m, 1H, C4'-H), 3.99 (dd, 2JH5´a-H5´b = 11.9 Hz, 3JH5´a-H4´ = 2.1 Hz, 1H, C5'-Ha)I, 3.78 (dd,
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2JH5´b-H5´a = 11.8 Hz, 3JH5´b-H4´ = 2.4 Hz, 1H, C5'-Hb)I , 0.93 (s, 9H, Ce-g-H3)II, 0.91 (s, 9H, Ch-j -

H3)II, 0.15 (s, 6H, Ca,b-H3)III, 0.13 (s, 3H, Cc-H3)III, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)III.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3 185.5 (Cm), 161.1 (C4), 149.0 (C2), 145.3 (C6), 111.8

(C5), 92.7 (d, 1J C2´-F2´ = 196.4 Hz, C2'), 88.3 (d, 2J C1´-F2´ = 33.4 Hz, C1'), 86.0 (C4´), 70.0 (d,
2J C3´-F2´ = 15.4 Hz, C3'), 61.9 (C5´), 26.2 (3C, Ce-g)I , 25.8 (3C, Ch-j)I, 18.7 (Ck)II, 18.3 (Cl)II, -

4.5 (Ca)III, -4.9 (Cb)III, -5.3 (Cc)III -5.4 (Cd)III.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3 -205.3 (dt, 2J F2´-H2´ = 52.2 Hz, 3J F2´-H1´,H3´ = 12.2 Hz,

C2'-F).

HRMS (ESI+): calc. for C22H40FN2O6Si2+ [M+H]+: 503.2403, found: 503.2400.

IR (ATR):  /cm-1 = 2949 (w), 2926 (w), 2907 (w), 2889 (w), 2169 (m), 1692 (s), 1599 (m), 1470

(m), 1379 (w), 1361 (w), 1254 (m), 1233 (w), 1121 (m), 1073 (m), 997 (w), 982 (w), 830 (vs),

777 (vs), 673 (m), 658 (w).
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Synthesis of O3´,5´-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-2´-fluor-5-(1,3-dioxan-2-yl)uridine (7)

Nucleoside 6 (310 mg, 0.617 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry dichloromethane (12 mL)

and cooled to 0 °C. At 0 °C 1,3-propanediol (188 mg, 0.180 mL, 2.47 mmol, 4.0 equiv.),

triethylorthoformiate (183 mg, 0.210 mL, 1.23 mmol, 2.0 equiv.) and p-TSA (24.0 mg, 0.123

mmol, 0.2 equiv.) were added. The reaction mixture was stirred for 30 min at 0 °C and 60 min

at room temperature. Reaction was quenched by addition of H2O (25 mL) and extracted with

CH2Cl2 (3 x 30 mL). Combined organic layers were washed with brine (2 x 80 mL) and dried

over Na2SO4. After all volatiles were removed under reduced pressure, crude was purified via

flash column chromatography (SiO2, hexanes/ethyl acetate 2:1) to yield 7 as a colourless foam

(218 mg, 0.389 mmol, 63 %).

Rf = 0.25 (hexanes/ethyl acetate 2:1)

1H-NMR (599 MHz, CDCl3 8.06 (s, 1H, N3-H), 7.66 (d, 4JH6-Hm = 0.8 Hz, 1H, C6-H),

5.97 (dd, 3JH1´-F2´ = 15.7 Hz, 3JH1´-H2´= 4.3 Hz, 1H, C1'-H), 5.52 (s, 1H, CHm), 4.91 (dt, 2JH2´-F2´ =

53.3 Hz, 3JH2´-H1´;H3´ = 4.6 Hz, 1H, C2'-H), 4.35 (dt, 3JH3´-F2´ = 10.7 Hz, 3JH3´-H2´;H4´ = 5.2 Hz, 1H,
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C3'-H), 4.20-4.15 (m, 2H, Cn-H2)I , 4.01 (dp, 3JH4´-H3´ = 5.2 Hz, 3JH4´-H5´a;H5´b = 1.7 Hz, 1H, C4'-H),

3.98-3.91 (m, 2H, Cp-H2)I, 3.90 (dd, 2JH5´a-H5´b = 11.7 Hz, 3JH5´a-H4´ = 2.3 Hz, 1H, C5'-Ha)II, 3.76

(dd, 3JH5´b-H5´a = 11.7 Hz, 3JH5´b-H4´ = 3.4 Hz, 1H, C5'-Hb)II, 2.16-2.08 (m, 1H, Co-H2)III, 1.43-1.38

(m, 1H, Co-H2)III, 0.93 (s, 9H, Ce-g-H3)IV, 0.91 (s, 9H, Ch-j -H3)IV, 0.12 (s, 3H, Ca-H3)V, 0.11 (s,

6H, Cb;c-H3)V, 0.11 (s, 3H, Cd-H3)V.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3 161.1 (C4), 149.6 (C2), 169.7 (C6), 113.2 (C5), 95.5

(Cacetal) 91.8 (d, 1J C2´-F2´ = 194.5 Hz, C2'), 88.7 (d, 2J C1´-F2´ = 33.4 Hz, C1'), 86.0 (C4´), 69.9

(d, 2J C3´-F2´ = 15.3 Hz, C3'), 68.7 (Cn)I, 67.7 (Cp)I, 62.3 (C5´), 26.2 (3C, Ce-g)II , 25.9 (3C, Ch-j)II,

18.7 (Ck)III, 18.4 (Cl)III, -4.6 (Ca) VI, -4.9 (Cb)IV, -5.1 (Cc) VI -5.4 (Cd)IV.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3 -204.7 (ddd, 2J F2´-H2´ = 53.4 Hz, 3J F2´-H3´ = 15.6 Hz, 3J

F2´-H1´ = 11.1 Hz C2'-F).

HRMS (ESI+): calc. for C25H46FN2O7Si2+ [M+H]+: 561.2822, found: 561.2824.

HRMS (ESI-): calc. for C25H44FN2O7Si2- [M-H]-: 559.2677, found: 559.2690.

IR (ATR):  /cm-1 = 3191 (w), 2954 (w), 2928 (w), 2887 (w), 2856 (w), 1697 (s), 1470 (m), 1463

(m), 1362 (m), 1257 (m), 1127 (m), 1092 (s), 1004 (m), 966 (m), 860 (m), 802 (vs), 777 (vs),

724 (m), 671 (m).
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Synthesis of O3´,5´-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-2´-fluor-5-(1,3-dioxan-2-yl)cytidine (8)

Nucleoside 7 (370 mg, 0.66 mmol, 1.0 equiv.) and DMAP (16.0 mg, 0.13 mmol, 0.2 equiv.)

were dissolved in dry dichloromethane (7 mL), triethylamine (0.9 mL, 0.67 g, 6.6 mmol, 10

equiv.) was added. Reaction mixture was cooled to 0 °C. At 0 °C triisopropylsulfonylchloride

(300 mg, 0.99 mmol, 1.5 equiv.) was added in three portions over 30 min at 0 °C. The reaction

mixture was let warm to rt and stirred for 16 h at rt. Reaction was quenched by addition of

NH4Cl (sat. aq. 25 mL) and extracted with CH2Cl2 (3 x 50 mL). Combined organic layers were

washed with brine (50 mL) and dried over Na2SO4. All volatiles were removed under reduced

pressure. Isolated product 7a was used for next reaction step without further purification.

Nucleoside 7a (0.66 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry 1,4-dioxane (13 mL), an aqueous

NH3-solution (25%, 4 mL) was added. Reaction solution was stirred at rt for 20 h. After full

conversion of starting material, reaction was stopped by addition of NH4Cl (sat. aq. 50 mL).

Mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL), combined organic layers were washed

with brine (100 mL) and dried over Na2SO4. After all volatiles were removed under reduced

pressure, crude was purified via flash column chromatography (SiO2, CH2Cl2
20:1) to yield 8 as a yellow foam (253 mg, 0.452 mmol, 68 %).



25

Rf = 0.56 (CH2Cl2/MeOH 10:1)

1H-NMR (599 MHz, CDCl3  (s, 1H, C6-H), 7.24 (s, 1H, C4-NH), 6.56 (s, 1H, N3-

H), 5.95 (dd, 3JH1´-F2´ = 17.4 Hz, 3JH1´-H2´= 1.7 Hz, 1H, C1'-H), 5.29 (s, 1H, C-Hm), 4.86 (ddd,
2JH2´-F2´ = 52.6 Hz, 3JH2´-H1´ = 4.5 Hz, 3JH2´-H3´ = 1.7 Hz, 1H, C2'-H), 4.25-4.16 (m, 3H, Cn, Cp, C3'-

H)I 4.06-4.01 (m, 2H, C4'-H, C5'-H) , 3.93-3.87 (m, 2H, Cn, Cp)I, 3.81-3.77 (m, 1H, C5'-H), 2.18 (dtt,
2J = 13.7 Hz, 3J = 2.6 Hz, 3J = 1.4 Hz, 1H, Co)II, 1.46 (dtt, 2J = 13.7 Hz, 3J = 2.6 Hz, 3J = 1.4 Hz, 1H, Co)II,

0.95 (s, 9H, Ce-g-H3)III, 0.89 (s, 9H, Ch-j -H3)III, 0.13 (s, 3H, Ca-H3)IV, 0.12 (s, 3H, Cb-H3)IV, 0.10

(s, 3H, Cc-H3)IV ,0.11 (s, 3H, Cd-H3)IV.

13C-NMR (101 MHz, CDCl3 163.2 (C4), 154.5 (C2), 140.5 (C6), 104.3 (C5), 99.3

(Cm) 92.2 (d, 1J C2´-F2´ = 192.2 Hz, C2'), 89.7 (d, 2J C1´-F2´ = 34.2 Hz, C1'), 83.7 (C4´), 69.0 (d, 2J

C3´-F2´ = 16.1 Hz, C3'), 67.5 (Cn)I, 61.5 (C5´), , 26.3 (3C, Ce-g)II, 25.8 (3C, Ch-j)II, 25.6 (Cp)I 18.8

(Ck)III, 18.2 (Cl)III, -4.4 (Ca) VI, -4.9 (Cb)IV, -5.1 (Cc) VI -5.1 (Cd)IV.

19F-NMR (377 MHz, CDCl3 -201.3 (dt, 2J F2´-H2´ = 52.6 Hz, 3J F2´-H3´,H4´ = 17.4 Hz,

C2'-F).

HRMS (ESI+): calc. for C25H47N3O6FSi2+ [M+H]+: 560.2982, found: 560.2979.

IR (ATR):  /cm-1 = 2954 (w), 2928 (w), 2891 (w), 2857 (w), 1694 (s), 1463 (m), 1362 (m), 1257

(m), 1127 (m), 1093 (s), 1004 (m), 966 (m), 938 (w), 910 (m), 860 (m), 805 (vs), 777 (vs), 704

(m), 672 (m).
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Synthesis of 2´-Fluor-5-formyl-cytidine (1)

Nucleoside 8 (480 mg, 0.87 mmol, 1.0 equiv.) and was dissolved in dry THF (30 mL) aq. HCl

(1 M, 3.5 mL, 3.45 mmol, 4.0 equiv.) were added. Reaction mixture was stirred at rt for 18 h.

Reaction solution was diluted with H2O (50 mL) and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL).

Combined organic layers were washed with brine (50 mL) and dried over Na2SO4. All volatiles

were removed under reduced pressure. Isolated product 8a was used for next reaction step

without further purification.

In a polypropylene falcon tube Nucleoside 8a (180 mg, 0.46 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved

in dry ethyl acetate (7 mL) and cooled to 0 °C. At 0 °C a solution of HF pyridine (70% HF,

0.18 mL, 6.97 mmol, 15 equiv.) was added, mixture was allowed to warm to rt and was stirred

at rt for 20 h. After complete conversion of starting material, reaction was stopped by addition

of TMSOMe (2.0 mL, 14.7 mmol, 32 equiv.) at 0 °C, and stirred for 1 h at 0 °C. Subsequently

all volatiles were removed under reduced pressure. Crude product was dissolved in ddH2O

and puri

buffer A: ddH2O, buffer B: MeCN). Purified product was lyophilized to yield 1 as a colourless

solid (88 mg, 0.32 mmol, 70 %).

Rf = 0.13 (CH2Cl2/MeOH 5:1)
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3 9.51 (s, 1H, Cm-H), 8.88 (s, 1H, C6-H), 6.07 (d, 3JH1´-F2´ =

17.7 Hz, 1H, C1'-H), 5.19 (dd, 2JH2´-F2´ = 52.4 Hz, 3JH2´-H1´;H3´ = 4.3 Hz, 1H, C2'-H), 4.37 (ddd
3JH3´-F2´ = 24.1 Hz, 3JH3´-H2´;H4´ = 9.3 Hz, 3JH3´-H2´;H4´ = 4.3 Hz, 1H, C3'-H), 4.27-4.19 (m, 1H, C4'-

H) , 4.13 (dd, 2JH5´a-H5´b = 13.2 Hz, 3JH5´a-H4´ = 2.3 Hz, 1H, C5'-Ha)I, 3.91 (dd, 2JH5´b-H5´a = 13.2 Hz,
3JH5´b-H4´ = 3.5 Hz, 1H, C5'-Hb)I.

13C-NMR (800 MHz, CDCl3 m), 162.8 (C4), 155.0 (C2), 154.9 (C6), 105.9

(C5), 93.7 (d, 1J C2´-F2´ = 185.2 Hz, C2'), 89.9 (d, 2J C1´-F2´ = 34.9 Hz, C1'), 82.4 (C4´), 67.2 (d,
2J C3´-F2´ = 16.8 Hz, C3'), 59.1 (C5).

19F-NMR (400 MHz, CDCl3 -201.6 (ddd, 2J F2´-H2´ = 52.4 Hz, 3J F2´-H3´ = 24.3 Hz, 3J

F2´-H1´ = 17.8 Hz C2'-F).

HRMS (ESI+): calc. for C10H13N3O5F+ [M+H]+: 274.0834, found: 274.0835.
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Supplementary tables

Table SI-1[2]:Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of genomic DNA fed
with fluorinated nucleosides. CE: collision energy, CAV: collision cell accelerator voltage, EMV: electron
multiplier voltage. The nucleosides were analysed in the positive ([M+H)]+ species) as well as the
negative ([M-H]- species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).

compound Precurso

r ion

(m/z)

MS1

Resolutio

n

Product

Ion (m/z)

MS2

Resolution

Dwel

l

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarity

Time segment 1.5-3.0 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positive

[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positive

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positive

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positive

F-hmdC 276.10 Wide 142.06 Wide 50 10 3 Positive

[15N2]-F-

hmdC

278.09 Wide 144.06 Wide 50 10 3 Positive

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positive

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positive

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positive

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positive

Time segment 3.0-4.7 min
F-hmdU 275.07 Wide 255.06 Wide 80 3 7 Negativ

e

F-dU 245.06 Wide 225.06 Wide 80 3 5 Negativ

e

[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 80 15 3

Positive

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 80 15 3 Positive

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positive

Time segment 4.7-10 min
F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positive

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positive

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 30 3 5 Negativ

e
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F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 70 3 5 Negativ

e

dT 243.10 Wide 127.05 Wide 20 5 5 Negativ

e

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 30 5 5 Positive

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 30 5 5 Positive

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positive

fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positive

Table SI-2: Compound-dependent LC-MS/MS ranges of the corresponding linear equations.
compound n (ULOQ) n (LLOQ) A/A* (ULOQ) A/A* (LLOQ)

F-fdC 25.1 fmol 0.390 fmol 0.2267 0.003345

F-dC 800 fmol 3.13 fmol 4.074 0.01512

F-mdC 49.9 fmol 0.780 fmol 0.04174 0.0005833

Table SI-3: Compound-dependent LC-MS/MS-parameters used for the analysis of genomic DNA fed
with fluorinated nucleosides and isotopically labelled dT. CE: collision energy, CAV: collision cell
accelerator voltage, EMV: electron multiplier voltage. The nucleosides were analysed in the positive
([M+H)]+ species) as well as the negative ([M-H]- species) ion selected reaction monitoring mode (SRM).

compound Precurso

r ion

(m/z)

MS1

Resolutio

n

Product

Ion (m/z)

MS2

Resolution

Dwel

l

time

[ms]

CE

(V)

CAV

(V)

Polarity

Time segment 1.5-3.7 min
F-dC 246.09 Wide 112.06 Wide 70 15 3 Positive

[15N2]-F-dC 248.08 Wide 114.04 Wide 70 15 3 Positive

[15N2]-cadC 274.08 Wide 158.03 Wide 40 5 5 Positive

cadC 272.09 Wide 156.04 Wide 40 5 5 Positive

F-hmdC 276.10 Wide 142.06 Wide 50 10 3 Positive

[15N2]-F-

hmdC

278.09 Wide 144.06 Wide 50 10 3 Positive

[15N2,D2]-

hmdC

262.12 Wide 146.07 Wide 25 27 1 Positive

hmdC 258.11 Wide 142.06 Wide 25 27 1 Positive

[D3]-mdC 245.13 Wide 129.09 Wide 50 60 1 Positive

mdC 242.11 Wide 126.07 Wide 50 60 1 Positive

Time segment 3.7-4.7 min
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F-hmdU 275.07 Wide 255.06 Wide 80 3 7 Negativ

e

F-dU 245.06 Wide 225.06 Wide 80 3 5 Negativ

e

[D3]-F-mdC 263.12 Wide 129.09 Wide 80 15 3

Positive

F-mdC 260.10 Wide 126.07 Wide 80 15 3 Positive

F-cadC 290.08 Wide 156.04 Wide 80 5 5 Positive

Time segment 4.7-12 min
F-fdC 274.08 Wide 140.05 Wide 90 15 3 Positive

[15N2]-F-fdC 276.08 Wide 142.04 Wide 90 15 3 Positive

F-fdU 273.05 Wide 253.05 Wide 30 3 5 Negativ

e

F-dT 259.07 Wide 239.07 Wide 70 3 5 Negativ

e

dT 243.10 Wide 127.05 Wide 20 5 5 Negativ

e

[15N2]-fdC 258.09 Wide 142.04 Wide 30 5 5 Positive

fdC 256.09 Wide 140.05 Wide 30 5 5 Positive

[15N2]-fdC 142.04 Wide 98.04 Wide 20 13 7 Positive

fdC 140.05 Wide 97.04 Wide 20 13 7 Positive

[13C5
15N2]-

dT

250.12 Wide 129.04 Wide 20 3 5 Positive

[13C10
15N2]-

dT

255.12 Wide 134.06 Wide 20 3 5 Positive
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Appendix

NMR Spectra
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Compound 11, 1H-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 11, 13C-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 11, 19F-NMR, 377 MHz, CDCl3



35

Compound 5, 1H-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 5, 13C-NMR, 4800 MHz, CDCl3
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Compound 5, 19F-NMR, 377 MHz, CDCl3
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Compound 6, 1H-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 6, 13C-NMR, 400 MHz, CDCl3



40

Compound 6, 19F-NMR, 377 MHz, CDCl3
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Compound 7, 1H-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 7, 1H-NMR, 400 MHz, CDCl3Compound 7, 13C-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 7, 19F-NMR, 377 MHz, CDCl3



44

Compound 8, 1H-NMR, 400 MHz, CDCl3
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Compound 7, 13C-NMR, 600 MHz, CDCl3
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Compound 1, 1H-NMR, 400 MHz, D2O
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Compound 1, 13C-NMR, 800 MHz, D2O
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Compound 1, 19F-NMR, 400 MHz, D2O
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1. Materials and Methods

1.1. Solvents and chemicals

Chemicals were purchased from commercial sources (Sigma Aldrich, ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, TCI Chemicals, Oakwood Chemicals) or the LMU Munich chemical supply and
used without further purification except for dichloromethane, diethyl ether and hexanes. The solvents were purchased from the LMU Munich chemical supply and distilled once under
reduced pressure prior to use.

1.2. Methods and manipulations

All manipulations were carried out in flame-dried glassware under a positive pressure of nitrogen gas and magnetically stirred if not stated otherwise. Air- and moisture-sensitive chemicals
and absolute solvents were transferred via stainless-steel cannula or syringe. Organic solutions were concentrated by rotary evaporation at 40 °C. Analytical thin layer chromatography
(TLC) was performed on pre-coated (silica gel, 0.25 mm, 60 Å pore-size, 230 400 mesh, Merck KGA) aluminum plates or which were impregnated with a fluorescent indicator (254 nm).
TLC plates were visualized by exposure to ultraviolet light.

1.3. Gas chromatography-mass spectroscopy (GC-MS)

Reference samples were used as received, reaction samples were dried under high vacuum (<1*10 -2 mbar) prior to derivatization. 0.5 mg of each sample were suspended in 400 µl
acetonitrile, 100 µl BSTFA were added and the mixture heated to 70 °C for 30 min. The samples were filtered and injected (1 µl, split or splitless mode depending on substrate concentration)
onto an Agilent® 7920 GC equipped with a 30 m HP5-MS column (Agilent® 19091S-433UI) coupled to an Agilent® 5970 EI mass spectrometer. The injector temperature was set to
280 °C and the temperature of the ion source 230 °C. The initial oven temperature was 80 °C, held there for 2 min, ramped to 240 °C at 5 K/min and then held there for 20 min. Mass
spectra were recorded in scan mode between 70-400 m/z.

1.4. NMR spectroscopy

1H NMR, 2H NMR and 13C NMR spectra were recorded at room temperature on Bruker Avance III (400MHz) operating at 400MHz for proton nuclei, 60 MHz for deuterium nuclei, and
100MHz for carbon nuclei. 1H-chemical shifts are reported in ppm units relative to CDCl3 H = 7.26), CD3C H = 1.94), or D2 H = 4.79). 13C chemical shifts are given in ppm units
relative to CDCl3 C = 77.16), CD3 C = 1.32) or DMSO-d6 C = 39.52).[1] The following abbreviations were used: s = singlet, d = doublet, t = triplet, dd = doublet of doublets,
dt = doublet of triplets, m = multiplet, br =  broad. Coupling constants (J) are given in Hertz. The software used for data processing was MNova Version 12.0.1-20560.

1.5. ESI and EI Mass spectrometry

ESI spectra were recorded with a Thermo Finnigan LTQ FT Ultra Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance mass spectrometer with acetonitrile/water as the carrier solvent.
Quantitative UHPLC-MS/MS analysis of digested DNA samples was performed using an Agilent 1290 UHPLC system equipped with a UV detector and an Agilent 6490 triple quadrupole
mass spectrometer. The source-dependent parameters were as follows: gas temperature 80 °C, gas flow 15 L/min (N2), nebulizer 30 psi, sheath gas heater 275 °C, sheath gas flow 11

ode and nozzle voltage 500 V. The fragmentor voltage was 380 V/ 250 V.
Delta EMV was set to 500 (positive mode) and 800 (negative mode). Compound-dependent parameters are summarized in Supplementary Table S1. Chromatography was performed by
a Poroshell 120 SB-C8 column (Agilent, 2.7 m, 2.1 mm  150 mm) at 35 C using a gradient of water and MeCN, each containing 0.0085% (v/v) formic acid, at a flow rate of 0.35
mL/min: 0 4 min; 0 3.5% (v/v) MeCN; 4 7.9 min; 3.5 5% MeCN; 7.9 8.2 min; 5 80% MeCN; 8.2 11.5 min; 80% MeCN; 11.5 12 min; 80 0% MeCN; 12 14 min; 0%
MeCN. The autosampler was cooled to 4 C. The injection volume was amounted to 39 L.

1.6. Nucleoside Quantification in Oligonucleotide Experiments

In the case of the oligonucleotide experiments, nucleosides of interest were quantified using the stable isotope dilution technique. [2] Internal standards (isotopically labelled 5mdC*, 5hmdC*,
5fdC*, 5cadC*, and 8-oxo-dG*) were added to a sample and the samples were then digested using Degradase Plus from Zymo Research, and subsequently measured on a tandem
UHPLC-MS/MS system (UHPLC system: Agilent Technologies, model no. 1290 Infinity II LC; MS system: Triple quadrupole LC/MS system with iFunnel technology (Agilent Technologies,
model no. 6490)). The exact method was described here.[2] The sample data were analyzed by Quantitative MassHunter Software from Agilent. Nucleosides dC and dG were quantified
using the signal of the UV-trace with known calibration curves.[2] Used internal calibration curves, as well as UV-calibration curves are shown in Table S1.
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Table S1: Calibration curves for UHPLC-MS/MS quantification of nucleosides after enzymatic digestion of the oligonucleotide product mixture.

Nucleoside Linear Regression
UV-dC y = 0.28558x  0.02812
UV-dG y = 0.54214x + 0.1554
mdC y = 0.75157x  3.70649*10-4

hmdC y = 0.89129  3.96*10-3

fdC y = 1.18055x  0.00206
cadC y = 0.94585x  0.01218

8-oxo-dG y = 0.9355  0.00138

1.7. High performance liquid chromatography (HPLC) in Nucleoside Experiments

HPLC traces were recorded on two Agilent 1260 Infinity II HPLC systems, each equipped with a flexible quaternary pump (G7104C), a vialsampler with heatable column compartment
(G7129C) and a multi-wavelength detector (G7165A). An ACE C-18/PFP column (  Å) was used with a binary solvent system grading from 100% A/0% B to 99%
A/1% B over 18 min (A: 0.1% TFA in H2O; B: 0.1% TFA in MeCN). Quantifications were performed on both instruments, the respective distinctive calibration curves and regression
calculations are given below (Table S2, Figure S1).

Table S2: Calibration curves for UV absorption quantification in HPLC traces. Two different instruments were used for the experiments with 1 and 5mdC (HPLC1) and for the experiments of 1 with 5hmdC or D3-5mdC.

Substrate Linear Regression
HPLC 1
5mdC y = 445.99x 15.244
5hmdC y = 451.86x  3.3986

5fdC y = 550.06x 14.941
5cadC y = 289.74x 5.9377

HPLC 2
5mdC y = 860.96x + 78.134
5hmdC y = 905.75x + 85.083

5fdC y = 1016.5x + 89.150
5cadC y = 611.05x + 55.824
5mC y = 609.33x + 41.662

5hmC y = 601.37x + 41.525

Figure S1:  = 280 nm) Quantification curves for the nucleosides 5mdC, 5hmdC, 5fdC and 5cadC in the nucleoside experiments.



6

Table S3: Proportionality factors for the quantification of nucleobases and D3-5mdC in the nucleobase experiments based on the nucleoside standard calibrations given in Table S2 and Figure S1.

Nucleobase/Nucleoside Proportionality Factor
5mC/5mdC 0.692915425

5hmC/5hmdC 0.652580968
5fC/5fdC 0.606517414

5caC/5cadC 0.409907652

D3-5mdC/5mdC 0.755318881

1.8. UV/Vis Oligonucleotide Quantification

The concentration of oligonucleotide reaction samples were measured after filtration, lyophilisation and re-
(NanoDrop Technologies, cat. no. ND-1000) and the concentration determined by the following equation (Equation 1).

Equation 1

is the concentration,  [ ]  = 260 nm corrected for d = 1 cm path length,  [ ] is the absorption coefficient of the relevant

oligonucleotide (as supplied by the manufacturer Sigma Aldrich).

Table S4:  = 260 nm.

- Abbreviation  [mM-1 cm-1]
HO-CCUUAACC5mdCG-OH O 90

HO-CCUUAACCCG-OH No5mC 87
HO3PO-CCUUAACCCG-OH No5mC-P 87

1.9. Matrix assisted laser desorption ionization mass spectrometry (MALDI MS)

MALDI mass spectra were recorded on a Bruker Daltonics Autoflex II time-of-  = 337 nm). 3-hydroxypicolinic acid was used as
matrix substance. The acceptable deviation of the instrument is 3 m/z and peaks are observed with peak widths of  5-15 m/z. Therefore, the acceptable deviation in m/z differences
was deemed to be 10-20 m/z. It should be noted that this means that cytosine/cytidine cannot be differentiated from uracil/uridine. Differentiation between guanine/guanosine and
adenine/adenosine should be possible.

1.10. Bond Dissociation Energies and Measured Kinetic Constants

Table S5: Calculated bond dissociation energies of various relevant carbon atoms in nucleoside substrates and rate constants previously measured for the reaction of 5mC to 5hmC to 5fC to 5caC as nucleobases (using 1)
or in DNA context (using TET2).

Hydrogen Atom[a] BDE [kcal mol-1][b] kS (1) [L mol-1 s-1](c) kcat (TET2) [10-3 s-1][d]

5mC (CH3) 90.4 7.37 2.12

5hmC (CH2OH) 86.2 63.56 0.63

5fC (CHO) 92.9 12.81 0.46

87.7 - -

92.4 - -

[a] The indicated hydrogen atom refers to the free nucleobase in the case of 5mC, 5hmC, and 5fC. For deoxyribose the relevant hydrogens atoms were calculated for deoxy-guanosine. [b] Nucleobase BDEs calculated by Hu
et al.[3]; deoxyribose BDEs calculated by Steenken et al.[4] [c] Measured by Jonasson and Daumann [d] Measured by Hu et al.[3]
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Experimental Section

2. Nucleoside Experiments

2.1. General Procedure for HPLC Experiments

Reactions of the respective nucleoside substrate with 1 were conducted in water at room temperature. The iron(IV)-oxo complex [FeIV(O)(Py5Me2H)][Ce(NO3)6)] was treated as described by Jonasson
and Daumann to remove the cerium counter ion to obtain 1 and then diluted to reach a final concentration c = 10 mM.[5] This solution was added to a solution of the nucleoside substrate in volumes
reflecting the envisioned stoichiometric ratio (final concentration of 1: 5 mM), whereupon the time count was started. After appropriate time points samples were taken from the reaction mixture,
filtered through silica (2.0 2.5 mL) to stop the reaction, and the nucleoside and nucleobase products were eluted with 7.0 mL water. The eluted solution was freeze-dried and the resulting solid
resuspended in water. The suspension was then centrifuged (4000 rpm, 2 min) and the supernatant subjected to HPLC analysis.

2.2. HPLC Traces

2.2.1. Overview

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

Figure S2. HPLC references traces of a mixture of 5mC, 5hmC, 5fC, 5cC, 5mdC, 5hmdC, 5fdC, and 5cadC, used for calibration purposes and shown here as reference mixture. The small signal at 4.1 min is an impurity
found in 5hmdC.
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2.2.2. HPLC trace of 5mdC, 5hmdC, 5fdC, and 5cadC

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 5mdC
 5hmdC
 5fdC
 5cadC

Figure S3. Superimposed HPLC references traces of 5mdC, 5hmdC, 5fdC, and 5cadC. The small signal at 4.1 min is an impurity found in 5hmdC, the small signal at 2.5 min is assigned to trace amounts of 5caC in the
5cadC sample.

2.2.3. HPLC trace of 5mC, 5hmC, 5fC, and 5caC

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 5mC
 5hmC
 5fC
 5caC

Figure S4. Superimposed HPLC references traces of 5mC, 5hmC, 5fC, 5caC.
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2.2.4. HPLC trace of 1 after filtration

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

Figure S5. HPLC references trace of a sample of 1 that was treated like a regular reaction (filtration through silica, lyophilisation) as described under Section 2.1.

2.2.5. Spike Experiments  No Additions

In these experiments, the expected products were added individually to a product mixture obtained from the reaction of 1 with 5mdC ([1] = 5 mM, [5mdC] = 5 mM, H2O, T = 22 °C.) and the resulting
mixture analysed using HPLC. In the following, the original HPLC without any additions (Figure S6) as well as the spiked traces are shown. These spiked traces are combined in corresponding
nucleoside/nucleobase pairs (Figure S7 - Figure S10).

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 No Addition

Figure S6. HPLC trace of a representative reaction sample of the reaction of 1 with 5mdC.



10

2.2.6. Spike Experiments  5mdC or 5mC

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 + 5mdC
 + 5mC

Figure S7. Superimposed HPLC traces of a representative reaction sample of the reaction of 1 with 5mdC with added 5mdC or 5mC.

2.2.7. Spike Experiments  5hmdC or 5hmC

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 + 5hmdC
 + 5hmC

Figure S8. Superimposed HPLC traces of a representative reaction sample of the reaction of 1 with 5mdC with added 5hmdC or 5hmC.
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2.2.8. Spike Experiments  5fdC or 5fC

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 + 5fdC
 + 5fC

Figure S9. Superimposed HPLC traces of a representative reaction sample of the reaction of 1 with 5mdC with added 5fdC or 5fC.

2.2.9. Spike Experiments  5cadC or 5caC

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

 + 5cadC
 + 5caC

Figure S10. Superimposed HPLC traces of a representative reaction sample of the reaction of 1 with 5mdC with added 5cadC or 5caC.
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2.3. GC-MS Reference Samples

2.3.1. -Deoxyribono- -lactone

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

retention time [min]

 2'-Deoxyribono- -lactone Reference

Figure S11. GC- -deoxy-ribono- -lactone as reference sample.

Figure S12. EI -deoxyribono- -lactone, confirmed by 2020 NIST database.



13

2.3.2. 5-methyl- -cytidine

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

retention time [min]

 5mdC Reference

Figure S13. GC-MS trace of 5mdC as reference sample.

Figure S14. EI -deoxyribose.
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Figure S15. EI MS Spectrum at a retention time of 19.1 min, assigned to 5mC.[5]

2.3.3. Overlay of References

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

retention time [min]

 5mdC Reference
 2'-Deoxyribono- -lactone Reference

Figure S16. Superimposed GC-MS traces (compare Figures S13 and S14) -deoxy-ribono- -lactone and 5mdC as reference samples.
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2.4. Reactions of 1 with substrates

2.4.1. Reaction of 1 with 5mdC

Scheme S1: Reaction of 5mdC with 1 in water and observed products. Conditions: [5mdC] = 1 mM; [1] = 5 mM; T = 22 °C; t = 15 min or 30 min (reagent ration experiments) or t =
up to 70 min (time-resolved reaction).

Reagent ratio experiments
To a solution of 5mdC in water (2 mM, 2.5 mM, 3.3 mM, 5 mM, 10 mM; 500 µL each) was added the appropriately prepared solution of 1 in water (10 mM, 500 µL). Each of the experiments
was performed twice. One series was then stirred for 15 min, the other one for 30 min during which a color change from green to slightly brown was observable. After the respective time,
the reactions were filtered through silica as described above. The freeze-dried residues were resuspended in water (either 1000 mL for 1:1 and 1:2, or 500 µL for 1:3, 1:4 and 1:5) and
subjected to HPLC analysis (5.0 µL injection) as described above.

Time-resolved reaction
To a solution of 5mdC in water (2.0 mM, 1.60 mL, 1.0 equiv.) was added the appropriately prepared solution of 1 in water (10 mM, 1.60 mL, 5.0 equiv.) and the reaction stirred for 70 min
during which a color change from green to orange-brown was observable. Every 5 min, samples (200 µL) were taken as described above. The freeze-dried residue was resuspended in
water (200 µL) and subjected to HPLC analysis (5.0 µL injection) as described above.

Representative HPLC trace (1:5 equivalents, 30 min)

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

1 + 5mdC

Figure S17. HPLC trace of a representative reaction sample of the reaction of 1 (5 mM) with 5mdC (1 mM) after 30 min.
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Mass spectrometric analysis of the reaction
A reaction between 5mdC and 1 (1.00 mL, final concentrations: [5mdC] = 1.0 mM, [1] = 5.0 mM) was carried out for 70 min and worked up as described above. The freeze-dried residue
was utilized for LC-MS and GC-MS measurements.
For LC-MS, the reaction sample was resuspended in water to the original 5mdC starting concentration (max. 1.0 mM). The experiment was carried out with the ACE C-18/PFP column
used for HPLC experiments and with 100% aqueous NH4HCO2 buffer pH 5.5.

For GC-MS the reaction sample was suspended in acetonitrile (200 uL) and BSTFA (200 uL) added. The mixtures were heated to 70 °C for 30 min and then subjected to GC-MS analysis.

GC-MS trace (1:5 equivalents, 30 min)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

retention time [min]

 5mdC + 1

Figure S18. GC-MS trace of a representative reaction sample of the reaction of 1 (5 mM) with 5mdC (1 mM) after 30 min.

Overlaid with reference samples

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

retention time [min]

 5mdC + 1
 5mdC Reference
 2'-Deoxyribono- -lactone Reference

Figure S19. GC-MS trace of a representative reaction sample of the reaction of 1 (5 mM) with 5mdC (1 mM) after 30 min overlaid with references.
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Figure S20. EI -deoxyribose.

Figure S21. EI MS Spectrum at a retention time -deoxyribono- -lactone, confirmed by 2020 NIST database.

Figure S22. EI MS Spectrum at a retention time of 19.1 min, assigned to 5mC[5], confirmed by 2020 NIST database.
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2.4.2. Reaction of 1 with 5hmdC

Scheme S2: Reaction of 5hmdC with 1 in water and observed products. Conditions: [5hmdC] = 1 mM; [1] = 5 mM; T = 22 °C; t = up to 70 min (time-resolved reaction).

This reaction was performed identical to the reaction with 5mdC as substrate, as described in Section 2.1. The observed color change was significantly faster than in the case of
5mdC.

Representative HPLC trace (1:5 equivalents, 30 min)

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

1 + 5hmdC

Figure S23. HPLC trace of a representative reaction sample of the reaction of 1 (5 mM) with 5hmdC (1 mM) after 30 min.
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Nucleoside quantification

Figure S24. Detected amounts of 5hmdC, 5fdC, and 5cadC in the reaction between 1 and 5hmdC after certain time intervals (duplicate measurement). Conditions: [5hmdC] = 1 mM, [1] = 5mM, H2O, T = 22 °C. Data
points are averaged from two replicates.
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2.4.3. Reaction of 1 with d3-5mdC

Scheme S3: Reaction of D3-5mdC with 1 in water and observed products. Conditions: [5hmdC] = 1 mM; [1] = 5 mM; T = 22 °C; t = up to 70 min (time-resolved reaction).

This reaction was performed identical to the reaction with 5mdC as substrate, as described in Section 2.1. The observed color change was significantly slower than in the case of
5mdC.

Representative HPLC trace (1:5 equivalents, 30 min)

0 2 4 6 8 10 12

retention time [min]

1 + D3-5mdC

Figure S25. HPLC trace of a representative reaction sample of the reaction of 1 (5 mM) with D3-5mdC (1 mM) after 30 min.
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Nucleoside/Nucleobase Quantification

Figure S26. Detected amounts of D3-5mdC and D3-5mC in the reaction between 1 and D3-5mdC after certain time intervals. Conditions: [D3-5mdC] = 1 mM, [1] = 5mM, H2O, T = 22 °C. Data points are averaged from
two replicates.

2.4.4. Filtration and control experiments

To test whether all products were completely eluted (to ensure accuracy of quantification) under the filtration conditions described above, one series with three samples (200 µL) of
mixtures of the eight monitored reaction products (either 0.02 mM, 0.20 mM or 1.0 mM) was filtered through silica (2.4 mL). A second identical series was directly freeze-dried. The freeze-
dried residues were resuspended in water (200 µL) and the supernatant subjected to HPLC analysis (5.0 µL injection) as described above.
Similarly, it was tested whether the nucleoside products would hydrolyze during the work-up procedure. A solution of all four nucleoside products (200 µL, 0.50 mM each) was filtered
through silica (2.4 mL) and worked up as described above. The freeze-dried residue was resuspended in water (200 µL) and the supernatant subjected to HPLC analysis (5.0 µL injection).
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3. Oligonucleotide Experiments

3.1. General Procedure for Oligonucleotide Experiments

The oligonucleotides were dissolved in MilliQ water so that a concentration of c = 0.5 mM or c = 1 mM was reached. The required amount of oligo was then transferred into an Eppendorff
reaction tube and diluted with water to reach the desired concentration (see individual experiments for details). The iron(IV)-oxo complex [FeIV(O)(Py5Me2H)][Ce(NO3)6)] was treated as
described by Jonasson and Daumann to remove the cerium counter ion to obtain 1 with a mixture of F , OH , and NO3   counter ions and diluted to reach a final concentration c = 5 mM.[5]

Then, the required amount of 1 was added to the Eppendorff reaction tubes containing the oligo sample so that a final volume of v = 50 µl was reached. The samples were then incubated
at room temperature (22-25 °C) for t = 45 min. Subsequently, the samples were diluted with another 50 µl of water and filtered through a pad of silica as described previously by Jonasson
and Daumann (0.3 ml silica in a 1 ml syringe, washed with 2 x 400 µl water). [5] The samples were lyophilized to dryness and then re-suspended in 250 µl of water. After syringe filtration
(PTFE, 45 µm) the oligonucleotide concentration of the samples was determined via UV/Vis absorption at  = 260 nm (see chapter Materials and Methods for details).
For time resolved reaction monitoring, a sample O ([O] = 0.25 mM) in 250 µl water was prepared. An aqueous solution of 1 (250 µl, [1] = 1 mM) was added, so that a final concentration
of [O] = 0.125 mM and [1] = 0.5 mM was reached. The mixture was incubated at room temperate (22 °C) and samples (50 µl) were taken after reaction times of 0.5 min, 5 min, 10 min,
17 min, 26 min, 37 min and treated as described above. The samples were then treated as described above. The obtained solid product mixtures were then resuspended in 500 µl of
water.

3.2. Oligonucleotide Concentration

The concentration of the oligonucleotide was determined as described above (see Materials and Methods). Two measurements of A260 were taken for each sample and the result averaged.
From this, the concentration was calculated (ccalc.) using Equation 1. Then, the background generated during the experimental procedure (see sample H2O) was subtracted to obtain ccorr.
which was then used for calculation of the necessary amounts for the digestion procedure.

Table S6:  = 260 nm and the thereby calculated concentrations. For concentration calculations the absorption
coefficient  supplied in Table S4 was used.

Oligo 2
Experiment Experimental Conditions A260 Concentration

cOligo [mM] CFe [mM] Meas. 1 Meas. 2 Avg. ccalc. [µM] ccorr [µM]
Untreated 0.50 0.00 1.034 1.059 1.047 11.8 10.4
O-2 + Fe1 0.25 0.25 4.017 4.073 4.045 45.6 41.5
O-2 + Fe2 0.25 1.00 4.146 4.176 4.161 46.9 42.8
TD1-0.5 min 0.125 0.5 0.910 1.010 0.960 10.7 9.3
TD1-5 min 0.125 0.5 1.192 1.366 1.279 14.2 12.8
TD1-10 min 0.125 0.5 1.145 1.064 1.105 12.3 10.9
TD1-17 min 0.125 0.5 1.396 1.219 1.308 14.5 13.2
TD1-26 min 0.125 0.5 1.050 1.107 1.079 12.0 10.6
TD1-37 min 0.125 0.5 1.108 1.120 1.114 12.4 11.0
TD2-0.5 min 0.125 0.5 1.091 1.115 1.103 12.3 10.9
TD2-2.5 min 0.125 0.5 1.306 1.606 1.456 16.2 14.8
TD2-5 min 0.125 0.5 1.092 1.184 1.138 12.6 11.3
TD2-10 min 0.125 0.5 1.150 1.228 1.189 13.2 11.8
TD2-17 min 0.125 0.5 1.248 1.368 1.308 14.5 13.2
TD2-26 min 0.125 0.5 1.223 1.388 1.306 14.5 13.1
TD2-37 min 0.125 0.5 0.698 0.835 0.767 8.5 7.1
ds-O* 0.125 0.5 1.726 1.570 1.648 9.9 9.1
ss-O* 0.125 0.5 1.002 1.145 1.074 11.9 5.7
ss-C* 0.125 0.5 0.820 0.798 0.809 7.8 4.1
No5mC-C 0.25 1.0 1.693 1.460 1.577 18.1 14.0
No5mC-CP 0.25 1.0 2.612 2.520 2.566 29.5 28.1
O-2 control 0.25 0.00 4.489 4.487 4.488 50.5 46.5
Fe control 0.00 1.00 0.366 0.346 0.356 4.0 0
H2O** 0.00 0.00 0.138 0.109 0.124 1.4 0

*) These reactions contained additionally 2.5 mM NaCl. **) This sample was treated as all reaction samples (incubated, filtered, lyophilized, re-suspended, syringe-filtered) and used for
 = 260 nm.

3.3. Digestion and Quantification Procedure

0.1 g of oligonucleotide in 35 L H2O were digested as follows: 1 L of Degradase plus (Zymo research), 2.5 L of Degradase plus reaction buffer (Zymo research), 0.05 L of Benzonase

nuclease (Merck, Serratia marcescens) and a spesific amount of isotopically labelled internal standars were added. The mixure was incubated for 4 h at 37 °C and then stored at -20 °C.

Prior to LC-MS/MS analysis, samples were filtered by using an AcroPrep Advance 9 filter plate 0.2 m Supor (Pall Life Science).
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3.4. Quantification Results

Here we present some additional data on the detection of 8-oxo-dG in the reaction samples of 1 with O (Figure S27, lower graph). Also, we show an additional set of graphs for the
individual nucleoside levels detected in the time-dependent reaction of 1 with O (Figure S28). The data is the same as in Figure 4 in the manuscript, it is simply another mode of
presentation meant to provide more clarity.

Figure S27: Detected amounts of 5mdC, 5hmdC, 5fdC, 5cadC (upper graph) and 8-oxo-dG (lower graph) in reaction of 1 with O. Conditions: [O] = 0.25 mM, [1] = 0.25 mM / 1.0 mM, H2O, T= 22 °C, reaction time = 30 min.
ULOD refers to under level of detection.
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Figure S28: Right: Detected amounts of 5mdC (upper left), 5hmdC (upper right), 5fdC (lower left), and 5cadC (lower right) in reaction of 1 with O over time. Conditions: [O] = 0.125 mM, [1] = 0.5 mM, H2O, T= 22 °C.

3.5. Product Ratios

In the reaction of 1 with the oligonucleotide O, we detected different product ratios depending on the amount of 1 that was used. Figure S29 shows this for the reaction of O with 1 and 4

equiv. of 1, respectively.

Figure S29: Left: Product ratios 5cadC/5hmdC, 5cadC/5fdC, and 5fdC/5cadC for different equivalents of 1 (1 or 4 equiv.). Right: Product ratios 5cadC/5hmdC, 5cadC/5fdC, and 5fdC/5cadC after different reaction times (30 s
to 37 min).

As expected, a higher amount of 1 leads to more oxidized species. It remains to be tested whether the continuous addition of 1 leads to accumulation of 5hmdC or 5fdC over 5cadC.
Whereas the ratios 5cadC/5hmdC and 5cad/5fdC quickly approach a constant value (0.08-0.1) the ratio between 5fdC/5hmdC shows a maximum after around 15 min of reaction time.
This could prove useful to stir the reaction towards producing mostly 5fdC formation.
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3.6. Side-Product Analysis

In the following, characteristic MALDI mass spectra are discussed in detail and possible fragmentation pathways are proposed.
O control
A signal at 2620 m/z was observed in all measurements, including the O control (Figure S30, treated as reaction mixture without exposure to 1) oligonucleotide sample. This signal
probably stems from production and was attributed to an 9-mer oligonucleotide. Additionally, a signal at 3205 m/z was also observed in all measurements, including the O control
oligonucleotide sample. This signal probably also stems from production and was attributed to an 11-mer oligonucleotide. Very small amounts of signals between 2930-3100 m/z were
also observed but could not be assigned to any species.

2500 2600 2700 2800 2900 3000 3100 3200 3300

32052626

2924-2936

mass-to-charge

Figure S30: Excerpt of the MALDI MS spectrum obtained for the control reaction of O without 1. Small signals are observed at 2626 m/z and 3205 m/z, these were assigned to 9-mer and 11-mer contaminants stemming from
production.

O + 1 equiv. 1
In the reaction of O with 1 equiv. of 1 several additional signals compared to the control sample were observed. In Figure S31 a possible fragmentation pathway that would result in
additional amounts of the signal at 2626 m/z is shown. During this pathway, a cytidine- -phosphate residue is generated. It is unclear whether this reaction is actually occurring or whether
only residual amounts of the 9-mer (vide supra) are detected. In Figure S32, two oxidative pathways are shown resulting in the loss of guanine or cytosine and the emergence of the
signals at 2810 m/z and 2834 m/z, respectively. These proposed pathways are further discussed in Scheme S4.

2500 2600 2700 2800 2900 3000 3100 3200 3300

29672626 32052834

mass-to-charge

2924-2936

Figure S31: Excerpt of the MALDI MS spectrum obtained for the reaction of O with 1 equiv. of 1. A possible fragmentation pathway resulting in the observed signal at 2626 m/z is indicated. The signal at 3205 m/z was
observed in all samples and attributed to an 11-mer oligonucleotide contamination from production of the oligonucleotide. The signals between 2800-3000 m/z are shown enlarged in Figure S32.

11-mer from production

O
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Figure S32: Zoomed in excerpt of the MALDI MS spectrum obtained for the reaction of O with 1 equiv. of 1. Possible fragmentation pathway resulting in the observed signals at 2810 m/z and 2834 m/z are indicated (loss of
guanine or cytosine, blue and red, respectively). The signal at 2946, 2949 and 2965 m/z were attributed to 5hmdC, 5fdC, and 5cadC-containing 10-mer oligonucleotides stemming from the reaction of O with 1. The signal at
2822 m/z could not be assigned clearly to any side reaction, however, loss of adenine might present a possible explanation.

O + 4 equiv. 1
In this sample, the same fragmentation pattern is detected in MALDI MS as in the one that was only exposed to 1 equiv. of 1 (Figure S31 and Figure S32), albeit higher amounts of
reacted/decomposed oligonucleotides are observed. Additional small signals were detected that could not be assigned.
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2834

Figure S33: Excerpt of the MALDI MS spectrum obtained for the reaction of O with 4 equiv. of 1. A possible fragmentation pathway resulting in the observed signal at 2626 m/z is indicated (green). The signals between 2800-
3000 m/z are shown enlarged in Figure S34, those between 2680-2940 m/z are shown enlarged in Figure S35.

= O
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Figure S34: Zoomed in excerpt of the MALDI MS spectrum obtained for the reaction of O with 4 equiv. of 1. Possible fragmentation pathway resulting in loss of guanine or cytosine (blue and red, respectively) are indicated.
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Figure S35: Zoomed in excerpt of the MALDI MS spectrum obtained for the reaction of O with 4 equiv. of 1. Possible fragmentation pathway resulting in loss of an additional guanine or cytosine (blue: 2834 m/z to 2703 m/z
and red: 2834 m/z to 2741 m/z or 2810 m/z to 2717 m/z) are indicated. Fragments with m/z at 2834 and 2810 resulted from a previous loss of a cytosine or guanidine fragment, respectively (Figure S34).

Control Reactions: O-2 and O-2P

O-2 HO-CCUUAACCCG-OH to 4 equiv. of 1. Using MALDI MS (Figure S36 and Figure S37) we
detected a very significant amount of decomposition reactions  much more than if the regular oligonucleotide O is used. Loss of guanine and cytosine is detected from the starting
material and from the decomposition product that resulted from loss of cytosine or cytidine- -phosphate in the first place.

tion reactions, we therefore exposed O-2P HO3PO-
CCUUAACCCG-OH to 4 equiv. of 1. We did the same fragmentation patterns as already discussed, however, it seems that less loss of cytosine is observed compared to HO-
CCUUAACCCG-OH (Figure S37).
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Figure S36: O-2 HO-CCUUAACCCG-OH with 4 equiv. of 1. A possible fragmentation pathway resulting in the observed signal at 2620 m/z
is indicated (green). The signals between 2650-2950 m/z are shown enlarged in Figure S37.
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Figure S37: O-2 HO-CCUUAACCCG-OH with 4 equiv. of 1. Possible fragmentation pathway resulting in loss of guanine or
cytosine (blue and red, respectively) are indicated.
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Figure S38: O-2P HO3PO-CCUUAACCCG-OH with 4 equiv. of 1. A possible fragmentation pathway resulting in the observed signal at 2708
m/z is indicated (green). The signals between 2750-3050 m/z are shown enlarged in Figure S37.
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Figure S39: O-2P HO3PO-CCUUAACCCG-OH with 4 equiv. of 1. Possible fragmentation pathway resulting in loss of guanine or
cytosine (blue and red, respectively) are indicated. The signal at 2782 m/z is also probably formed by loss of guanine from the signal at 2895-2907 m/z (not indicated by an arrow).

Mechanistic Proposal: Hydroxylation of Positi
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Scheme S4: A) -to- - -phosphate fragment and formation of an aldehyde function
on the nucleotide (green). B)  nucleobase fragment and formation of a lactone (red). C)

ctone (blue). D) oxidation of the 5 position of the 5mdC residue
on the second- ng the formation of 5hmdC, 5fdC, and 5cadC residues.
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4. Synthetic Procedures

4.1. Synthesis of 1

1[Ce(NO3)6)] was synthesized according to published literature procedures.[6,7] Exchange of the cerium counterion to a mixture of F , OH   and NO3  was performed according to the
literature procedure.[5]

Scheme S5: Four step synthesis of [Fe(O)(Py5Me2-H)][Ce(NO3)6] as performed in this work, adapted from Cong et al.[7] and Chang et al.[6] A detailed discussion of the synthesis of 1[Ce(NO3)6)] as well as the exchange of the
counterion can be found in our previous publication involving 1.[5]

4.2. Synthesis of 5-formyl- -cytidine (5fdC)

Scheme S6: Four step synthesis of 5fdC as performed in this work, adapted from the literature.[8 10]
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4.2.1. Synthesis of -deoxy-cytidine (2)

According to a modified standard literature procedure: [8]

-deoxycytidine (dC; 1.00 g, 4.40 mmol, 1.00 equiv.) and imidazole (1.50 g, 22.0 mmol, 5.00 equiv.) were dissolved in anhydrous N,N-dimethylformamide (8.8 mL) and the solution
was cooled to 0 C. tert-Butyldimethylsilyl chloride (1.99 g, 13.2 mmol, 3.00 equiv.) was added in three portions and the reaction was allowed to slowly warm to room temperature. After
16 h, the mixture was diluted with ethyl acetate (30 mL) and saturated aqueous sodium bicarbonate solution (80 mL) was added slowly. The layers were separated and the aqueous layer
was extracted with ethyl acetate (3×50 mL). The combined organic layers were washed with saturated aqueous sodium chloride solution (50 mL) and dried over sodium sulfate. The dried
solution was filtered and the filtrate was concentrated in vacuo. The resulting yellow viscous oil was purified by flash column chromatography (2% to 5% methanol in dichloromethane) to
afford silyl-protected -deoxy-cytidine 2 (1.93 g, 4.23 mmol, 96%) as a foaming colorless solid.

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 295 K):
 = 8.03 (dd, J = 7.2, 3.2 Hz, 1H), 7.78 (s, 0H), 7.12 (s, 1H), 6.26 (dd, J = 6.4, 5.0 Hz, 1H), 5.66 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.36 (q, J = 5.8 Hz, 1H), 3.98  3.84 (m, 2H), 3.83  3.70 (m, 1H),

2.43 (dt, J = 12.5, 6.0 Hz, 1H), 2.17  2.02 (m, 1H), 0.92 (s, 9H), 0.87 (s, 9H), 0.10 (d, J = 2.0 Hz, 5H), 0.05 (s, 6H).

HR-MS (ESI):
calculated for C21H42N3O4Si2 [M+H]+: 456.2708
found: 456.2705.

4.2.2. Synthesis of silyl protected 5-iodo- -deoxy-cytidine (3)

According to a modified standard literature procedure:[9]

Silyl-protected -deoxycytidine 2 (1.79 g, 3.92 mmol, 1.00 equiv.) and iodine (2.19 g, 8.62 mmol, 2.20 equiv.) were dissolved in anhydrous acetonitrile (175 mL). Ceric ammonium nitrate
(4.73 g, 8.62 mmol, 2.20 equiv.) was added, upon which the solution turned dark brown, and the reaction was heated to 60 C under exclusion of light for 2.5 h. Then, the reaction was
cooled to room temperature and saturated aqueous sodium bicarbonate solution (50 mL), followed by aqueous sodium thiosulfate solution (1.0 M, 30 mL) were added, giving a slightly
yellow suspension. The suspension was diluted with water (100mL) and acetonitrile was evaporated under reduced pressure. The residual suspension was filtered through a plug of celite
and the filter cake was extensively washed with ethyl acetate (300 mL). The layers were separated and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (4×80 mL). The combined
organic layers were washed with saturated aqueous sodium chloride solution (100 mL) and dried over sodium sulfate. The dried solution was filtered and the filtrate was concentrated in
vacuo. The resulting yellow solid was purified by flash column chromatography (0% to 2% to 4% methanol in dichloromethane) to afford silyl-protected 5-iodo- -deoxycytidine 3 (1.20 g,
2.06 mmol, 53%) as a foaming colorless solid.

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 295 K):
 = 8.02 (s, 1H), 6.21  6.13 (m, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.28 (dt, J = 6.0, 3.0 Hz, 1H), 3.91 (q, J = 2.7 Hz, 1H), 3.82 (dd, J = 11.4, 2.6 Hz, 1H), 3.69 (dd, J = 11.4, 2.6 Hz, 1H), 2.40 (ddd, J =

13.3, 5.9, 3.1 Hz, 1H), 1.89 (ddd, J = 13.3, 7.1, 6.1 Hz, 1H), 0.84 (d, J = 19.8 Hz, 17H), 0.07 (d, J = 4.5 Hz, 6H).

HR-MS (ESI):
calculated for C21H41IN3O4Si2 [M+H]+: 582.1675
found: 582.1680.
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4.2.3. Synthesis of silyl protected 5-formyl- -deoxy-cytidine (4)

According to a modified standard literature procedure: [10]

Silyl-protected 5-iodo- -deoxycytidine 3 (600 mg, 1.03 mmol, 1.00 equiv.), [Pd2(dba)3] chloroform adduct (107 mg, 0.103 mmol, 0.100 equiv.) and triphenylphosphine (162 mg, 0.618
mmol, 0.600 equiv.) were dissolved in anhydrous toluene (15 mL) in a high-pressure reactor. The reactor was flushed with carbon monoxide gas (3.5 bar) while stirring the reaction
solution and the pressure was released after 10 min. This flushing procedure was repeated two more times to achieve carbon monoxide saturation of the reaction solution. Finally, the
reactor was filled with carbon monoxide gas (3.5 bar) and the reaction mixture was heated to 65 C. A solution of tributyltin hydride (0.33 mL, 1.2 mmol, 1.2 equiv.) in anhydrous toluene
(0.33 mL) was added dropwise via syringe over 18 h. After 13 h of the addition, the pressure had dropped to normal pressure which is why the reactor was refilled with carbon monoxide
gas (3.5 bar). After another 7 h, the reaction mixture was cooled to room temperature and the pressure was released. The greenish-black suspension was diluted with ethyl acetate (20
mL) and filtered through a plug of silica. The filter cake was extensively washed with ethyl acetate (200 mL) and the filtrate was concentrated in vacuo. The resulting orange oil was purified
by flash column chromatography on a mixture of silica gel and potassium carbonate (9:1; 20% to 33% to 50% ethyl acetate in hexanes) to afford silyl-protected 5-formyl- -deoxycytidine
4 (232 mg, 0.480 mmol, 47%) as a yellow solid.

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 295 K):
 = 9.49 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 6.21 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 6.10 (s, 1H), 4.35 (dt, J = 6.4, 3.7 Hz, 1H), 4.05 (q, J = 2.7 Hz, 1H), 3.96 (dd, J = 11.6, 2.6 Hz, 1H), 3.78 (dd, J =

11.6, 2.5 Hz, 1H), 2.62 (ddd, J = 13.6, 6.2, 3.9 Hz, 1H), 2.14  2.02 (m, 1H), 0.90 (s, 9H), 0.89 (s, 8H), 0.10 (s, 3H), 0.09 (s, 3H), 0.08 (s, 3H), 0.07 (s, 4H).

HR-MS (ESI):
calculated for C22H42N3O5Si2 [M+H]+: 484.2658
found: 484.2650.

4.2.4. Synthesis of 5-formyl- -cytidine (5fdC)

According to a modified standard literature procedure:[10]

Silyl-protected 5-formyl- -deoxycytidine 4 (229 mg, 0.473 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in anhydrous ethyl acetate (14 mL) in a plastic tube open to air and hydrogen fluoride pyridine
complex (70wt% HF, 0.37 mL, 30 equiv.) was added via syringe at room temperature. After 22 h, the yellow suspension was cooled to 0 C and methoxytrimethylsilane (4.2 mL, 30 mmol,
64 equiv.) was added slowly via syringe. The reaction was allowed to slowly warm to room temperature and after additional two days, the reaction mixture was diluted with methanol (15
mL) and all volatiles were removed in vacuo. The yellow, solid crude product was purified by HPLC (Column: Agilent Prep-C18 column 50×10.0mm; 5 µm; 2% MeCN in H2O for 8 min) to
afford 5-formyl- -deoxycytidine (5fdC) (99.8 mg, 0.391 mmol, 83%) as a colorless solid.

1H NMR (400 MHz, D2O, 295 K):
 = 9.53 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 6.21 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 4.44 (dt, J = 6.6, 4.7 Hz, 1H), 4.15 (td, J = 4.7, 3.3 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 12.6, 3.3 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 12.6, 4.9 Hz, 1H), 2.59

(ddd, J = 14.2, 6.5, 4.9 Hz, 1H), 2.38 (ddd, J = 14.2, 6.5, 5.6 Hz, 1H) ppm.

HR-MS (ESI):
calculated for C10H14N3O5 [M+H ]+: 256.0928
found: 256.0926.
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4.3. Synthesis of 5cadC

Scheme S7: Four step synthesis of 5cadC as performed in this work, adapted from the literature.[11,12]

4.3.1. Synthesis of silyl protected -carboxyethyl- -deoxy-cytidine (5)

According to a modified standard literature procedure: [11]

In a high-pressure reactor, silyl protected 5-iodo- -deoxycytidine 3
dissolved in anhydrous methanol (8.5mL). The reactor was flushed with carbon monoxide gas (3.5 bar) while stirring the reaction solution and the pressure was released after 10 min.
This flushing procedure was repeated two more times to achieve carbon monoxide saturation of the reaction solution. A solution of N,N-di-iso-propylethylamine (0.24 mL, 1.4 mmol, 2.0
equiv.) in anhydrous methanol (0.25 mL) was added via syringe in one portion, the reactor was filled with carbon monoxide gas (3.5bar) and the reaction mixture was heated to 65 C.
After 16 h, the reaction was cooled to 21 C, the pressure was released and the orange suspension was filtered through a plug of silica. The filter cake was extensively washed with ethyl
acetate (100 mL) and the filtrate was concentrated in vacuo. The resulting oily orange crude product was combined with the crude product of a second identical experiment and they were
purified by flash column chromatography (33% to 50% to 67% ethyl acetate in hexanes) to afford silyl -protected 5-methoxycarbonyldeoxycytidine 5 (525 mg, 1.02 mg, 74% combined
yield) as a slightly yellow powder.

1H NMR (400 MHz, CDCl3):
 = 8.58 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 6.12 (dd, J = 7.3, 5.8 Hz, 1H), 5.81 (s, 1H), 4.29 (dt, J = 6.3, 2.4 Hz, 1H), 4.00 (q, J = 2.9 Hz, 1H), 3.79 (dd, J = 11.3, 3.1 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.70 (dd, J

= 11.3, 3.1 Hz, 1H), 2.56 (ddd, J = 13.5, 5.9, 2.5 Hz, 1H), 1.91 (ddd, J = 13.4, 7.4, 6.1 Hz, 1H), 0.82 (d, J = 6.7 Hz, 18H), 0.01 (s, 3H), 0.01 (s, 3H), 0.00 (s, 2H), -0.00 (s, 3H).

HR-MS (ESI):
calculated for C23H44N3O6Si2 [M+H]+: 514.2763
found: 514.2767.
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4.3.2. Synthesis of 5-carboxy- -deoxycytidine (5cadC)

According to a modified standard literature procedure: [12]

Silyl-protected 5-methoxycarbonyldeoxycytidine 5 (520 mg, 1.01 mmol, 1.00 equiv.) was suspended in anhydrous ethyl acetate (30 mL) in a plastic tube open to air and hydrogen fluoride
pyridine complex (70 wt% HF, 0.40 mL, 15 mmol, 15 equiv.) was added whereupon a clear solution resulted. After 14 h, the reaction suspension was cooled to 0 C and methoxytrimethyl-
silane (4.5 mL, 32 mmol, 32 equiv.) was added slowly via syringe. After 3 h, the reaction was allowed to warm to room temperature and was stirred for additional 3 h. The resulting yellow
suspension was diluted with methanol and all volatiles were removed in vacuo. The yellow crude product was dissolved in a mixture of acetonitrile and water (1:1, 100 mL) and lithium
hydroxide (290 mg, 12.1 mmol, 12.0 equiv.) was added. After 18 h, the suspension was acidified to pH 3 with 3.0 M hydrochloric acid and all volatiles were removed in vacuo to give
856mg of a dark brown solid. A portion of 227 mg was purified by HPLC (Column: Agilent Prep-C18 column 50×10.0mm; 5 µm; 2% MeCN in H2O for 8 min, MeCN and H2O both contained
0.1% trifluoracetic acid) to afford 5-carboxy- -deoxycytidine (5cadC) (30.6 mg, 0.113 mmol, 42% extrapolated yield over two steps) as a colorless solid.

1H NMR (400 MHz, D2O):
 = 8.94 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 6.25 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 4.48 (dt, J = 6.5, 4.6 Hz, 1H), 4.13 (td, J = 4.5, 3.3 Hz, 1H), 3.91 (dd, J = 12.6, 3.3 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 12.6, 4.6 Hz, 1H), 2.55

(ddd, J = 14.2, 6.6, 4.9 Hz, 1H), 2.42 (dt, J = 14.2, 6.1 Hz, 1H) ppm.

HR-MS (ESI):
calculated for C10H14N3O6 [M+H]+: 272.0877
found: 272.0875.

4.4. Synthesis of nucleobases 5-formylcytosine (5fC) and 5-carboxycytosine (5caC)

4.4.1. Synthesis of 5-formylcytosine (5fC)

5-Formyl- -deoxycytidine (5fdC; 119 mg, 0.446 mmol, 1.00 equiv.) was suspended in water (7.0 mL) and concentrated hydrochloric acid (37%, 1.0 mL) was added. The suspension was
stirred at room temperature open to air for two days and then neutralized with 25% aqueous ammonia solution. The mixture was diluted with methanol (10 mL) and concentrated in vacuo.
The crude product was purified by HPLC (Column: Agilent Prep-C18 column 50×10.0mm; 5 µm; 100% H2O for 4 min, MeCN) to afford 5-formylcytosine (5fC; 48.6 mg, 0.349 mmol, 78%)
as a slightly tan solid.

1H NMR (400 MHz, DMSO, 295 K):
 = 9.49 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 8.49 (s, 1H).

HR-MS (ESI):
calculated for C5H4N3O2 [M H] : 138.0309.
found:  138.0308.
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4.4.2. Synthesis of 5caC

5-Methoxycarbonyl- -deoxycytidine (5cadC; 49.2 mg, 0.172 mmol, 1.00 equiv.) was suspended in water (2.6 mL) and concentrated hydrochloric acid (37%, 0.5 mL) was added. The
resulting clear solution was stirred at room temperature open to air for 2 days, then the mixture was heated to 45 °C. After 15 h, the reaction was allowed to cool to room temperature,
diluted with methanol (5 mL) and concentrated in vacuo to afford a yellowish solid.
This crude product was combined with 5-ethoxycarbonyl- -deoxycytidine (37.3 mg, 0.375 mmol combined, 1.00 equiv.) and suspended in water (19 mL). Lithium hydroxide (108 mg,
4.50 mmol, 12.0 equiv.) was added upon which a clear solution resulted. After stirring at room temperature for 24 h, the solvent was removed in vacuo and the crude product purified by
HPLC (Column: Agilent Prep-C18 column 50×10.0mm; 5 µm; 100% H2O for 4 min, H2O contained 0.1% trifluoracetic acid) to afford 5-carboxylcytosine (5caC; 36.2 mg, 0.233 mmol, 62%).

1H NMR (400 MHz, DMSO, 295 K):
 = 8.24 (s, 1H).

HR-MS (ESI):
Calculated for C5H4N3O3 [M H] : 154.0258
Found: 154.0257

4.5. Synthesis of D3-5mdC

According to a modified literature procedure:[13]

5-Iodo- -deoxycytidine 3 (302 mg, 0.518 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in anhydrous tetrahydrofuran (11 mL) and the solution was cooled to 78 °C. A 1.0 M solution of D3-
methylmagnesium iodide in diethylether (0.52 mL, 0.52 mmol, 1.0 equiv.) was added dropwise via syringe and the clouded solution stirred for 5 min. Tetrakis(triphenylphosphine)palladium
(59.9 mg, 51.8 mol, 0.100 equiv.) and copper(I) chloride (256 mg, 2.59 mmol, 5.00 equiv.) were added, followed by more D3-methylmagnesium iodide solution (2.6 mL, 2.6 mmol,
5.0 equiv.). The flask was covered with aluminum foil and the reaction mixture stirred at 78 °C for another 50 min. Then the reaction was allowed to warm to 0 °C and stirred overnight,
during which it was allowed to warm to room temperature. After 18 h, the yellowish-green suspension was diluted with dichloromethane (30 mL), saturated aqueous ammonium chloride
solution (15 mL) and water (15 mL). The layers were separated and the aqueous layer extracted with dichloromethane (3 40 mL). The combined organic layers were washed with
saturated aqueous sodium chloride solution (50 mL) and dried over sodium sulfate. The dried solution was filtered and the filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was
purified by flash column chromatography (0% to 9% to 19% methanol in dichloromethane + 1% triethylamine) to afford an inseparable mixture of TBS- -deoxycytidine and TBS-
protected D3-5-methyl- -deoxycytidine as a yellowish solid.
This mixture was then diluted in anhydrous ethyl acetate (15 mL) in a plastic tube in open air and hydrogen fluoride pyridine complex (70% HF, 0.37 mL, 7.3 mmol, 15 equiv.) was added
dropwise via syringe. The yellowish solution was stirred at room temperature overnight. After 22 h, the resulting suspension was cooled to 0 °C and methoxytrimethylsilane (2.2 mL,
16 mmol, 32 equiv.) was added. After 30 min, the reaction mixture was allowed to warm to room temperature and was stirred for another 2.5 h. Then, the suspension was diluted with
methanol (10 mL) and concentrated in vacuo. The crude product was purified by HPLC (Column: Agilent Prep-C18 column 50×10.0mm; 5 µm; 1% MeCN in H2O for 7 min, MeCN and
H2O both contained 0.1% trifluoracetic acid) to afford D3-5-methyl- -deoxycytidine (D3-5mdC; 21.5 mg, 88.0 mol, 17%) as a colorless solid.

1H NMR (400 MHz, D2O):
 = 7.95 (s, 1H), 6.28 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 4.48 (dt, J = 6.5, 4.2 Hz, 1H), 4.10 (dt, J = 4.9, 3.8 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 12.6, 3.4 Hz, 1H), 3.79 (dd, J = 12.6, 4.9 Hz, 1H), 2.54  2.32 (m, 2H).

2H NMR (61 MHz, H2O):
 = 1.98 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, D2O):
 = 159.6, 148.8, 141.5, 103.7, 87.0, 86.2, 70.1, 60.9, 39.1.

HR-MS (ESI):
Calculated for C10H12D3N3NaO4 [M+Na]+: 267.1143
Found: 267.1139
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5.1.3. 5-Formyl-TBS-dC 4

-4-3-2-10123456789101112131415
f1 (ppm)

3
.3
3

2
.7
7

2
.8
2

2
.5
5

8
.4
8

8
.0
9

1
.2
1

1
.0
0

0
.9
7

0
.9
5

0
.9
2

1
.0
0

0
.8
8

1
.0
0

0
.9
0

0
.9
6

0
.9
4

7
.2
6 
C
D
Cl
3



39

5.1.4. 5-Formyl- -deoxycytidine (5fdC)
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5.1.6. 5-carboxyl- -deoxycytidine (5cadC)
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5.1.7. 5-Formylcytosine (5fC)
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5.1.8. 5-carboxylcytosine (5caC)
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5.1.9. D3-5-methyl- -deoxycytidine (D3-5mdC)
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